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RESUMO

UTZIG, Larisa Mariane. Avaliagdo da Fitotoxicidade, Ecotoxicidade e
Genotoxicidade de Clorpirifos apés Tratamento por R adiacdo UVC e Processo
UV/H,0,. 2016. 129 f. Dissertacdo (Programa de Pods-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Curitiba,
2016.

O agrotoxico organofosforado clorpirifés (CP) é considerado toxico principalmente
devido a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE). Devido a ineficiéncia de
tratamentos biolégicos convencionais na degradacédo do CP e de seus metabdlitos,
processos avancados de oxidagcdo vém sendo estudados para possibilitar sua
efetiva degradacao. Este trabalho avaliou a degradacéo do CP (200 pg L™) em agua
(0,2% de ACN) através da radiacdo UVC e do processo UV/H,0,, em escala de
bancada, bem como a ecotoxicidade apds os tratamentos aplicados. A partir das
condicdes de pH e concentracdo de peroxido de hidrogénio adotados neste estudo
(pH 5,2 e 12 mg L™ H,0,) verificou-se que em ambos os tratamentos, mais de 97%
do composto foi degradado apds 20 minutos de tratamento por UV/H,O, e apds 60
minutos de tratamento por radiacdo UVC. Através do estudo cinético, verificou-se
que a degradacdo do CP segue uma reacdo de pseudo-primeira ordem, sendo o
valor da constante k para o processo UV/H,O, calculada em 0,119 min™*, e 0,053
min™ para o tratamento UVC, demonstrando que o processo avancado de oxidac&do
€ mais rapido na degradacdo do CP do que apenas a fotdlise direta. Embora o CP
tenha sido praticamente degradado, ensaios ecotoxicoldgicos demonstraram que
apos o tratamento, as solugbes tratadas pelo processo UV/H,O, apresentaram
ecotoxicidade aguda maior do que as tratadas por radiacdo UVC. Em ensaios com
Daphnia magna, a toxicidade se manteve em relacéo a toxicidade inicial da solucao
de CP para ambos os tratamentos, enquanto que em ensaios com Aedes aegypti, a
ecotoxicidade reduziu 95% apoés tratamento por radiagdo UVC e 1,7% apoés
tratamento por processo UV/H,O,. Lactuca sativa apresentou fitotoxicidade para as
solugbes tratadas por ambos o0s processos. Ensaios realizados com os trés
organismos com as amostras-controle das solugcdes (solu¢cdes dos reagentes, sem
CP) demonstraram que a ecotoxicidade aguda e a fitotoxicidade das amostras
tratadas pelo processo UV/H,O, sé@o provenientes de subprodutos da degradacéo da
acetonitrila formados durante o tratamento. Quanto aos ensaios realizados com
Danio rerio, foi observada mortalidade de todos o0s peixes expostos a amostra
tratada por processo UV/H,0,, com e sem o0 agrotoxico. Solucado de CP tratada por
radiacdo UVC foi empregada em ensaio de genotoxicidade, porém nao foi
observado efeito genotdxico nos organismos expostos. Devido aos resultados
obtidos, conclui-se que embora ambos os tratamentos tenham atingindo uma
eficiéncia superior a 97% de degradacéo, a ecotoxicidade aguda e a fitotoxicidade
do efluente tratado manteve-se ap0s degradacdo por processo UV/H,O, devido a
formacao de subprodutos de degradacdo da acetonitrila, mesmo esta tendo sido
aplicada em baixas concentracdes (0,2% v/v).

Palavras-Chave: Organofosforado. UV/H,O,. Toxicidade aguda. Genotoxicidade.
HPLC-DAD.



ABSTRACT

UTZIG, Larisa Mariane. Evaluation of phytotoxicity, genotoxicity and acute
toxicity of chlorpyrifos after treatment by UVC rad iation and UV/H ,0, process.
2016. 129 f. Dissertacdo (Programa de PoOs graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2016.

The organophosphate pesticide chlorpyrifos (CP) is considered toxic mostly due to
inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) and the genotoxic potential in
living organisms, even at low concentrations. Due to the inefficiency of conventional
biological treatments in the degradation of CP and its metabolites, advanced
oxidation processes have been studied to enable their effective degradation. This
study evaluated the degradation of CP (200 pg L™) in aqueous solution (0,2% de
ACN) by direct photolysis (UVC) and homogeneous process UV/H,O, and the
ecotoxicity before and after the treatments are applied. From the conditions of pH
and concentration of hydrogen peroxide used in this study (pH 5.2 and 12 mg L™
H.O,) it was found that in both treatments, over 97% of the compound was
deteriorated after 20 minutes of treatment with UV/H,O, and 60 minutes after UVC
radiation. The kinetic study demonstrates that the degradation of CP following a
pseudo-first reaction. The rate constants k was calculated in 0.119 min™ for the
UV/H,O, process and 0,053 min™ for the UVC radiation. However, bioassays tests
showed that after the UV/H,O, treatment, the solutions was considered more toxic
than the solutions treated by UVC radiation. In tests with Daphnia magna, the toxicity
has remained relative to the initial toxicity of CP solution for both treatments, while in
Aedes aegypti assays the toxicity reduced 95% after treatment with UVC and 1.7%
after treatment process by UV/H,0,. Lactuca sativa indicates phytotoxicity for both
treatments. Tests carried out with the components of the solutions without CP,
showed that acute ecotoxicity of the samples treated by UV/H,O, process could be
explain by the generation of acetonitrile byproducts during treatment, possibly
cyanide ions. For the tests performed with zebrafish it was observed mortality of all
the organisms exposed to the sample treated by the UV/H,O,process and the blank
sample. CP solutions without treatment and after UVC radiation degradation were
used in genotoxicity assays, but were not observed genotoxic effects of these
samples in the exposed organisms. Due to the results obtained, it was concluded
that although both treatments have reached efficiency greater than 97% degradation,
acute ecotoxicity of the treated effluent remained after degradation by UV/H,0,
process due to formation of by-products of acetonitrile, even it has been applied in
low concentrations (0.2% v/v).

Key-words: Organophosphate. UV/H,0O,. Acute toxicity. Genotoxicity. HPLC-DAD.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo compostos nocivos a saude humana e ao meio
ambiente, pois causam efeitos toéxicos ao homem e aos demais seres vivos, exercem
pressao seletiva nos organismos néo alvos e alteram a dinAmica bioquimica natural
dos ecossistemas (SPADOTTO et al., 2004).

Por esse motivo, muitos paises estabelecem por vias normativas, niveis
considerados seguros para ingestao e/ou contato humano. Em muitos casos, nao se
sabe ao certo o real nivel toleravel para ingestdo humana das substancias ditas
toxicas devido a inexisténcia de estudos mais aprofundados (OMS, 2008), podendo
este valor variar de mg L™ a ng L™, Devido & toxicidade, muitas vezes desconhecida,
a deteccdo de agrotoxicos em alimentos e agua € alvo de preocupagdo, mesmo que
em concentragdes muito baixas.

Um dos principais veiculos de contaminacdo humana por agrotoxicos € a
agua, através do contato com alimentos ou ingestdo direta, sendo a atividade
agricola a principal via de contaminacéo das aguas.

Estima-se que pelo menos 30% dos produtos aplicados nas lavouras sofra o
processo de deriva (dispersao no meio ambiente) (LONDRES, 2011). No Brasil,
apenas no periodo de 2009 a 2012, estima-se que em torno de 14.000 toneladas de
agrotoxicos foram despejados no meio ambiente, considerando a quantidade de
ingredientes ativos vendidos (IBAMA, 2012).

Além da perda pelos processos de deriva, outro problema a ser considerado
€ 0 uso de agrotoxicos proibidos. No Brasil, dos 84 ingredientes ativos vendidos em
2012 (IBAMA, 2012), 18 sao proibidos pela regulacdo (EC) n° 1107/2009 da
Comissdo Europeia (EUROPEAN COMISSION, 2009), o que representa mais de
21% dos ingredientes ativos usados na agricultura.

Dentre esses agrotoxicos empregados em atividades agricolas, os
organofosforados tém sido amplamente utilizados em substituicio aos
organoclorados. Porém, além de serem considerados como compostos de médio
risco de contaminagdo de aguas superficiais, 0s mesmos apresentam efeitos toxicos
para a saude humana e para a biota (ANDRADE et al., 2011).

Clorpirifés  (0,0O-dietil-O-3,5,6-tricloro-piridil-fosforo-tionato) (CP) € um

composto organofosforado, considerado neurotoxico por ser inibidor da enzima
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acetilcolinesterase (AChE) em animais (OMS, 2009; COLOVIC et al., 2011) e por
causar efeitos em biomarcadores enzimaticos e danos ao DNA (MULLER et al.,
2014). Devido a sua toxicidade, a Portaria do Ministério da Saude n°2.914 de 2011 e
a Resolucdo CONAMA n°396 de 2008 estabelecem um valor maximo permitido
(VMP) para consumo humano de 30 pg L™ (BRASIL, 2008; BRASIL, 2011), mesmo
valor adotado em normativas europeias. Entretanto, nos Estados Unidos o VMP do
CP em aguas para consumo humano é de 0 pg L™ (PAN, 2014).

Os subprodutos originados da sua hidrolise e oxidacédo (3,5,6-tricloro-2-
piridinol e o clorpirifés-oxon) também apresentam toxicidade, podendo ser mais
persistentes no ambiente do que o CP, e podendo ser até mesmo encontrados apés
tratamento convencional em estacfes de tratamento de agua e efluentes (USEPA,
2005). Neste contexto, o uso de tecnologias que proporcionem um tratamento
efetivo destes compostos visando a mineralizacdo completa, a reducdo da
toxicidade e/ou o aumento da biodegradabilidade deve ser avaliada.

Processos Avancados de Oxidacdo, do inglés Advanced Oxidativon
Processes - AOPs, tém sido estudados no tratamento de CP, atingindo eficiéncias
elevadas (AFFAM; CHAUDHURI, 2014; SIVAGAMI; KRISHNA; SWAMINATHAN;
2014). Dentre eles, o estudo do processo baseado na reacdo de peroxido de
hidrogénio (H20,) e radiacdo UVC é um dos menos frequéntes.

Nos trabalhos ja realizados, este processo tem apresentado grande
eficiéncia no tratamento do CP (MURILLO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014) e na
reducao efetiva da toxicidade (FEMIA et al.; 2013). Contudo, ha poucos registros de
estudos de sua aplicacdo no tratamento de clorpirifés e, principalmente,
relacionando o tratamento a reducéo da toxicidade do efluente gerado, uma vez que
muitos trabalhos avaliam a eficiéncia de tratamento apenas quanto a reducdo da
concentracéo do composto, ndo considerando a sua toxicidade final.

Desta forma, considerando a viabilidade do processo UV/H,O,, 0 mesmo
necessita ser estudado a fim de se obter maior eficiéncia de degradacao associada
a reducdo de toxicidade em diferentes niveis troficos, e principalmente visando a
mineralizacdo de compostos ndo biodegradaveis possivelmente gerados durante o
processo de degradacao.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a fitotoxicidade, ecotoxicidade aguda e genotoxicidade de clorpirifés

em solucédo aquosa apoés tratamento por radiacdo UVC e por processo UV/H,0,.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver e validar o método cromatografico para deteccdo e
guantificacéo de clorpirifos em solucdo aquosa,;

b) Avaliar e comparar a eficiéncia de degradacéo do clorpirifés por radiacéo
UVC e processo UV/H,O, em escala de bancada;

c) Avaliar a ecotoxicidade aguda do clorpirifés para Daphnia magna
(microcrustaceo), Aedes aegypti (larva de mosquito) e Danio rerio (peixe-
zebra), a genotoxicidade para Danio rerio e a fitotoxicidade para Lactuva
sativa (alface);

d) Avaliar a ecotoxicidade aguda (D. magna e A. aegypti), a genotoxicidade
(D. rerio) e a fitotoxicidade (L. sativa) de clorpirifés apds tratamento por

radiacdo UVC e processo UV/H,0,.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1INSETICIDA ORGANOFOSFORADO CLORPIRIFOS

Apos a Segunda Guerra Mundial a principal classe de agrotoxicos
empregada na agricultura e em meio urbano foi a dos organoclorados. Estes
agrotoxicos sao altamente estaveis, lipossoluveis e cronicamente toxicos,
permanecendo por varios anos no ambiente, onde ocorre a bioconcentracdo dos
mesmos e, consequentemente, a bioacumulacdo em animais e biomagnificacdo em
cadeias troficas, causando danos irreversiveis a animais aquaticos (BAIRD; COLIN,
2011).

Os agrotoxicos organofosforados foram entado sintetizados com o objetivo de
serem menos toxicos do que os organoclorados. Estes compostos sdo sintéticos,
normalmente ésteres, amidas ou ti6is derivados de acido fosforico, fosfonico,
fosforotiamidicos ou fosforotidicos (IPCS-INCHEM, 2014), sendo considerado um
dos maiores grupos de inseticidas usados atualmente (FLASKOS, 2011). Estes
compostos séo caracterizados pela presenca de uma ligacdo P=0O ou P=S, conforme
Figura 1.

O S
Rl «

R |
T B

P— X ou P
/ /
R2 R2

Figura 1- Estrutura quimica geral de organofosforad  os

Os grupos R1 e R2 sao geralmente grupos alquila ou arila simples e X
qualquer ramificacdo alifatica, aromatica ou grupos heterociclicos ligados ao fésforo

através de ligacéo altamente instavel.
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Organofosforados sdo menos persistentes no ambiente, porém apresentam
toxicidade aguda a humanos e mamiferos, assim como os organoclorados (BAIRD;
COLIN, 2011). Estes compostos sao inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE), atacam o sistema nervoso e estdo associados a estresse oxidativo, geracao
de radicais livres e oxidagdo de lipideos podendo influenciar na ma formacao
genética (COLOVIC et al., 2011).

Mesmo sendo excretados rapidamente pelo organismo, a exposicao
continua a pequenas doses destes compostos pode ocasionar efeitos danosos em
animais e humanos, sendo dessa forma considerado um composto de risco para a
saude e para o meio ambiente (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Os organofosforados séo facilmente absorvidos por via cutanea, respiratéria
e gastrointestinal (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). No organismo animal os
organofosforados que contém a ligacdo P=S sdo ativados pelo citocromo P450,
através de dessulforacdo oxidativa (oxidacao da ligacdo P=S), formando compostos
oxon (P=0) (QIN et al., 2014).

Dentre os compostos organofosforados, o clorpirifos (CP) € um dos mais
utilizados, sendo encontrado no meio ambiente juntamente com seus metabdlitos.
Embora o CP tenha sido banido nos EUA, o seu uso é frequente no Brasil e em
outros paises como india, Argentina, China e paises da Unido Europeia. No Brasil, &
empregado como ingrediente ativo em 19 produtos comerciais registrados para
aplicacao foliar nas culturas de algodao, batata, café, cevada, citros, feijdo, maca,
milho, pastagens, soja, sorgo, tomate, trigo e banana ou no controle de formigas
(MAPA, 2014).

O ultimo boletim anual sobre producéo, importacéo, exportacao e vendas de
produtos agrotoxicos no Brasil elaborado pelo Ibama (2013) descreveu o clorpirifés
como o 7° ingrediente ativo mais vendido naquele ano, representando cerca de 13
mil toneladas do composto.

A solubilidade do CP em agua é baixa, conforme indicado na Tabela 1 (PAN,
2014), mas sua mobilidade € alta podendo ser encontrado a grandes distancias do
ponto de aplicacédo (DEVI; MURTHY; KUMAR, 2009).

Devido a baixa solubilidade e a outros parametros (tempo de meia vida e

coeficiente de adsorcdo a matéria organica), o risco de contaminacdo de aguas
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superficiais é considerado médio, pelo método GOSS®. Contudo, alguns estudos tém
identificado com frequéncia a presenca de CP em agua superficial, como no caso de
estudo realizado por Leong, Tian e Mustafa (2007), onde foi detectada uma
concentracdo de CP na faixa de 23,4 a 92,9 ng L™, no rio Selangor na Malasia.
Segundo Andrade et al. (2011), com base no mesmo método, o CP né&o
apresenta risco de contaminacdo para aguas subterraneas. Porém, de acordo com
Juraro et al. (2012), concentracdes de CP acima de 0,5 pg L™ em &gua subterranea
ja foram detectadas. Seus metabdlitos clorpirifos-etil e 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP)
também foram encontrados nas concentracdes de 0,29 pg L* e 15,00 ng L™,
respectivamente (ESTEVEZ et al., 2012; POSTIGO; BARCELO, 2015). A Tabela 1

apresenta as caracteristicas fisicas e quimicas do clorpirifés.

Tabela 1 — Propriedades fisicas e quimicas do inset icida clorpirifos

Propriedades Caracteristica
Nome quimico 0O,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato
Férmula quimica CgH1:CIsNO3PS
Cl Cl
s =
Estrutura P -
CH;AD 7/ o N cl
/o
CH;
Massa molecular 350,6 g mol™
Ponto de fuséo 42 — 44 °C
Ponto de ebulicdo 300 °C
Presséo de vapor a 25°C 1.0x 10°Pa
Densidade a 21°C 1,51 gmL*
Solubilidade em &gua (mg L™) 1,05a20°Ce 0,39 a19,5°C
Coeficiente de adsorcao Ky 9,930
Meia vida em agua (dias) >2
Meia vida em solo (dias) >30

Constante de dissociacao (pka)

N&ao contém protons ionizaveis

Fonte: EUROPEAN COMMISSION (2005); OMS (2009); PAN (2014).

! Método GOSS: método que considera o coeficiente de adsorcdo a matéria organica (Koc), a meia
vida no solo e a solubilidade do composto em agua a 20°C. Este método estima a contaminagéo de

aguas superficiais.
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Em meio liquido, o CP é menos persistente que em solo. Tiwari e Guha
(2013) estudaram a degradacdo do agrotoxico em meios aerdbios e anaerobios,
tanto em solo quanto em agua e os resultados indicaram meia vida (t¥2) de 6,1 a
38,1 dias em agua e 17,9 a 128 dias em solo, respectivamente.

Outra caracteristica do CP é sua toxicidade, sendo este classificado como
moderadamente toxico (CLsy = 332 mg kg™ para ingestdo e ClLsp = >3000 mg kg™
para contato dérmico em ratos), uma vez que o modo de acédo inseticida ocorre
através da inibicdo da enzima AChE, resultando no acumulo de acetilcolina e
interrupcéo de impulsos nervosos (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Os subprodutos deste composto, contudo, podem ser mais toxicos do que a
molécula inicial. Esses subprodutos sdo geralmente formados em condicbes de
oxidacdo, hidrélise e biodegradacdo (COLOVIC et al.,, 2011; FLASKOS, 2011,
ROBLES-MOLINA et al., 2012).

Um dos subprodutos da degradacdo (metabdlitos) do CP é o clorpirifds oxon
(CPO), resultante da oxidacdo da ligacdo P=S. A presenca desta ligacdo confere
maior potencial de inibicdo da enzima AChE, sendo este responsavel pela maioria
das fatalidades ocorridas com o clorpirifés (FLASKOS, 2011). Outro subproduto é o
3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), resultante da hidrdlise direta do CP ou da hidrélise do
CPO. Este composto ndo € neurotdxico, porém € considerado mais persistente que
o clorpirifés, podendo ser limitante para a completa mineralizagcdo do mesmo devido
a inibicdo da agc&o microbiana (ANWAR et al., 2009; CHISHTI et al., 2013).

Quando comparado ao clorpirifés, o TCP é mais soluvel em agua (80,9
mgL™ a 25°C), causando a contaminacdo generalizada do solo e da agua, devido a
facil dissolucdo (ANWAR et al., 2009).

Em condicbes de fotodegradacdo indireta, estima-se que o CP é quase
totalmente convertido em CPO logo no inicio do processo de degradacgdo, e que a
transformacao deste composto em TCP ocorre ap0s maior tempo de exposicao a
radiacdo, porém em menor quantidade, o que indica a formacdo de outros
metabalitos durante o processo (KRALJ; FRANKO; TREBSE, 2006).

Em condi¢cbes aerdbias, o CP pode gerar os subprodutos TCP e dietil-
tiofosfato (DEP) ou CPO, os quais por meio de metabolismo microbiol6gico podem
gerar outros produtos (TIWARI; GUHA, 2013). Os principais metabdlitos do CP bem
como as vias de degradacéo bioldgica e fisico-quimica sdo apresentados na Figura
2.
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Degradacao bioldgica
I
- /\0 7? OH ;
/o o~ r—ou t PN
CH; —> CH; (o) OH
NG~ a Dietil fosfato Monoetil tiofosfato Etanol
|P| | (DETP)
/\ 7 X, .
Clorpirifés II [Im F g e = + X oH —> ’\
Clorodinidro-2- 3-cloro-2,5- Tetrahidro-2-piridina 2,3-dihidropiridinol Acido maleico
piridina dihidropiridinol
Degradacao Fisico- quimica
o)
S
P —> HO—P——(OCHs); + H—P——(OCHs),
ﬁ"‘ 7 | “ Clorpirifés
oxon
CH; /\07P \.\' Cl
/\O N
a c =
Clorpirifés II O & |
+ x — X
Cl HO N (o | L
2-hidroxi 6-cloro,2- 2,3,5 tricloro 3,5 dicloro-2- Findina
piridina hidroxi piridina piridina hidroxi piridina

Figura 2 — Subprodutos de degradacao do clorpirifos via processos biol6gicos e fisico-quimicos.

Fonte: Adaptado de LIU; MCCONNELL; TORRENTS, 2000; DEVI; MURTHY; KUMAR, 2009; ZHANG et al., 2011; KARPUZCU; SEDLAK;

STRINGFELLOW, 2012.
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3.2 METODOS DE ANALISE DO CLORPIRIFOS

3.2.1 Cromatografia a Liquido

A determinacdo de agrotoxicos em amostras ambientais € complexa,
principalmente devido as baixas concentracbes em que estes compostos sao
encontrados no meio ambiente e pela complexidade das matrizes ambientais. Dessa
forma, o método mais sensivel e preciso para a deteccdo de agrotoxicos é por meio
de métodos de cromatografia a gas (CG) ou a liquido (CL).

A cromatografia a gas é eficiente para analise de compostos volateis tais
como Oleos essenciais e produtos petroquimicos, sendo sua manipulacdo facil,
possibilitando analisar misturas volateis de alta complexidade. Contudo, compostos
nao suficientemente volateis e termicamente instaveis ndo sao analisados
adequadamente por CG. Nestes casos, a cromatografia a liquido (principalmente de
alta eficiéncia) € empregada, desde que o composto apresente solubilidade na fase
movel (CIOLA, 1998).

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (do inglés High Performance
Liquide Chromatography - HPLC) € um método de separagdo possivel devido a
interacbes entre substancias presentes em uma mistura/solucdo e uma fase
estacionaria e uma fase moébvel (geralmente acetonitrila ou metanol em &agua)
(MARTINS, 2008).

Dentre os principais mecanismos que devem ser considerados em um
meétodo de cromatografia a liquido, estdo a forma de separagdo cromatografica e o
método de deteccao das substancias de interesse.

A separacdo cromatogréfica pode ser realizada através de elui¢do isocrética
ou por gradiente. Na eluicdo isocratica, a fase movel € mantida constante durante o
tempo de andlise e o tempo é reduzido, porém, em casos onde a amostra é
composta por substancias com ampla faixa de retencdo, a opgao pela eluicdo por
gradiente € a mais adequada, possibilitando melhor separacdo de substancias
(MARTINS, 2008).

A separacdo por gradiente ocorre através da modificacdo da fase movel

durante o tempo de analise, sendo o solvente organico aumentado gradativamente.
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Em modo gradiente, a separacdo das substancias torna-se mais adequada,

facilitando a deteccao dos analitos de interesse (MARTINS, 2008).

A deteccado de determinado composto em cromatografia a liquido é realizada

através de um detector cromatografico, o qual converte uma propriedade quimica ou

fisica de um analito em um sinal elétrico, relacionado a concentragdo deste analito
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009).

No caso de agrotoxicos, muitos estudos empregaram CL de alta eficiéncia
com detector UV/visivel, na regido de 190 a 700 nm (CACERES et al., 2007; WU;
LINDEN, 2010; ROBLES-MOLINA et al., 2012). De acordo com a literatura, para

andlises do CP e seus metabdlitos, a deteccdo é realizada principalmente por

arranjo de fotodiodos, detector de arranjo de diodos e detectores acoplados a

espectrometria de massas, sendo geralmente empregados colunas C18, como

apresentado no Quadro 1.

Detector Fase movel Coluna F.LT Mgtrlz Autor(es)
analisada
Arranjo de Ac((;trc;r(yit:rl]i;ag_ua C8 (4.6 x 150 mm, i AS + Padrao | C4ceres et
diodos 100%) 5 mm) CP al. (2007)
Arranjo de Metanol:agua C18 (5 um d.) ) QSD fiidﬁ; Muhamad
diodos (40:60) Hm d. B (2010)
Arranjo de Acetonitrila:agua AU + CP Wu; Linden
diodos (80:20) C18 (7.5 x150 mm) Comercial (2010)
Analisador de Lo SDB-C18 (1.8 um Robles-
Acetonitrila:agua . ‘ : .
massas (LC- (gradiente) d.i, 50 mm x - Agua residual | Molina et
QTOF) g 4.6mm) al. (2012)
Arraruo de . C18 (5 um d.i, 250 AU + Padrdo |Hossain et
fotodiodos Acetona:agua mm X 9 mm x 4.6 - cp al. (2013)
(PDA) mm) '
Q;?(;Jgdgi Acetonitrila:agua |PAH (5 pm d.i, 10 x i Agua* + CP |Sivagami et
(PDA) (70:30) 150 mm) Comercial al. (2014)
— N I
Arranjo de Aceto_nl_trna.agua ODS (4,3 mm, 5 um 10-200ng L Gomathy et
diodos acidificada d.i) and 2.5-12.5 - al. (2015)
(75:25) ' pg Lt '
Analisador de , ‘ .
Metanol:dgua |C18 (100 x 2,1 mm, 1 | Agua*+ CP | Alharbi et
massas (LC- . , 2-200 ug L )
QTOF) (gradiente) 3,5 um d.i) Comercial al. (2016)

Quadro 1 — Métodos de analise cromatografica do com

Nota: F.L.T: Faixa linear de trabalho; AS: Agua su
de torneira; AD: Agua destilada; AU: Agua ultrapura

posto clorpirifds. )
perficial; ASB: Agua subterrdnea; AT: Agua
; *2 N&o especificado; (-): Ndo informado.
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Dentre as facilidades dos detectores DAD pode-se citar a capacidade de
analise em todos os comprimentos de onda, a obtencdo de maior qualidade na
verificacdo do composto e a possibilidade de verificagdo da pureza do pico
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009; CALDAS et al., 2011). Ja o acoplamento de
um cromatégrafo com um espectrbmetro de massas, proporciona além das
vantagens supracitadas, a obtencdo de informacgdo estrutural do composto de
interesse, massa molar e aumento da seletividade (VEKEY, 2001).

Mesmo através do emprego de detectores com maior capacidade de analise,
muitas vezes a concentracdo do analito de interesse em amostras reais (dguas
superficiais/subterraneas, alimentos, et¢) € muito baixa, impossibilitando a sua
deteccdo. Nestes casos, torna-se necessaria a aplicacao de técnicas de extracao,
dentre elas as técnicas de extracdo em fase solida, microextracdo em fase solida,
extracdo sortiva em barra magnética e microextracdo liquido-liquido dispersiva,

muito empregadas para determinacao de agrotoxicos (CALDAS et al., 2011).

3.2.2 Validag&do do Método

Para que um meétodo cromatografico seja aceito para a determinacao de
agrotoxicos e outros compostos € necessaria a comprovacdo da qualidade das
medi¢des quimicas, através da comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade do
método realizado. Para tanto, torna-se necessaria a validagdo do método
cromatografico.

Existem diversos guias para validacdo de métodos cromatograficos, os quais
descrevem definicbes, procedimentos, parametros e estratégias de validacdo, em
carater de orientacdo. Dentre estes guias pode se citar o Manual de Garantia de
Qualidade Analitica (MAPA, 2011), o Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos (ANVISA, 2003), o guia Validation of chromatography methods (FDA,
1994), o documento de orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos do
INMETRO (INMETRO, 2011) e dois guias direcionados para validacdo de métodos
analiticos para agrotoxicos: o Manual de residuos de pesticidas em alimentos da
GARP e a Guidelines on good laboratory practice in pesticides residue analysis
(CODEX ALIMENTARIUS, 2010).
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De acordo com o Guia Anvisa para Qualidade em Quimica Analitica
(ANVISA, 2005), validagdo do método séo verificacdes realizadas a fim de garantir
que as caracteristicas de desempenho de um método sejam atendidas e para
demonstrar que o método € adequado a finalidade proposta.

Os principais parametros para validacdo do método séo: seletividade, faixa
de medicdo ou faixa linear de trabalho, exatiddo, precisdo, linearidade, limite de
deteccéo, limite de quantificacdo e robustez (RIBANI et al., 2004).

3.221 Seletividade

Segundo Ribani et al. (2004) a seletividade do método € a capacidade de
avaliar a presenca de um analito em meio a uma amostra complexa, sem que haja
equivocos na sua determinacdo. Este parametro pode ser obtido através da
comparacao da matriz sem o analito de interesse e a matriz com o analito, sendo
que no segundo caso nédo pode haver coeluicdo de outras substancias juntamente
com o analito.

Outra forma de obtencao deste parametro é pela detec¢do e comparacdo do
pico do composto com o pico de um padréo. A terceira forma de obtencéo é através
da comparacédo de duas curvas, uma contendo o padrao e outra ndo. Neste caso, as
duas curvas devem ser paralelas. Este ultimo método é realizado quando ndo é
possivel obter uma matriz isenta do analito de interesse (RIBANI et al., 2004).

Quando ndo é possivel avaliar interferentes, sugere-se que seja feita a
avaliacdo de diferentes métodos de medicdo do analito ou avaliada variagcdes nas
condi¢bes instrumentais (INMETRO, 2011).

3.2.2.2 Limite de deteccéo (LD)

E a menor concentracdo de um determinado analito que pode ser detectado
pelo método (INMETRO, 2011). Sua determinacdo € realizada principalmente

através de dados da curva analitica, dado pela equacao LD =3,3 x s/S, onde s € a
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estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo da reta e S € o

coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

3.2.2.3 Limite de quantificagao (LQ)

E a menor concentracido do analito que pode ser quantificada com um nivel
de incerteza aceitavel (ANVISA, 2005). Sua determinacdo pode ser realizada
utiizando os mesmos critérios para determinacdo do LD, porém assumindo o limite
como sendo 10 desvios padrdo (RIBANI et al., 2004) ou pelo método visual pela
relacdo sinal-ruido. Porém, para métodos cromatograficos onde o LQ e o LD podem
ser afetados pelo método, a melhor forma de determinar o LQ € através dos

parametros da curva analitica.

3.2.2.4 Faixa Linear de Trabalho

A faixa linear de trabalho (FLT) é a faixa de concentra¢c6es de um analito no
qual o método pode ser aplicado, dentro de uma faixa admissivel de incerteza
(ANVISA, 2005; INMETRO, 2011). Sua determinacdo € realizada através da
plotagem de uma curva de calibracdo calculada através de regressédo linear pelo
método dos minimos quadrados, com minimo de 5 niveis de concentracéo diferentes
(ANVISA, 2005).

O limite inferior da FLT é definido de acordo com o limite de quantificacdo
definido para o respectivo método e o limite superior depende do sistema de
resposta do equipamento de medi¢cédo (INMETRO, 2011).
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3.2.25 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método em fornecer resultados
condizentes com a concentracdo de um analito, dentro de uma faixa de aplicacéo
(RIBANI et al., 2004). A linearidade pode ser avaliada através dos coeficientes de
regressao linear a e b e pelo coeficiente de correlacdo r, obtidos da equacdo da
regressao linear (com minimo de 5 niveis de concentracdo) (ANVISA, 2003).

O critério para aceitacdo da linearidade varia de acordo com o guia de
validacdo. Sugere-se que seja avaliada a existéncia de outliers (dados discrepantes)
antes da verificacdo da linearidade. ApGs esta verificacao, é definido o r (coeficiente
de correlacdo) da reta, a partir dos minimos quadrados. O valor de r aceito deve ser
maior que 0,99 de acordo com a ANVISA (2003) e acima de 0,995 conforme

orientado no Manual de garantia de qualidade analitica (MAPA, 2011).

3.2.2.6 Precisao

E a estimativa da dispersio de resultados entre ensaios independentes em
condicbes definidas (MAPA, 2011). A precisdo pode ser expressa através de
ensaios de repetitividade, da precisao intermediaria ou da reprodutibilidade, sendo
geralmente expressas pelo desvio padrdao e coeficiente de variagcédo
(CV %) (FDA, 1994; INMETRO, 2011), calculados conforme apresentado no Quadro
2.

Célculo Descrigdo
X € a média aritmética do nimero de medicdes

Y (x - %)? x; € o valor individual de uma medigdo
— ! Z - LN
S= n-1 n € o numero de medic¢des

S é a estimativa do desvio padréo
X é a média aritmética do nimero de medicdes
x100 s é o0 desvio padrdo da amostra
CV é o coeficiente de variacédo

Cv=

Xl »n

Quadro 2 — Determinagéo de precisdo do método
Fonte: Adaptado de RIBANI et al. (2004).
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A repetitividade pode ser avaliada através da andlise de amostras em varias
concentragcbes dentro da FLT, sendo o numero de replicatas para cada nivel de
concentracdo definido de acordo com a rotina laboratorial (INMETRO, 2011). A
precisao intermediaria refere-se a precisdo avaliada sob condi¢cbes onde ha variacao
de analista, equipamentos ou tempos e a reprodutibilidade é avaliada através de
comparacoes inter-laboratoriais.

A ANVISA (2003) sugere a avaliacdo de varias medidas efetuadas em trés
niveis de concentracdo, em triplicata, dentro do intervalo linear definido para o
método analitico, sendo elas de baixa, média e alta concentragdo. Em condi¢fes de
repetitividade, o CV deve ser <15% de acordo com a ANVISA (2003) e <20% de
acordo com Ribani et al. (2004) e MAPA (2011) para analises de amostras em

baixas concentragdes.

3.2.2.7 Exatidao

E o grau de concordancia entre o resultado medido e um valor considerado
verdadeiro. A exatidao sera expressa através da relacdo entre a concentracdo media
determinada pela analise das concentracdes e a concentracao tedrica e pode ser
avaliada através de materiais de referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de
recuperacéo e adicdo de padrao (RIBANI et al., 2004).

De acordo com a ANVISA (2003), a exatidao deve ser determinada atraves
da analise de trés concentracdes, em triplicata, dentro do intervalo linear definido
para 0 método analitico. A exatiddo serd expressa atraveés da relacdo entre a
concentracdo média determinada pela andlise das concentracdes e a concentracédo
tedrica. O mesmo procedimento é descrito no Manual de garantia de qualidade
analitica (MAPA, 2011) e no documento de Orientacdo sobre validacdo de métodos
analiticos (INMETRO, 2011).

Os valores obtidos de exatiddo devem estar entre o intervalo de 70 a 120%
(RIBANI et al., 2004) desde que a precisdo nado ultrapasse 20%. Ja pela norma da
Anvisa (ANVISA, 2003), a exatiddao ndo deve exceder 15%, exceto pelo limite de

quantificacdo que pode exceder 20%.
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3.2.2.8 Robustez

E determinada variando-se procedimentos/parametros que podem ter ou ndo
influéncia sobre o desempenho do método (ANVISA, 2005), como exemplo a
variacdo do solvente organico, da temperatura, do tempo de extracdo, vazao, etc.
Considera-se que um método € robusto quando as variacdes do método nédo afetam
o mesmo (RIBANI et al., 2004).

3.3 PROCESSOS DE DEGRADACAO APLICADOS AO ORGANOFOSFORADO
CLORPIRIFOS

Os agrotoxicos sdo, em geral, compostos recalcitrantes, e em sua maioria
sao dificilmente degradados em sistemas bioldégicos convencionais de tratamento
(reatores aerbébios e anaerébios, lodos ativados, entre outros), devido a sua
toxicidade.

Esses compostos podem ser encontrados no ambiente em concentracdes
muito baixas, tais como os organofosforados metolaclor, clorfenvinfos e clorpirifés,
detectados em concentracbes de 9 a 312 ng L™ na &gua do rio Ebro (Espanha)
(GOMEZ et al., 2012).

Os compostos organofosforados sdo considerados menos persistentes que
os organoclorados, contudo h& formagdo de subprodutos mais téxicos que o
composto inicial durante a sua degradagdo, os quais inibem o0s processos
convencionais de tratamento (USEPA, 2005). Sendo assim, 0s principais processos
estudados na degradacéo de agrotoxicos organofosforados verificados em trabalhos
recentes, incluindo o CP, sdo 0s processos hioldgicos enzimaticos e 0S processos
avancados de oxidacao (do inglés Advanced Oxidation Processes - AOPS).

Em relacdo ao tratamento enzimatico, sabe-se que a degradacdo dos
organofosforados ocorre por meio de oxidacdo e hidrélise, sendo as principais

enzimas envolvidas as fosfotriesterases e carboxilesterases (SILVA, 2013).
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Os AOP assistidos por radiagcdo UV tém sido estudados para o tratamento

de organofosforados, pois possibilitam a formacédo de radicais hidroxila com alto

potencial de oxidacdo no meio reacional (WU; LINDEN, 2010).

Alguns trabalhos publicados entre 2007 e 2016 sao apresentados no Quadro

3, referente ao tratamento de CP via processos enzimaticos e AOP em meio liquido.

Conc.

Tempo de

Avaliacédo

Tratamento (mg L) Resultado reacio toxicidade Autor (es)
Degradacao
microbiana 20 Degradacao total de 100 2 dias ) Li; He; Li
(Sphingomonas mg L™* (2007)
sp.)
Radiacao . [ aco . Zhang et al.
ultrasonica 2 Degradacao de até 85% |60 minutos - (2011)
: Eficiéncia de degradacgéo
UV/ TiO, até 80% -
N Eficiéncia de degradacao 120 Muhamad
Vis/ TiO, 5 acima de 50% minutos ) (2010)
. Eficiéncia de degradacgéo
solar/ TiO, acima de 50% )
A . . Vibrio Femia et al.
0,
UV/H,0, 15 Eficiéncia superior a 90% |50 minutos fischeri (2013)
Eficiéncia de 39,5% e
0, A 1
Radiacéo solar 20 51’95/0, em agua destilada 12 dias -
e agua de lagoa,
respectivamente
5 Degradacdo total do ) ) Hossain et al.
composto (2013)
o Degradacéao de ) )
Radiagdo gama 10 aproximadamente 70%
20 Degradacéao de ) )
aproximadamente 65%
Biodegradacéao Abraham;
(Sphingobacteriumsp. | 300 Degradacéo total 12 horas - Silambarasan
JAS3) (2013)
Radiacdo gama | 0,2a 1 |Degradacao superior a 80% - - Isnzgglzt) al.
Sivagami;
: ~ . Krishna;
0 - L}
Solar/ TiO, 10 Degradacéo superior a 80%| 5horas Swaminathan
(2014)
UVv/ TiO, 10 Degradacéao superior a 95% | 60 minutos - Amaélzrgjl;t_)?us
microbians Khalic
150 Degradacao total 4 dias - Hashmi; Khan
Pseudomonas
_ ! (2016)
kilonensis

Quadro 3 - Publicacdes referentes a processos de re
meio liquido (periodo entre 2007 e 2016).

Nota: Conc.: Concentracao; (-): dado nao informado/

mocéao e degradacdo do clorpirifés em

nao realizado.
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Os processos de degradagdo e remocdo de CP em meio liquido, pelos
processos enzimaticos ou AOPs, apresentaram consideravel eficiéncia de
tratamento (>50%). Contudo, ressalta-se que apenas a avaliacdo da concentracao
apos o tratamento ndo garante uma correta avaliacdo da eficiéncia do processo,
uma vez que apos o tratamento, pode haver aumento da ecotoxicidade devido a
geracdo de subprodutos de degradacdo mais toxicos.

Na literatura, poucos trabalhos avaliaram a ecotoxicidade do CP apds algum
tipo de tratamento, sendo que 0s mais recentes avaliaram a toxicidade através de
testes com biomarcador enzimatico e com a bactéria Vibrio ginghaiensis sp (KRALJ;
FRANKO; TREBSE, 2007; ZHANG et al., 2011) apos degradacao por radiacdo UVC
e por ultrasson.

De acordo com os trabalhos relacionados no Quadro 3, apenas um avaliou a
ecotoxicidade apds o processo de tratamento do CP, sendo este trabalho realizado

com apenas um organismo teste, a bactéria Vibrio fischeri.

3.3.1 Processos Avancados de Oxidacao

Os Processos Avancados de Oxidagdo baseiam-se na geracao in situ de
espécies extremamente reativas, com destaque aos radicais hidroxilas ((OH). Estes
processos tém atraido interesse pela potencialidade nos mesmos na degradacéo de
compostos refratarios e compostos organicos persistentes, como 0s agrotéxicos,
devido a oxidacéo e possivel mineralizacdo da matéria organica (BADAWY; GHALY;
GAD-ALLAH, 2005).

A geracdo de radicais hidroxila pode ser obtida através de reacOes
eletroquimicas, fotoquimicas e por catélise homogénea e heterogénea (KLAMERTH
et al., 2010) e seu poder de oxidacéo é grande (¢° = 2,8 V), quando comparado com
outros oxidantes (Tabela 2). Dentre as reacdes que geram estes radicais, a mais
comum é a reacdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) sobre radiacdo ultravioleta

(LOURES et al., 2013), na qual sédo formadas duas moléculas de radicais hidroxila.
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Tabela 2 - Potenciais redox de alguns agentes oxida ntes

_ Potencial de oxidacdo €, V,
Agente oxidante

25°C

Flaor 3,03

Radical hidroxila 2,80
Oxigénio atdmico 2,42
Ozbnio 2,07
Peréxido de hidrogénio (H,0,) 1,78
Radical perhidroxil (HO,) 1,70
Diéxido de cloro 1,57
Acido hipocloroso 1,49
Cloro 1,36

Bromo 1,09

lodo 0,54

Fonte: LOURES et al.(2013).

Trés mecanismos principais podem degradar os compostos de interesse
através da formacéo de radicais hidroxila: abstracdo de hidrogénio (Equacao 1),
transferéncia de elétrons (Equacgéo 2) ou adi¢éo radicalar (Equacédo 3) (LOURES et
al.,, 2013). Dessa forma, ha formacédo de espécies instaveis que tendem a se

fragmentar até a sua completa mineralizacéo.

R +HO - R+H,0 (1)
R+HO — R+ OH (2)

H 3)

I OH

=~ 4 HO —

Os processos avancados de oxidacdo podem ocorrer em dois principais
meios: homogéneo e heterogéneo. Em meio homogéneo ha o uso de geradores de
radicais livres, tais como perdoxido de hidrogénio, ozbnio, sulfato ferroso, etc. Em
meio heterogéneo ha a predominancia do uso de semicondutores como o dioxido de
titdnio (TiOy).

Os processos podem ainda ser assistidos por radiacdo ultravioleta ou visivel,
artificial ou solar, conforme apresentado no Quadro 4.



Sistema

Com radiacao

Sem radiacao

Homogéneo

0,/UV
H,0,/UV
H,0,/03/UV
Feixe de elétrons
Ultrassom
H,O,/ultrassom

UV/ultrassom

04/H,0,
04/'OH
H,0,/Fe* (Fenton)
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H,0,/Fe**/UV (Foto-fenton)
Foto-elétro-fenton
V-UV (A<190 nm)

y-radiolise
Sc/O5/UV
Sc/H,0,/UV
Heterogéneo Sc/Uv

Eletro-Fenton
Fotoeletroquimico
Ferro suportado/H,0,/UV (foto-Fenton)

Quadro 4 — Sistemas utilizados para geracdo de radi  cais hidroxilaem AOP.

Fonte: Adaptado de HUANG; DONG; TANG (1993); LOURES et al.(2013);
ANTONOPOULOU et al. (2014).

Nota: Sc: semicondutor.

A radiagdo ultravioleta empregada nos processos avancados de oxidagéo é
dividida em UV-A (de 320-400 nm), UV-B (de 280-320 nm) e UV-C (de 200-280 nm).
A radiacdo pode ser obtida por diversos tipos de lampadas (MISRA, 2015).

Embora os AOP tenham sido classificados como tratamentos caros, 0 custo
poderia ser minimizado e otimizado através de metodologias para reciclagem do
catalisador, aplicacdo de processos de tratamento integrados e a utilizagcdo de
energias renovaveis, tal como a radiacao solar (SHAWAQFEH; MOMANI, 2010). O
Quadro 5 apresenta as vantagens e desvantagens dos AOP.
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Vantagens

Desvantagens

Podem  proporcionar a completa
mineralizagdo dos poluentes;

Utilizados para a destruicdo de
compostos refratarios resistentes a outros
tratamentos, tais como biolégico;

Permite a conversdao de compostos

recalcitrantes e refratarios em compostos

Alguns processos ainda ndo sao aplicaveis a
escalas comerciais e industriais;
Ha

concentracfes de contaminante;

restricdes guando em grandes
Pode ser necessario o controle da concentracéo
do composto oxidante e do pH, durante e poés-

tratamento e destino final do residuo gerado.

biodegradaveis;

Possui forte poder oxidante;

A formacdo de subprodutos pode ser
minimizado se quantidades otimizadas de

reagentes sdo empregados.

Quadro 5 — Principais vantagens e desvantagens de p
Fonte: LOURES et al. (2013).

rocessos avancados de oxidacéo.

425 Processo UV/H,0O,

Estudos recentes tém sido desenvolvidos para aplicagdo do processo
UV/H,0, no tratamento de contaminantes emergentes, tais como agrotoxicos e
farmacos (DE LA CRUZ et al., 2013; FEMIA et al., 2013; ANTONIOU; ANDERSEN,
2014).

Este processo torna-se vantajoso em relagdo a outros processos, pois 0
H,O, é um oxidante facilmente encontrado no mercado, de facil manuseio e
completamente miscivel em agua.

O mecanismo caracteriza-se pela clivagem homolitica de uma molécula de
peroxido de hidrogénio, formando dois radicais hidroxila, conforme equacdo 4.
Devido ao alto poder de oxidacdo do radical hidroxila gerado, a matéria organica é
oxidada gerando mais radicais organicos (Equacdo 5), os quais podem formar
novamente radicais hidroxila (Equagdo 6) ou prosseguir com as reagfes até que
haja a mineralizagdo da matéria organica em CO,, H,O e ions inorganicos
(MARTINS, 2013).
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h .
H,0, - 2 HO ()
RH+HO - H,0+R’ (5)
R +H,0, —» ROH + HO' (6)

A eficiéncia da reacdo UV/H,O, deve ser avaliada quanto a radiagcédo
incidente, pois a fotolise completa do peroxido de hidrogénio ocorre em
comprimentos de onda inferiores a 280 nm (UVC), principalmente em 254 nm. Dessa
forma, em comprimentos de onda superiores, ndo ocorre formacéo significativa de
radicais hidroxila, comprometendo o processo de tratamento (MOMANI; SANS;
ESPUGLAS, 2003).

Além da incidéncia de radiacdo UV deve-se considerar o excesso de
peréxido de hidrogénio no meio reacional, pois elevadas concentracbes de H,O,
podem ocasionar uma reacdo de recombinacdo entre as moléculas de peroxido e de
radical hidroxila formado no meio, conforme apresentado na equacédo 7
(GUIMARAES et al., 2008).

H,0, + HO® — H,0 + HO; (7)

Para o fornecimento de radiacdo nos comprimentos de onda especificados,
podem ser utilizadas lampadas de xenonio, as quais emitem radiagdo num intervalo
de 210-240 nm. Porém, devido ao custo elevado, sdo usualmente empregadas
lampadas de mercurio, que apresentam intensidade maxima em 254 nm (DE LA
CRUZ et al., 2013).

O processo UV/H;O, foi inicialmente proposto para degradacdo de
agrotoxicos em meados dos anos 2000. Um dos primeiros trabalhos publicados foi
realizado por CHU (2000) para degradacdo do composto 2,4-D. Através deste
estudo, foi possivel verificar a dependéncia da taxa de degradacdo em relacédo ao
pH, sendo verificadas maiores eficiéncias em pH extremos, nao préximos a
neutralidade. Valores de pH muito baixos possibilitaram maior decomposi¢cdo do
peréxido de hidrogénio, reduzindo a eficiéncia do processo de degradacao.

O experimento realizado por Chu obteve ainda resultados melhores com o

aumento da proporcdo de perdéxido em relacdo a concentracdo do analito, em pH
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neutro, sendo uma relacdo H,0,/2,4-D igual a 12,5 a que apresentou o melhor
resultado de degradacéo (CHU, 2000).

Em relacdo ao CP, maior eficiéncia na degradacdo deste agrotoxico tambéem
foi verificada quando maiores proporcdes de peroxido (relagdo H,O,/CP maior que

8) foram utilizadas, em pH natural, em trabalho realizado por Femia et al. (2013).

3.4 ECOTOXICIDADE APLICADA AO TRATAMENTO DE AGUA E EFLUENTES

A ecotoxicologia € uma vertente da toxicologia e diferencia-se desta no
sentido de que integra os conceitos de ecologia aos estudos de toxicidade, ou seja,
€ a ciéncia que estuda os efeitos adversos das substancias naturais ou sintéticas e
efluentes industriais sobre os organismos vivos, quando liberadas no meio ambiente
(AZEVEDO; CHASIN, 2003; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

De acordo com Knie e Lopes (2004), a analise ecotoxicolégica tem a
finalidade de verificar se as substancias quimicas sao nocivas e em qual grandeza,
como e onde se manifestam seus efeitos.

O estudo toxicoldgico de efluentes, pré e pos-tratamento, € uma ferramenta
para a determinacdo de efeitos deletérios de agentes quimicos sobre o meio
ambiente, possibilitando a verificacdo das caracteristicas ecotoxicologicas de
substancias quimicas, mecanismos de acao sobre organismos vivos, definicdo de
diretrizes para controle da qualidade de efluentes e avaliagdo da eficiéncia de
processos de tratamento (KNIE; LOPES, 2004; AREZON; NETO; GERBER, 2011,
RI1ZZO, 2011).

A toxicidade de agentes quimicos em organismos vivos é definida por
ensaios ecotoxicoldgicos, a fim de avaliar o impacto dos poluentes nos organismos
de interesse. Em ensaios laboratoriais, 0s organismos testes sdo expostos a varias
concentracfes da amostra teste (substancia quimica ou efluente) por determinados
periodos de tempo. Dessa forma, € possivel averiguar parametros bioldgicos como
mortalidade, crescimento, comportamento e reproducao.

Os ensaios de toxicidade podem ser realizados com organismos testes em

diferentes niveis tréficos: organismos produtores (ex: algas), consumidores primarios
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(ex: microcrustaceos), consumidores secundarios (ex: peixes) e decompositores (ex:
bactérias) (AREZON; PEREIRA NETO; GERBER, 2011).

Devido a possibilidade de formacédo de compostos mais toxicos durante os
processos de tratamento, € indicado que a eficiéncia de processos de tratamento,
dentre eles os AOP, seja avaliada através de testes de ecotoxicidade (KRALJ;
TREBSE; FRANKO, 2007; RIZZO, 2011).

3.4.1 Ecotoxicidade do Clorpirifés

Compostos organofosforados sao inibidores da enzima AChE. O modo de
inibicdo enzimatica € considerado irreversivel, uma vez que a enzima
acetilcolinesterase se torna fosforilada apdés a reacdo com organofosforados,
impedindo a transmissdo de impulsos nervosos em algumas fibras do sistema
nervoso, a transmissao neuro-humoral do nervo motor estriado e na transmisséo de
algumas sinapses interneurais do sistema nervoso central (AZEVEDO; CHASIN,
2003; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

A interferéncia na atividade da acetilcolinesterase foi comprovada para o CP
através de testes em diferentes organismos, tais como Acanthochromis
polyacanthus (peixe), Daphnia carinata (crustaceo), Biomphalaria glabrata
(molusco), Lumbriculus variegatus (anelideo), Paratya australiensis (artropode) e
Vibrio ginghaiensis sp (bactéria) (ZHANG et al., 2011; BOTTE et al., 2012;
RIVADENEIRA et al., 2013).

Além da interferéncia na acetilcolinesterase, muitos estudos comprovaram a
toxicicidade aguda do CP em organismos de diferentes niveis tréficos. De acordo
com artigo de revisao realizado por John e Shaike (2015), o CP pode causar efeito
inibitério na germinacdo de Pinus halepensis, Lolium multiflorum, leguminosas,
cereais e outras plantas, bem como a interferéncia no crescimento e na biomassa
das raizes.

Estudos empregando  microcrustaceos tém sido desenvolvidos
principalmente com Daphnia sp. Caceres et al. (2007) estudaram a toxicidade aguda
do CP em D. carinata, obtendo uma CEs de 0,24 pg L. Outras CEs, obtidas foram
de 0,50 pg L™ para D. carinata (ZALIZNIAK; NUGEGODA, 2005), 0,19 pg L™ para D.
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magna (KIKUCHIC; SASAKI; WAKABAYASHI, 2000) e 0,16 pg Lt para D. magha
(OMS, 2009).

A toxicidade crénica de CP frente a D. carinata também foi avaliada por
Zalizniak e Nugegoda (2005). Os resultados indicaram que a exposi¢cao prolongada
a 0,005 pg L™ de CP interferiu negativamente na reproducdo dos organismos até a
terceira geracao.

Em outros organismos aquaticos, foi constatada acao estrogénica de CP em
peixes, com o0 desenvolvimento de caracteristicas femininas, alteracdes no
desenvolvimento embrionario e apoptose celular (YU et al., 2015). Danos ao DNA,
especificamente em células sanguineas de peixe (Channa punctatus) e de girinos
(Bufo bufo gargarizans) foram relatados por Ali et al. (2009) e Yin et al. (2009),
respectivamente.

Em mamiferos, como ratos e até mesmo humanos, o CP pode causar efeitos
de inibicdo da mitose, inducdo da apoptose e alteragdo de atividades neuroldgicas,
podendo causar efeitos genotoxicos e mutagénicos (JOHN; SHAIKE, 2015).
Alteracbes enzimaticas e canceres (no sangue, no cérebro, no reto e no pulmao)
também foram relatados (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013; MULLER et al., 2014).

Os efeitos causados pela exposicdo de organismos aos metabolitos do CP
também foram observados (CACERES et al., 2007; ZHANG et al., 2011). O
metabdlito CPO é reconhecidamente mais toxico que o CP. Em estudo realizado
com o vertebrado Rana boylii (rd), foi avaliada a mortalidade dos organismos
expostos a diferentes concentracdes de CP e de CPO.

Para CP foram testadas concentracdes variando de 0,5 a 55 mg L™,
engquanto que para CPO foram testadas concentracfes de 0,005 a 0,04 mg L. Para
o CP foi observada mortalidade em todas as concentracdes acima de 0,5 mg L™,
contudo, para seu metabélito a concentracdo de 0,005 mg L™ causou mortalidade
em 100% dos organismos, comprovando o maior efeito toxico do mesmo
(SPARLING; FELLERS, 2006).

A toxicidade do CP e de seus metabdlitos pode variar ainda em relacéo a
concentracdo de ions inorganicos e matéria organica, conforme demonstrado no
estudo de Caceres et al. (2007) com microcrustaceos. Amostras liquidas com maior
e menor concentracdo de ions inorganicos e matéria organica (agua natural de rio e
agua de cultivo, respectivamente) foram contaminadas com CP e com TCP para

testes com D. carinata. Os resultados indicaram menor toxicidade em agua natural
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de rio (0,30 pg L™ para 0,24 pg L™ em agua de cultivo), sendo que o composto TCP
ndo apresentou toxicidade até concentracdes de 2 ug L™.

Todos estes estudos foram realizados com amostras de agrotoxico e seus
metabalitos puros (padrdo de agrotdéxico ou composto comercial), a fim de verificar a
ecotoxicidade individual dos compostos. Porém, pouco se discute a respeito da
ecotoxicidade do CP e seus metabdlitos durante e apds o tratamento. Pelo que se
tem conhecimento até o presente estudo, apenas um trabalho avaliou a toxicidade
apos o tratamento por AOP, sendo utilizado como organismo teste Vibrio fischeri
(FEMIA et al. 2013).

Embora muitos trabalhos de tratamento do CP por processos de oxida¢do ou
processos biolégicos indiquem o0s possiveis subprodutos gerados durante o
tratamento, ndo se sabe ao certo, quais outros compostos toxicos além do CPO e do
TCP podem ser gerados pelos AOP.

Femia et al. (2013) comprovou que a toxicidade do CP pode variar durante o
processo de degradacdo. Apds tratamento por processo UV/H,O, verificou-se o
aumento da toxicidade do CP para V. fischeri ap6s 40 minutos de tratamento,
decrescendo rapidamente até 180 minutos. Ao final do tratamento, observou-se
reducdo de aproximadamente 90% da toxicidade do composto.

Dessa forma, percebe-se que, embora muitos tratamentos aplicados ao CP
indiguem a formacdo de subprodutos mais toxicos, processos avancados de
oxidacdo podem reduzir efetivamente a sua toxicidade.

Embora estudos ecotoxicolégicos com o CP tenham sido desenvolvidos
principalmente com algas, microcrustaceos e vertebrados, outros organismos devem
ser empregados, a fim de possibilitar uma avaliagdo mais ampla dos seus efeitos,

principalmente apds o tratamento por AOP.

3.4.2 Ecotoxicidade com Daphnia magna

Daphnia sp. € um microcrustaceo de agua doce, pertencente a ordem
Cladocera. As espécies do género Daphnia sao encontradas facilmente em regides

tropicais e até mesmo articas, existindo em torno de 50 espécies (FAO, 1996).
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Em condicbes favoraveis de temperatura e alimentacédo, estes organismos
se reproduzem por partenogénese, gerando organismos fémeas geneticamente
idénticas, tornando-se ideais para ensaios ecotoxicolégicos devido a baixa
variabilidade genética (FREAR; BOYD, 1967).

Testes com Daphnia sp. sado normalizados e padronizados
internacionalmente pela OECD (Teste n° 202: Daphnia sp. Acute Immobilization
Test, 2004) e pela ISO (ISO 6341:2012 - Determination of the inhibition of the
mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) - Acute toxicity test) e no
Brasil pela NBR 12.713 (ABNT, 2009). Dentre as espécies do género, D. magna
(Straus, 1820) € a mais empregada em ensaios ecotoxicologicos para uma variada

gama de compostos (Figura 3).

aquarium-kosmos.de

Figura 3 — Daphnia magna (Straus, 1820)
Fonte: http://www.aquarium-kosmos.de/inhalt/57 (201 5).
Nota: Aumento de 400x.

Alguns estudos empregaram Daphnia magna como organismo teste em
ensaios com solucdes de CP. Dentre eles, Zalizniak e Nugegoda (2006) expuseram
trés geracdes de Daphnia magna em solucdes de CP (Pestanal, >96% de pureza).
Os resultados indicaram que, mesmo em concentra¢cdes muito baixas de CP (0,01
ug L), a exposicdo continua ao contaminante resultou em efeitos negativos na
reproducdo dos organismos, afetando o nimero de filhotes e o tempo de eclosdo em
todas as geracoes analisadas.
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3.4.3 Ecotoxicidade com Aedes aegypti

Aedes aegypti, pertencente a familia Culicidade, € um inseto originario da
Africa e atualmente encontrado nas areas dos trépicos em todo o mundo (BOSIRE
et al.,, 2014). Este inseto é conhecido principalmente por ser o vetor da dengue,
febre Chikungunya e virus Zika.

O ciclo de vida do A. aegypti é caracterizado pelas fases de larva (Figura 4),
pulpa e inseto. No ciclo larval, a larva passa por quatro estadios (fase intermediaria
ou intervalo entre duas mudas da larva), seguida da pulpa, ambos em meio aquéatico
(BAR; ANDREW, 2013).

! larvade !
1 lerceiro
| estadio

]

Figura 4 — Larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
Fonte: Adaptado de http://chc.cienciahoje.uol.
com.br/dengue-a-batalha-contra-os-pernilongos/ (201  6)
Nota: Aumento de 400x.

Estudos da atividade larvicida de diferentes compostos em A. aegypti tém
sido realizados, sendo eles produtos naturais (6leos e extratos) (PORTO et al., 2008;
HERNANDEZ-MORALES et al., 2015) ou agrotéxicos (GARZON et al., 2015;
ROCHA et al., 2015).
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Até o momento, ndo foram relatados trabalhos que empregaram larvas deste
organismo com a finalidade de avaliacdo de efeitos ecotoxicolégicos, nem mesmo
existem protocolos que normalizem ensaios com larvas para este fim.

Contudo, a OMS apresenta um protocolo com instru¢des para determinagéo
da suscetibilidade ou resisténcia da larva do mosquito a inseticidas (OMS, 1981),
sendo este documento referéncia para ensaios com larvas de mosquitos. Como
medida de seguranca, estudos com larvas de A. aegypti sdo realizados com ovos
nao contaminados com o virus da dengue, cultivados somente em laboratérios, ndo

atingindo a fase adulta.

3.4.4 Ecotoxicidade e Genotoxicidade com Danio rerio

Danio rerio, conhecido no Brasil como paulistinha, € um peixe tropical de
agua doce, pertencente a familia Cyprinidae e ordem Teleostei. Este peixe (Figura 5)
€ um dos modelos mais utilizados em ensaios bioldgicos com vertebrados (ISO,

2007) e internacionalmente recomendado como organismo teste pela OECD (2016).

Figura 5 — Danio rerio (Hamilton, 1822)
Fonte: Fishbase (2015).

O seu uso como organismo teste € justificado pelo facil manuseio, tamanho

pequeno da larva e do organismo adulto proporcionando reducdo dos custos dos
experimentos, facilidade em se trabalhar com a fase embrionaria, grande potencial
de reproducéo e similaridade genética com seres humanos (mais de 80%), o que
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permite a correlacdo dos dados obtidos (OLIVER et al.,, 2011; KRISHNARAJ;
HARPER; YUN, 2016).

Inimeros trabalhos de ecotoxicologia tém sido desenvolvidos com D. rerio,
tanto com organismos no estagio larval e embrionario quanto no estagio adulto.
Trabalhos nesta area tém avaliado desde diferentes compostos quimicos até
nanoparticulas (KRISHNARAJ; HARPER; YUN, 2016), agrotéxicos (JIN et al., 2011),
aromaticos (LACHNER; OLIVEIRA; MARTINEZ, 2015), metais (ADEYEMI;
MARTINS-JUNIOR; BARBOSA JUNIOR, 2015) e drogas medicinais (KOVACS et al.,
2014).

Diferentes parametros podem ser avaliados através de ensaios
ecotoxicolégicos com D. rerio: genotoxicidade (com amostras de sangue, figado,
gbnadas, branquias), toxicidade aguda e cronica, alteragbes morfologicas,
bioquimicas e outros (DOMINGUES et al.,, 2010; CHENG; EKKER; CHAN, 2015;
ROCCO et al., 2015).

A genotoxicidade em peixes € um dos parametros que tem sido mais
estudado atualmente, a fim de verificar o potencial genotéxico de compostos
quimicos sobre os genes de animais aquaticos em concentracbes sub-letais
(ARALDI et al., 2015).

Dentre os testes mais empregados para a avaliacdo do efeito genotoéxico in
Vivo, 0 ensaio cometa tem sido muito aplicado devido a possibilidade de detectar
rupturas do DNA com maior sensibilidade do que outros métodos (KIM et al., 2013) e
por ser um teste robusto (ARALDI et al., 2015). O ensaio cometa geralmente é
realizado em condic¢des controladas de laboratério apds ensaios de toxicidade aguda
(BONY et al., 2008).

3441 Ensaio cometa

Dentre todos os testes de genotoxicidade existentes, o ensaio cometa é
reconhecidamente o de maior sensibilidade e confiabilidade estatistica para se
avaliar danos ao DNA. Este ensaio permite detectar quebras no DNA devido a
migracdo de seus segmentos, resultando em imagens similares aos cometas
(ARALDI et al.,2015).
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Este ensaio possibilita a avaliagdo da genotoxicidade em tecidos que entram
em contato direto com o contaminante/substancia ou que possam té-lo absorvido,
distribuido, metabolizado ou excretado. Muitas técnicas foram desenvolvidas para a
realizacdo do ensaio cometa, sendo elas o método acido, o alcalino e o neutro,
baseados no pH da solucao de eletroforese (ARALDI et al., 2015).

O método alcalino permite avaliar a quebra do DNA de cadeias simples, bem
como pares alcalinos instaveis do DNA e efeito de cross linking (quando um agente
exdgeno ou enddégeno reage com unidades do DNA) (JHA, 2008).

Esta técnica permite avaliar danos em diferentes tipos de células (hemdcitos,
células do intestino, neuroblastos, espermatdcitos, entre outros) de diferentes
organismos vivos (JHA, 2008; AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016).

Outra facilidade do ensaio cometa € a possibilidade de avaliar efeitos
individuais ou sinérgicos entre mais de uma substdncia e a capacidade de
depuracdo do organismo vivo. Ali et al. (2009) realizaram ensaio cometa com
amostras de sangue de Channa punctatus para avaliacdo do efeito genotdxico do
clorpirifés. Os resultados dos ensaios demonstraram um aumento gradativo do dano
genético até o 5° dia de exposi¢ao e a reducdo do dano a partir do 7° dia, em ambas
as concentracdes testadas (203, 102 e 68 ug L™).

A reducdo do dano pode ser explicada pela capacidade de recuperacao de
células viaveis nos organismos, conforme proposto em trabalho similar realizado por

Bicker, Carvalho e Alves-Gomes (2006).

3.4.5 Fitotoxicidade com Lactuca sativa

Espécies vegetais para cultivo apresentam rapida germinacéo e crescimento
das sementes, o que facilita a verificacao dos efeitos de determinado contaminante,
em um tempo reduzido (GVOZDENAC; INDIC; VUKOVIC, 2013). Por este motivo,
em geral, testes de fitotoxicidade sao realizados com espécies vegetais terrestres.
Em ensaios onde é necessario rdpido desenvolvimento da planta para avaliacdo dos
efeitos de contaminantes na germinagédo das sementes, a alface (Lactuca sativa, da
familia das Dicotiledoneas) é a espécie vegetal mais empregada (BAGUR-

GONZALEZ et al., 2011) e é uma das espécies recomendadas para ensaios com
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plantas pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) no
Guidelines for the testing of chemicals (OECD, 2006).

L. sativa tem sido muito empregada em ensaios de fitotoxicidade com metais
(BAGUR-GONZALEZ et al., 2011; SACRISTAN; RECATALA; ROSSEL, 2015;
DOOLETTE et al., 2015), devido a rapida absorcdo destes compostos. Contudo,
ensaios com L. sativa para o CP e seus metabolitos ainda ndo foram descritos na

literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SOLUCOES DE CLORPIRIFOS

Padrdo analitico do clorpirifés (CP) Pestanal (99,9% de pureza, Sigma-
Aldrich) foi usado para construcédo de curvas analiticas, preparo das solucdes para
fins de tratamento, desenvolvimento das técnicas analiticas de medicdo e nos
ensaios ecotoxicologicos. Para tanto, uma solugédo estoque de CP foi preparada em
acetonitrila (ACN), grau HPLC, na concentracdo de 100 mg L. A mesma foi
armazenada a 4°C na auséncia de luz (vidro ambar).

A partir desta solucéo foram preparadas diariamente as solucdes de trabalho
através de diluicdo em agua de osmose (sistema de osmose reversa Quimis) ou
agua ultrapura (sistema MegaPurity), de modo a conter uma porcentagem de 0,2%
de ACN (v/v), a fim de favorecer a solubilidade do CP.

Acetonitrila e metanol grau HPLC (J.T.Baker) foram usados para o preparo
das solucdes.

Todas as solucdes preparadas para os bioensaios e para fins de tratamento,
bem como as solucdes estoque de CP, foram armazenadas para posterior descarte

de residuos.

4.2 CONTROLE ANALITICO

4.2.1 Analises Cromatograficas

Acetonitrila  (ACN) grau HPLC (J.T Backer), utilizada como solvente
cromatografico, foi filtrada a vacuo em membrana PTFE de 0,45 um de porosidade
(Sartorius Stedim Biotech GmbH) e sonicada em ultrasson (Eco-Sonics) por 15
minutos. A agua ultrapura utilizada na composicao da fase movel foi obtida em um

sistema MegaPurity.
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As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo a liquido
marca Agilent (modelo 1260 Infinity), equipado com os moddulos: detector DAD
(Diode Array Detector) G4212B, injetor automético G1329B e bomba quaternaria
G1311B. Os cromatogramas foram registrados pelo software Chemistation.

Neste trabalho foram utilizadas duas colunas C18, sendo uma empregada
em testes de solubilidade do CP em agua e a outra, adquirida apds estes testes,
utiizada nas etapas de otimizacdo e validagcdo cromatografica, ensaio de
estabilidade e para a deteccdo e quantificacdo do CP em amostras tratadas. A

descricdo das colunas cromatogréficas e alguns parametros de andlise sdo descritos

na Tabela 3.
Tabela 3 — Colunas cromatograficas empregadas nos t estes de solubilidade e na
deteccdo/quantificacao do CP.
Etapa Testes de solubilidade em Otimizacgéao e validagdo cromatogréfica,
agua ensaio de estabilidade e analise de
amostras tratadas
Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 )
_ Poroshell 120 EC-C18 (Agilent)
(Agilent)
Tamanho 4,6 x 250mm; 5 um d.i 4,6 x 150mm; 2,7 pm d.i
Zorbax Eclipse Plus Poroshell SB-C18
Coluna guarda . ]
4,6 x12,5mm; 5 um d.i 2,1 x5mm; 2,7 um d.i
Fase movel ACN:H,0 (90:10) ACN:H,0 (90:10)
Vazao 1,2 ml min™ 0,4 ml min™
Volume de inje¢céo 50 pL 50 pL
Eluicéo Isocratica Isocratica

Para os testes de solubilidade em agua, o método cromatografico foi
determinado em trabalho anterior realizado por Lima (2015). As solucdes de CP
foram preparadas em 100% de agua, sendo testadas diferentes matrizes: agua de
osmose, agua de rio (corrego interno a area da UTFPR), agua mineral e agua de
torneira.

Para otimizacdo e validacdo das analises cromatogréaficas, ensaio de
estabilidade e analise de amostras tratadas, as condigdes cromatogréaficas iniciais de
trabalho foram definidas baseadas em dados da literatura e em trabalho realizado
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por Lima (2015). Os cromatogramas foram registrados em varredura de 190 a 400

nm, em intervalos de 2nm, sendo o cromatograma do CP obtido em 290 nm.

4.2.2 Curva Analitica por Padrédo Externo

As solucdes de calibragcdo foram preparadas em &gua de osmose com
adicao de 0,2% de ACN, em heptaplicata, a partir da solucéo estoque de CP (100
mg L™), de forma independente. As concentragdes da curva foram: 15; 20; 50; 75;
100; 125; 150; 175 e 200 ug L™

Previamente a construgdo da curva analitica, verificou-se a auséncia de
valores de &rea discrepantes para cada nivel de concentragéo, através do teste de
Grubbs (INMETRO, 2011), realizada neste trabalho através do site Graphpad
(www.graphpad.com/quickcalcs). A curva de calibracdo foi obtida por regressao
linear, considerando a relagéo entre as areas dos picos obtidos e as concentragdes

das amostras.

4.2.3 Validacdo do Método Cromatografico

Os parametros de validacdo cromatografica foram avaliados utilizando as
amostras aquosas (0,2% de ACN) de CP, preparadas conforme descrito nos itens
anteriores.

A partir dos dados da curva analitica foi avaliada a linearidade considerando
o coeficiente de correlacdo (r) da equacao da regresséao linear, determinada pelo
método dos minimos quadrados.

A exatiddo e a precisdéo do método foram determinadas apds o
estabelecimento da linearidade e do intervalo linear, sendo verificadas a partir da
determinacao de trés concentracdes diferentes das utilizadas para construcado da
curva analitica: 44,8 pg L™ (CQB), 102,0 pg L™ (CQM) e 160,0 pg L™ (CQA). Cada

concentracéo foi avaliada em triplicata. Para definir as concentragbes das amostras
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foi utilizada como referéncia a Resolugcéo Anvisa RE 899 (ANVISA, 2003), conforme
apresentado:

. Controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB): menor ou igual a
3XLQ;

. Controle de qualidade de média concentragdo (CQM):
aproximadamente a média entre CQB e CQA;

. Controle de qualidade de alta concentragcédo (CQA): 75 a 90% da maior

concentragéo da curva.

A precisdo foi determinada pelo calculo do desvio padrao relativo,
representado pelo coeficiente de variacdo (CV) entre as concentracdes obtidas para
as triplicatas dos controles de qualidade (Equagédo 8). A exatiddo foi determinada
pelo desvio da concentragdo média experimental em relacdo a concentracdo tedrica

(Equacéo 9).

desvio padréo (8)
CV (%) = = ——x100
concentragdo média

concentracao média experimental 9
¢ P <100 ©)

Exatidao (%) = — —
(%) concentracgao teorica

O limite de deteccédo (LD) foi avaliado pela analise das sete curvas de
calibracdo através de parametros da curva analitica, obtida por regressao linear,
conforme equacédo 10. O limite de quantificacdo (LQ) foi avaliado analogamente ao
LD conforme a equacédo 11, sendo S o coeficiente angular e s a estimativa do desvio

padrao do coeficiente linear da curva analitica, ambos obtidos pela regresséo linear.

— S (10)
LD=3,3 XS

LQ=10x§ (11)
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4.2.4 Estabilidade do Clorpirifés em Solugdo Aquosa

Testes de estabilidade de CP em agua de osmose (0,2% de ACN), nas
condi¢cdes de armazenamento, foram realizados durante um periodo de 30 dias.
Uma solucdo de CP foi preparada (concentracdo teérica de 200 pg L™), em
simplificata, sendo a mesma analisada por HPLC-DAD durante o periodo de analise.
Esta amostra foi condicionada em geladeira (a 4°C), sem incidéncia de luz.

Através da regressao linear dos resultados das areas obtidas para o pico
referente ao CP versus tempo (dias), foi obtida a equacdo da reta e através desta

equacdao calculado o tempo de meia vida (t%2).

4.2.5 Peroxido de hidrogénio residual

O peréxido de hidrogénio (H.O,) residual foi avaliado através de
espectrofotometria, conforme adaptacdo da metodologia descrita por Schick,
Strasser e Atabel (1997), onde ha formacdo do complexo peroxotitanio (titanio IV) a
partir da reacdo entre oxalato de titanio e acido sulfarico, o qual absorve em
comprimento de onda de 395nm. Para as analises e construcdo da curva de
calibracao foi utilizado reagente Allper® (Perdxidos Brasil).

As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro (Varian — Cary 50 Bio),
utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho O6ptico. As curvas de
calibracéo foram elaboradas a partir de solucdes de peréxido de hidrogénio em duas

faixas de concentracéo: de 0,10 a10 mg L™ e de 10a50 mg L™

4.3 DEGRADACAO DE SOLUCAO AQUOSA DE CLORPIRIFOS POR RADIACAO
UVC E PROCESSO UV/H,0,

Foi empregado peroxido de hidrogénio (35% m/m) (Perdxidos do Brasil) e
hidroxido de sédio (NaOH 0,1 mol L™?) e &acido cloridrico (HCI 0,1 mol L) para
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correcdo do pH. Para abatimento do perdxido de hidrogénio residual foi utilizada
catalase bovina (Sigma-Aldrich, 4% m/v). O ajuste do pH foi realizado com auxilio de
medidor de pH de bancada (Hanna Instruments).

Os experimentos de degradacdo foram conduzidos em reator de vidro
borossilicato, com capacidade para 250 mL, equipado com sistema de refrigeracao
por agua e agitacdo magnética. A radiagdo artificial UVC foi proporcionada por
lampada de alta pressédo de vapor de mercurio (125W), protegida por um bulbo de
quartzo (Figura 6). A lampada ficou suspensa a 10 cm da solucdo, a fim de
possibilitar o monitoramento da degradacdo do CP. A radiag&o incidente foi medida
através de radidbmetro (Instruterm MRUR-203).

Lampada a vapor de mercurio

C D
;P Bulbo de

quartzo
Saida de agua
h

Entrada de dgua

J\ / —
Agitador magnético

Figura 6 — Esquema e foto de reator fotoquimico de bancada equipado com radiacéo artificial

Para os experimentos de degradacao foram preparadas solu¢cdes aquosas
de CP em agua de osmose (0,2% de ACN), na concentracdo inicial de 200 pg L™ A
concentracdao de H,O, e o pH da solucdo foram definidos com base na literatura
(FEMIA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,, 2014), sendo a concentracdo de H,O,
calculada através da relacdo estequiométrica entre carbono e peréxido de
hidrogénio (LOURES et al., 2013). Neste estudo foi utilizada uma concentragdo de
perdxido de hidrogénio 26,6 vezes maior que a relacdo estequiométrica, equivalente
a uma concentracdo de 12 mg L™,
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A eficiéncia dos tratamentos foi avaliada através da relagdo entre a

concentracéo inicial de CP (C,) e concentracéo final (C), dado pela equacéo 12.

C
Eficiéncia = 100 x (1 -z ) (12)
0

4.4 BIOENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

Com o objetivo de avaliar os efeitos ecotoxicolégicos do CP antes e apos o
tratamento por radiacdo UVC e processo UV/H,O,, foram selecionados quatro
organismos de diferentes niveis troficos. Os organismos escolhidos para a
realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade aguda foram Lactuca sativa (semente de
alface), Daphnia magna (microcrustaceo) e Aedes aegypti (larva de inseto) e para
ensaios de genotoxicidade foi empregado Danio rerio (peixe). Com estes
organismos foi possivel avaliar a toxicidade do CP para organismos
fotossintetizantes (produtor primario), consumidor primario e consumidor secundario.

As solucdes utilizadas nos ensaios de ecotoxicidade foram preparadas a
partir de uma solucéo estoque de CP em ACN, de forma a né&o ultrapassar 0,2% de
solvente nas amostras. Em todos os ensaios foram analisados os efeitos dos
reagentes (amostras-controle) utilizados nos ensaios apés tratamento por radiacdo
UVC e pelo processo UV/H,0O,, sendo a amostra-controle dos reagentes do UVC
composto por agua de osmose e 0,2% de ACN e a amostra-controle dos reagentes
do processo UV/H,0, composto por agua de osmose, ACN 0,2%, peroxido de
hidrogénio (12 mg L™) e catalase.

4.4.1 Ecotoxicidade Aguda com Daphnia magna

Os ensaios foram realizados de acordo com NBR 12713 (ABNT, 2009) As

solugdes foram preparadas em bal6es volumétricos previamente descontaminados
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em banho de &cido nitrico 10%, e enxaguadas em agua deionizada. As diluicdes
foram feitas em agua de diluicdo (ABNT, 2009, APENDICE A).

Os organismos neonatos (de 2 a 24h) foram transferidos para 20 mL das
solucbes-teste e da solucdo controle, em béqueres de 50 mL. Apds, foram
incubados por 48h a 20°C (= 2°C), sem luz, sem renovacédo da solucdo e sem
alimentacdo. Ao final deste periodo, o nimero de organismos imoveis nas amostras
e no controle foi registrado. Os ensaios foram considerados validos quando a
porcentagem de organismos iméveis no controle ndo ultrapassou 10% apoés 48h. Os
ensaios foram realizados em triplicata, com 10 individuos cada.

O controle foi preparado com meio de diluicdo de D. magna. As solu¢des de
ACN e metanol foram preparadas em agua de osmose, onde foi adicionada a
proporcdo de solvente com auxilio de micropipeta de 1 mL. As solucbes de CP
foram feitas a partir da diluicdo da solucdo estoque de CP em agua de osmose.

A ecotoxicidade aguda do CP, antes e ap6s os tratamentos UV/H,O, e
radiacdo UVC também foi avaliada. Para estes ensaios, organismos foram expostos
as amostras coletadas no tempo inicial (O min), intermediario (45, 60 e 120 min) e
final (180 min). O pH das amostras foi ajustado para 7,0-8,0. As amostras foram
utilizadas sem diluigéo.

Os resultados do ensaio definitivo com solugdes de CP foram expressos em
funcdo da concentracdo efetiva a 50% dos organismos testados (CEsp), calculada
pelo método estatistico de Probitos (regressdo linear) com auxilio do software
BioStat®.

A sensibilidade dos lotes de D. magna utilizados nos experimentos foi
controlada através de ensaios utilizando a substancia de referéncia KCI (na faixa de
concentracdo de 570 a 840 mg L™). A carta-controle dos testes de sensibilidade
pode ser encontrada no APENDICE B.

4.4.2 Ecotoxicidade Aguda com Aedes aegypti

As solucdes dos ensaios com A. aegypti foram preparadas em baldo
volumétrico previamente descontaminados. A agua utilizada para o preparo das
solugdes e para os controles foi &gua de osmose.
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A ecotoxicidade aguda do CP foi avaliada em A. aegypti segundo a
metodologia para determinacdo da suscetibilidade ou resisténcia da larva de
mosquito a inseticidas, determinado pela OMS (1981), com modificagdes.

Foram realizados ensaios em trés etapas simultaneas: ensaio com solvente
organico ACN e metanol; ensaio preliminar e definivo com CP e ensaio de
ecotoxicidade com amostras tratadas.

Ovos sadios de A. aegypti da linhagem Rockfeller (utilizada como padréo de
susceptibilidade a inseticidas para a espécie em estudo) foram fornecidos pelo
Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores — LAFICAVE, da
Fundacao Oswaldo Cruz — RJ.

A ecloséo dos ovos foi realizada em béquer com 500 mL de agua mineral, a
28°C com fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro (incubadora tipo BOD, Solab). A
alimentacdo das larvas durante o periodo de eclosédo foi feita com ragdo de peixe
(Alcon Basic — MEP 200 Complex).

Os estadios de desenvolvimento larval foram acompanhados através de
microscopio optico (Zeiss Primo Star). Para os ensaios foram selecionadas larvas
entre o 3° e 4° estadio (aproximadamente 96h de vida) (OMS, 1981). A definicdo do
3°/4° estadios foi realizada com base no desenvolvimento da papila anal, do sifédo
respiratério, do térax e da cabeca, de acordo com Christophers (1960) e Bar e
Andrew (2013).

Os ensaios foram realizados em béqueres, em triplicata, utilizando 25 mL de
solugcdo e 20-25 organismos por réplica. A temperatura durante os ensaios foi
mantida em 23°C, sem fotoperiodo. Agua de osmose foi utilizada como controle
durante os ensaios. Apos 24 horas de exposicdo, foi verificada a imobilidade dos
organismos. Para viabilizar o ensaio, foi considerada uma imobilidade <20% para o
controle (OMS, 1981).

As larvas que nao foram utilizadas nos ensaios e aquelas que sobreviveram,

foram mortas em banho de hipoclorito (10% v/v).
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4.4.3 Ecotoxicidade Aguda com Danio rerio

Os ensaios com D. rerio foram realizados de acordo com NBR 15088
(ABNT, 2011) e iniciaram ap0s aprovacao pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UTFPR (ANEXO A). Aliquotas da solucéo estoque de CP (100 mg L™ em
ACN) foram transferidas diretamente para béqueres de 2 litros contendo agua de
diluicdo (APENDICE C) com auxilio de micropipeta de 1 mL ou 10 mL.

Os peixes foram adquiridos de produtor especializado no comércio local e
aclimatados no laboratorio por 15 dias, em agua de diluicdo, com fotoperiodo (16
horas de luz e 8 horas escuro) e temperatura controlada por termostato (26°C). Os
peixes foram mantidos em aquéarios de vidro (capacidade de 25 L),
permanentemente aerados.

Durante a aclimatacdo, os peixes foram alimentados com ragao em flocos
(Alcon Basic — MEP 200 Complex), uma vez ao dia. A agua de diluicdo utilizada nos
ensaios foi aerada por 24 horas a fim de estabilizar o pH. Além do pH e da
temperatura foram analisados a dureza (método de titulacdo por complexacdo com
Indicador de Negro de eriocromo —T) e 0 oxigénio dissolvido da agua de diluicdo
com auxilio de oximetro de campo (YSI, 550A). A amodnia dissolvida foi analisada
com auxilio de analisador Kjeldajl automatico (Velp Scientifica, UDK 159).

Os ensaios preliminares foram realizados através da exposicao de peixes
adultos e sadios as solucdes de CP, preparadas em agua de dilui¢cdo (0,2% de ACN)
nas concentracdes 0,2; 2: 20 e 200 pg L™, por um periodo de 96 horas, em béqueres
com 2 L cada e cinco peixes por béquer. O ensaio preliminar foi realizado em
temperatura de 23 + 1 °C, com iluminacdo de 16 horas, sem aeracdo, sem
alimentacdo e com renovacao total da solucdo e da adgua do controle a cada 24
horas. Ao fim do ensaio preliminar, registrou-se o numero de individuos mortos em

cada solucéo-teste.
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444 Genotoxicidade com Danio rerio

A fim de avaliar a genotoxicidade do CP, antes e apds tratamento, foi
realizado ensaio cometa, segundo metodologia descrita por Speit e Hartmann (1999)
com alteracbes de Ramsdorf (2007).

Dois ensaios foram realizados em meses diferentes, sendo o primeiro para
verificar possiveis efeitos genotoxicos do CP sem tratamento em diferentes
concentracdes, e 0 segundo a fim de confirmar os resultados obtidos no primeiro
ensaio e de forma a avaliar efeitos de amostras tratadas de CP.

Neste primeiro ensaio, 0os organismos foram expostos as solu¢cbes de CP
preparadas em agua de diluicdo (0,2% de ACN) nas concentracdes de 0,2; 2; 20 e
200 pg L, por 96 horas. Ap6s a exposicdo, os peixes foram anestesiados com
benzocaina e sacrificados. Foram coletadas amostras de sangue (aproximadamente
5uL) da secdo medular, as quais foram submetidas ao ensaio cometa.

Antes da coleta do material sanguineo, laminas foram cobertas com agarose
normal (1,5%). ApGs a preparacao das laminas, o sangue foi coletado com auxilio de
micropipeta de 200 pL, misturado a 200 pL de soro bovino fetal em ependorf e
condicionado ao abrigo da luz.

A montagem da lamina procedeu-se da seguinte forma: em um ependorf
limpo, misturou-se 20 pL da suspensao celular em 120 pL de agarose (0,5%) de
baixo ponto de fusdo (LMP) previamente aquecida.

Na sequéncia, 120 pL da mistura foram depositados nas laminas, sendo
cobertas com laminulas e mantidas em geladeira por 10 minutos. Apos este periodo,
sao retiradas as laminulas cuidadosamente e as laminas sdo mantidas em solucéo
de lise por aproximadamente 24 horas. Os protocolos para preparagao da agarose e
da solucéo de lise encontram-se descritos nos APENDICES D e E.

Apos o periodo de 24 horas, as laminas foram transferidas para cuba de
eletroforese. Foi adicionada a cuba, uma solucdo alcalina de eletroforese
(APENDICE F) até a cobertura total das laminas e o DNA foi desnaturado por 30
minutos. Em seguida foi realizada a eletroforese com a cuba mergulhada em gelo e

no escuro, durante 25 minutos. A corrida eletroforética ocorreu em 25 V e 300 mA.



57

Apos a corrida, as laminas foram retiradas da cuba, neutralizadas com
tamp&o de neutralizacdo (APENDICE G) (pH 7,5) por 5 minutos, trés vezes, fixadas
em etanol 96% por 5 minutos e secados na vertical.

Apds a secagem das laminas, as mesmas foram coradas com 20 L de
brometo de etidio, cobertas com laminula e analisadas em microscopio de
epifluorescéncia (marca Leica) com aumento de 400x.

Em cada lamina foram analisados 100 nudcledides, que foram classificados
visualmente de acordo com o dano causado ao DNA, conforme apresentado no
Quadro 6.

Sem dano

Tipo de danos Sem dano Pequeno Médio Méximo
aparente
Escore 0 1 2 3 4
o
Representacdo
grafica

Quadro 6 — Classificacéo dos danos causados em nucl  eos de células sanguineas.
Fonte: RAMSDORF (2007); ARALDI et al. (2015).

ApoOs a classificacdo dos nucledides, foi determinado um escore final para
cada amostra e controle, variando de 0 (100% dos cometas com dano 0) a 400

(100% dos cometas com dano 4) (Equagéao 13).

Escore = (0xn4 )+(1xn4 )+(2xn, )+(3%n3 )+(4xny ) (13)

Onde, n;-ns € 0 ndmero de cometas em cada uma das classes 0 a 4. A
analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do software BioEstat®,
atraves do teste de Kruskal-Wallis, para dados ndo paramétricos.

No segundo ensaio, 0s organismos foram aclimatados por um periodo maior,
de 30 dias. A aclimatacéo foi realizada em agua de torneira filtrada e declorada,
aerada constantemente e a alimentacéo realizada uma vez ao dia com filhotes de D.

magna e complementadas com racdo prépria para peixes, quando necessario.
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Foram analisados os parametros pH, temperatura, dureza, oxigénio
dissolvido e amoénia dissolvida. Neste segundo ensaio foram preparadas solugdes de
CP 200 pg L™ (preparada em agua filtrada e declorada + 0,2% de ACN), CP (200 Hg
L") tratado por processo UV/H,O, CP (200 pg L™?) tratado por irradiacdo UVC,
amostra tratada dos reagentes do processo UV/H,O,, controle (Agua de torneira
filtrada e declorada), controle com 0,2% de ACN e controle da aclimatagéo (peixes
retirados diretamente do aquario de aclimatacdo). Os mesmos procedimentos de

montagem da lamina foram realizados.

4.45 Fitotoxicidade com Lactuca sativa

Para os ensaios com L. sativa, as solucbes foram preparadas em baldes
volumétricos previamente descontaminados em banho de &cido nitrico 10%, e
enxaguados em agua deionizada. As solucdes foram preparadas com agua de
osmose (3,47 uS, 25°C).

Os ensaios foram realizados conforme metodologia adaptada de Sobrero e
Ronco (2004) e Young et al. (2012). Foram utilizadas amostras comerciais de
sementes de alface variedade Boston branca (Isla Pak), sem defensivos agricolas. A
taxa de germinacao do lote foi de 87%.

Primeiramente, foram realizados ensaios para avaliar a ecotoxicidade do
solvente acetonitrila na faixa de concentracdo de 0,05 a 1,0% (v/v). Em seguida,
ensaios para avaliar a ecotoxicidade de CP foram realizados com soluc¢des de CP na
faixa de concentracdo de 0,02 a 200 pg L™, preparadas com &gua de osmose, a
partir de solucdes de trabalho em acetonitrila, de forma a ndo exceder 0,2% de ACN
em cada amostra.

Controles negativo (Agua de osmose) e positivo (solucdo de glifosato 6%)
foram utilizados. Para os ensaios foram utilizadas placas de Petri de 10 cm de
diametro. Em cada placa foi colocado um papel filtro qualitativo (marca Unifil, 80
g/m?) e nele foram adicionados 4 mL de amostra. Em seguida, 17 sementes de
alface foram distribuidas sobre o papel filtro de forma homogénea. O ensaio foi

realizado em triplicata. As placas foram entdo cobertas com filme plastico, a fim de
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manter a umidade, e incubadas no escuro (camara de germinagéo tipo BOD, marca
SOLAB) a uma temperatura constante de 22 + 2 °C durante 120 horas.

ApOs o periodo de incubacdo verificou-se 0o numero de sementes
germinadas em cada placa bem como a medicdo do comprimento das radiculas
(cm). Com estes resultados, calculou-se o indice de germinagéo (IG, Equacgéo 14) e
o indice de crescimento relativo (ICR, Equacéo 15) para cada amostra (GARCIA et
al., 2009).

MCR / MG
= 14
mcc/mc 100 (14)
Média do comprimento das raizes da amostra (15)

ICR= —— . -
Média do comprimento das raizes do controle

Onde, MCR é a média do comprimento das raizes da amostra, MG é a
média de sementes germinadas da amostra, MCC é a média do comprimento das
raizes do controle e MC é a média de sementes germinadas do controle.

Os valores de ICR foram divididos em 3 categorias de acordo com os efeitos
toxicos observados: (a) inibicdo do crescimento da raiz (El): 0 <ICR< 0,8; (b) efeito
nao significativo (ENS):0,8 <ICR< 1,2 e (c) efeito significativo de estimulagédo do
crescimento da raiz (ES): ICR> 1,2 (YOUNG et al, 2012). Os resultados foram
analisados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) e teste de

Dunnett (p< 0,05), com o auxilio do software livre BioEstat®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SOLUBILIDADE DE CLORPIRIFOS EM AGUA

Um dos objetivos iniciais deste trabalho foi avaliar a degradacdo do padréo
puro de CP (99,9% de pureza) em agua, a fim de simular o tratamento deste
inseticida em concentragdes proximas as encontradas no meio ambiente e avaliar o
comportamento de degradacéo do composto puro pelo processo UV/H,0..

Dessa forma, inicialmente, foram realizados testes de solubilidade do CP em
diferentes matrizes de agua: agua de osmose, agua mineral, agua de torneira e
agua superficial (proveniente de um coOrrego existente na area da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand — Sede Ecoville).

De acordo com dados da literatura, a solubilidade do CP em agua varia de
0,39 mg L™ (19,5°C) (OMS, 2009) a 1,05 mg L™ (20°C) (EUROPEAN COMMISSION,
2005). Com o intuito de avaliar a solubilidade do CP nas condi¢cbes de trabalho
adotadas neste estudo, foram realizados testes em condigcbes de temperatura
ambiente (20 + 2°C) e pH natural da solucéo (pH 5,2).

Para a deteccdo e quantificacdo do CP através do método cromatografico
desenvolvido por Lima (2015), foram utilizadas duas curvas analiticas, preparadas
em acetonitrila, para as faixas lineares de 0,01 a 0,6 mgL*ede0,8a5,0 mgL™ A
curva analitica para cada uma das faixas € apresentada na Figura 7 (a) e (b). Os
valores de LD e LQ foram determinados em 1,01 pg L' e 3,35 ug LY

respectivamente.
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Figura 7 - Curvas analiticas para os comprimentos d e onda de 290nm, 0,01 a 0,6 mgL t (8 e0,8
a5 mgL™ (b) (Solucao de clorpirifés em ACN).
Fonte: LIMA (2015).

Inicialmente foram conduzidos testes de solubilidade do CP em agua de
osmose, na concentracdo de 400 pg L', em triplicata. Durante o preparo das
solugdes, em temperatura ambiente, foi verificado que o soluto (padrédo sélido de
CP) nao foi completamente dissolvido, ficando sobrenadante na solucdo. Mesmo
apos agitacdo magnética durante 30 minutos, ainda foi verificada presenca do CP
nao dissolvido. A ndo solubilizacdo do composto foi confirmada pelas analises
cromatograficas, onde nao foi possivel detecta-lo.

Este resultado contrapbe dados da literatura, indicando que, mesmo em
baixas concentracdes, na ordem de pg L, o agrotéxico ndo é completamente
solivel em agua. Até o presente estudo, ndo foram encontrados trabalhos que
tenham comparado e avaliado a solubilidade do composto puro em agua.

Dessa forma, com o objetivo de verificar se a presenca de sais ou
compostos organicos dissolvidos em agua pudessem auxiliar na solubilizacdo do
CP, prosseguiu-se com testes de solubilidade em agua mineral, agua de torneira e
agua superficial, sendo que nestes testes avaliou-se a solubilidade de CP na
concentracdo de 1 mg L™, concentracdo esta dentro do limite de solubilidade do
composto, de acordo com a European Comission (2005).

Em agua de torneira ndo foi possivel identificar visualmente o pico
correspondente ao CP (tg=5,2 min, em coluna Eclipse Plus C18). Em agua mineral,
o pico do CP apresentou uma area de 1,5 (correspondente a 0,027
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mg L') e em &gua superficial de 1,7 (correspondente & 0,03 mg L™%). Os

cromatogramas das respectivas amostras sdo apresentados na Figura 8.

80 - ——CP1mg c1e agua de torneira

E -1, .
704 CP1mgL - aguamineral

- ——CP1mg c1e 4gua superficial
60
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35 40 45 50 55 6.0
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Figura 8 - Cromatogramas de amostras de CP (1 mg L ) em diferentes matrizes de agua

Nota: Condi¢des cromatogréaficas:  A: 290 nm; FM: ACN:H ,0 (90:10); Volume de injecao: 50 pL;
Vazédo da FM: 1,2 mL min ™.

Esses resultados indicam que o CP ndo se mostrou soluvel nos meios agua
de osmose, agua mineral, agua de torneira e agua superficial, e que a presenca de
sais e/ou matéria organica ndo auxilia no aumento da solubilidade do composto, nas
condi¢cOes de temperatura e pH adotados (temperatura de 20 £ 2°C e pH 5,2).

Porém, sua solubilidade em solvente organico é alta, acima de 400 g L™,
dependendo do solvente utilizado (EUROPEAN COMISSION, 2005; CHISHTI et al.,
2013). Alguns trabalhos realizados com o clorpirifés utilizaram solventes organicos
para aumentar a solubilidade do composto, sendo que Lazarevic-Pastil et al. (2012)
utilizaram etanol a 2% em solugcdo e Ismail et al. (2013) utilizaram 0,1% de
acetonitrila em solucdo. Outros trabalhos que utilizaram padrédo de CP em estudos
de degradacédo e toxicidade também empregaram solventes organicos no preparo
das solucdes estoque (CACERES et al.,2007; HOSSAIN et al., 2013).

Dessa forma, devido a baixa solubilidade do composto em agua, foram
conduzidos testes de solubilidade do CP em meio aquoso variando-se a proporgcao

de solvente organico em solucdo. O objetivo foi verificar a minima quantidade de
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solvente organico necesséaria para a solubilizagdo do composto, de forma a néo
interferir nos resultados de ecotoxicidade.

Para a realizacdo destes testes optou-se por utilizar o solvente acetonitrila,
uma vez que a fase movel empregada nas analises cromatograficas foi ACN:H,O.
As solucdes de CP foram preparadas em concentracdo de 100 pg L*, em seis
diferentes proporcdes de acetonitrila: 0,2%; 0,5%; 1%; 2%; 5% e 100%. Amostra
apenas em agua de osmose nao foi analisada, uma vez que ao preparar uma
solucéo de CP em 100% de agua, visivelmente o CP nao solubilizou completamente,
sendo observado um sobrenadante na agua. A Tabela 4 apresenta os resultados de
area obtidos para as amostras analisadas.

Tabela 4 - Variagdo da area cromatografica de amost ras de CP (100 pg L ™) em
diferentes propor¢des de acetonitrila.

Proporgdo ACN 100% 5% 2% 1% 0,5% 0,2%
Area do pico 3,7 2,8 2,7 3,1 2,7 2,7

Pelos resultados de area obtidos, foi possivel verificar que a intensidade de
resposta do pico cromatografico foi diferente para as amostras preparadas em agua
e para a amostra preparada em 100% de ACN, contudo, ndo houve diferenca
consideravel entre as amostras de 0,2 a 5% de ACN em solug&o aquosa.

A partir de 0,2% de ACN nao foi visualizado sobrenadante branco na
superficie da solugcdo. Embora a intensidade do sinal tenha sido menor, foi verificado
que com esta propor¢do minima de ACN € possivel solubilizar o CP, a fim de
preparar concentracbes na ordem de pg L?, e de forma a se obter valores de
concentragbes reprodutiveis na andlise de diferentes solu¢des. Devido aos
resultados obtidos nos testes de solubilidade, foi adotado acetonitrila como solvente
organico constituinte da fase movel e para o preparo das solucdes.

Considerando a proporcdo de 0,2% de ACN em 4&gua, testes
ecotoxicolégicos foram realizados com ACN a fim de verificar a interferéncia do
solvente orgéanico nos resultados dos ensaios de toxicidade aguda. Os resultados

destes ensaios serdo apresentados no subitem 5.4.
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5.2 CONTROLE ANALITICO

5.2.1 Determinacdo Cromatogréafica de Clorpirifés por HPLC-DAD

ApoOs os testes de solubilidade, houve aquisicdo de uma nova coluna
cromatografica para o desenvolvimento do trabalho. A coluna nova, Poroshell 120
EC-C18, foi empregada para analise das amostras do ensaio de estabilidade,
otimizacao e validacdo cromatografica e analise de amostras tratadas.

As condi¢Bes cromatograficas iniciais de trabalho foram definidas baseadas
em dados de deteccdo de clorpirifos disponiveis na literatura envolvendo HPLC-
DAD, utilizando coluna C18 e envolvendo os solventes acetonitrila e &gua (ROBLES-
MOLINA et al., 2012; FEMIA et al., 2013; HOSSAIN et al., 2013) e em trabalho
realizado por Lima (2015).

Para a otimiza¢cdo do método cromatografico com a coluna Poroshell, foram
testadas diferentes vazdes da fase mével (ACN:H,O) na retencdo e resolucdo do
pico cromatografico. Foram avaliadas vazées de 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mL min” e
avaliados o tg. Os cromatogramas referentes as variacbes de vazdo da fase movel

sao apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Cromatogramas de CP (200 ug L '1) em diferentes vaz6es do método.
Nota: Condi¢cbes cromatograficas:  A: 290 nm; FM: ACN:H ,0 (90:10); Volume de inje¢c&o: 50 pL.
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Geralmente busca-se eluir o composto de interesse no menor tempo
possivel, entretanto, na vazdo de 0,5 mL min™ o pico ficou muito préximo do sinal
atribuido para o solvente. Nos tratamentos em presenca do radical hidroxila, a
tendéncia esperada € de producdo de subprodutos mais polares, devido a
hidroxilagdo da molécula. Desta forma, se considerou prudente utilizar a vazéo de
0,4 mL min™, onde também ocorreu uma reducéo da presséo interna do sistema em
relacdo & vazdo de 0,5 mL min™.

Uma vez definida a vazéo, foi analisado a interferéncia da fase movel,
variando-se a proporcao do solvente (A) acetonitrila e do solvente (B) agua ultrapura
em 90:10; 80:20; 70:30 e 100% de (A), com o objetivo de averiguar a interferéncia
da composicdo da fase modvel na separacdo cromatografica. Os cromatogramas

referentes as andlises sdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Cromatograma de CP (200 pg L '1) em diferentes propor¢8es de fase movel.

Notal: CondigGes cromatograficas:  A: 290 nm; Volume de inje¢do: 50 pL; Vazao da FM: 0, 4 mL
min”

Em relacdo a FM, a medida que se aumentou a proporc¢ao de agua, houve o
deslocamento do tempo de retencdo e o alargamento de base do pico. Na condi¢éo
90:10 (ACN:H,0) o pico ficou bem separado do ty, enquanto que ao se utilizar 100%

de ACN, houve um deslocamento do pico para muito proximo do ty. Dessa forma,
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manteve-se a mesma fase mével definida em método determinado por Lima (2015),
que foi de 90:10 (ACM:H,0).

A fim de se obter uma maior resposta cromatografica, em relacdo a
intensidade do pico, foram verificados diferentes volumes de injecao, variando de 10
puL a 50 uL. Através de regressao linear (relagdo entre volume de injecdo x area
cromatografica), foi obtida a curva analitica e verificada a linearidade da mesma. O
coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,999, demonstrando que independentemente do
volume injetado, a area obtida é proporcional ao volume.

De acordo com informagbes contidas no manual do HPLC (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2010), a reprodutibilidade instrumental das analises € garantida
na faixa de volumes testada.

Em nenhum dos volumes de injecao testados foi verificado o espalhamento
ou o alargamento do pico, conforme observado na Figura 11, dessa forma foi optado
pelo volume de 50 uL, garantindo uma maior sensibilidade para o método de andlise.

——50 L
——40 L
——30 4L
——20 4L
——15,L
——10 4L

Absorbancia (mUA)
l

04

T T
6 7

T T T T T 1
Temp% (min) o 10

Figura 11 - Cromatograma de CP (102 pg L ™) em diferentes volumes de injec&o.

Nota: Condi¢cbes cromatograficas:  A: 290 nm; FM: ACN:H ,0 (90:10); Vazéo da
FM: 0,4 mL min ™,

Apbs as andlises variando fase movel, vazdo e volume de injecdo, o método

cromatografico foi definido conforme apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Método cromatografico definido para quan tificacdo e deteccéo

de CP em meio agquoso em coluna

Zorbax Eclipse Plus c1s.

Fase movel
Proporcéo FM
Volume de injecao
Vazao
Eluico
Deteccgéao

ACN:H,0
90:10
50 pL
0,4 mL min™
Isocrética
290 nm

5.2.2 Curva Analitica para Detec¢do em HPLC-DAD

A curva analitica (n=7) foi elaborada na faixa de concentracdo de 15 a 200

nug Lt (em agua de osmose + 0,2% de ACN)

, a fim de quantificar o CP em

concentragdes proximas aquelas detectadas em agua no meio ambiente (LEONG;

TIAN; MUSTAFA, 2007).

A curva obtida apresentou boa linearidade

, com coeficiente de correlacao (r)

superior a 0,995, estando acima do valor preconizado pela Anvisa (2003) e pelo

Manual de garantia de qualidade analitica (MAPA, 2011). A Figura 12 mostra os

resultados da curva de analitica.

224 R=0,99868
20 ¥=0,10262x + 0,20659

Area (u.a)

o+
0O 20 40 60 8 100 120

T T T T T T T
140 160 180 200

Concentragéo ( ug L'1)

Figura 12- Curva de calibracdo do método analitico (n=7).
Nota: Condi¢cbes cromatogréficas: coluna Poroshell E

C120-C18; A: 290 nm; FM: ACN:H ,O

(90:10); Volume de injecdo: 50 pL; Vaz&do da FM: 0,4 mL min *
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Antes de realizar a regresséo linear pelo método de minimos quadrados, foi
realizado o teste estatistico de Grubbs para verificar preliminarmente a existéncia de
um valor anémalo (outlier) em cada extremidade de um conjunto de amostras. Este
teste € calculado a partir da razéo entre o desvio de cada ponto amostral em relacéo
a média e o desvio padrdo da amostra. Para ndo ser considerado um outlier, o valor
calculado deve ser menor que o valor critico G (para n=7, G=2,02). Nenhum
resultado foi considerado como outlier, num intervalo de confianga de 95%.

Segundo a Anvisa (2003), o limite de quantificacdo (LQ) pode ser
considerado como 10 vezes a razao entre o desvio padrdo do coeficiente linear e a
inclinagdo da curva analitica de regressdo (coeficiente angular), enquanto que o
limite de deteccdo (LD) pode ser considerado como 3,3 vezes a mesma razao
(RIBANI et al.,, 2004). A partir destas consideracdes, os valores de LQ e LD
calculados a partir dos parametros da curva (Tabela 6) foram 15,48 ug L™ e 5,11 ug

L™, respectivamente.

Tabela 6 - Parametros de regressao da curva analiti ca e
principais parametros de mérito

Parametro Valor
Coeficiente linear 0,20659
Desvio do coef. linear 0,15893
Coeficiente angular 0,10262
Desvio do coef. angular 0,00381
Coeficiente de correlagéo (r) 0,99868

LQ (Mg L™ 15,48

LD (ug L™ 5,11

Para a aceitacdo da curva analitica, a Anvisa (2003) relata que desvio menor
ou igual a 20% em relagdo a concentracdo nominal para o LQ e desvio menor ou
igual a 15% em relacdo a concentracdo nominal para as outras concentracdes da
curva de calibracdo devem ser verificadas.

O coeficiente de variacdo (CV) para a menor concentracdo da curva (15 ug
L") foi de 10,15%, enquanto para as demais concentracdes foi de no maximo

11,66%, considerando desta forma a curva valida. Devido a boa reprodutibilidade
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das amostras em  heptaplicata, o LQ foi definido como 15
ug L?, resultado este de acordo com dados encontrado em literatura para
cromatografia a liquido (HE et al., 2009; ISMAIL et al., 2013).

5.2.3 Andlise de Precisdo e Exatidao

A precisdo e exatiddo do método foram determinadas pela andlise de
amostras preparadas em trés diferentes concentracbes (denominados de controles
de qualidade), sendo uma de baixa concentracdo (44,8 pg L), uma de média
concentracdo (102 pg L™) e outra de alta concentracdo (160 pg L™), em triplicata, de
solugdes independentes.

A precisdo foi determinada pelo calculo de desvio padrdo relativo,
apresentado através do coeficiente de variacdo entre as areas obtidas para cada
concentracdo em triplicata. A exatidao foi determinada pelo desvio da concentracéo
média da triplicata em relacdo a concentracdo tedrica. Para estas analises sao
aceitos desvios de até 20% para precisao (RIBANI et al., 2004; MAPA, 2011) e
variacdo de 70 a 120% na exatiddo (RIBANI et al., 2004).

A Tabela 7 apresenta os valores obtidos das areas cromatograficas das trés
amostras em triplicatas e os valores de precisdo e exatiddo calculados. Os valores
obtidos para os coeficientes de variagao variaram de 2,59 a 7,96 e exatiddao acima
de 91%.

Tabela 7 — Areas cromatograficas das amostras dos ¢  ontroles de qualidade e célculo de
precisdo e exatiddo intra-dias.

Controles de Qualidade Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 CV (%)  Exatidao (%)

CQB (44,8 pg LY 4,593 4,831 4,332 3,03 95,22
CQM (102,0 pg L™ 10,425 8,913 9,999 7,96 91,45
CQA (160,0 pg LY 16,243 16,889 16,087 2,59 98,65

Nota: CQB: Controle de qualidade de baixa concentra ¢&do; CQM: Controle de qualidade de
média concentracdo; CQA: Controle de qualidade de a Ita concentragdo; CV: coeficiente de
variacao.
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5.2.4 Estabilidade do Clorpirifés em Solu¢do Aquosa

Testes de estabilidade de amostra contendo CP em meio aquoso (0,2% de
ACN), na concentracdo nominal de 200ug L™?, foram realizados em diferentes dias,
no periodo maximo de 30 dias. A amostra de CP foi condicionada em geladeira, a
temperatura de aproximadamente 4°C, sem incidéncia de luz. A concentracdo do
composto foi analisada em HPLC-DAD, apés a definicdo do método cromatografico.

As areas obtidas nos respectivos dias de analise sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Estabilidade do CP em meio aquoso (0,2% de ACN) a temperatura
de 4°C, sem presenca de luz.

Dia Concentragédo ( pug L™) Dia Concentragédo ( pug L™)
1° 181,05 12° 145,87
3° 154,00 15° 129,60
5° 143,71 20° 82,56
8° 156,66 25° 86,35
10° 124,57 30° 74,16

Nota: Concentracdo nominal de CPiguala200 pg L ™.

Embora alguns resultados tenham indicado aumento da concentragcdo em
relacdo a andlise anterior, foi verificado um decaimento linear da concentracao,
conforme pode ser observado através da Figura 13. Estes resultados confirmam a
baixa estabilidade do composto em agua, devido a provavel hidrélise do CP a partir
do momento em que ele se encontra em agua. Desta forma, constatou-se a
necessidade de se preparar uma nova solucdo a cada ensaio ecotoxicologico ou
experimento de degradacao.

Foi plotado um grafico de tempo versus concentragdo das amostras
analisadas em cada respectivo dia (Figura 13). Através da regressao linear (y = -
3,50255x + 173,03595) foi possivel calcular o tempo de meia vida (onde a metade
da concentracdo foi considerada igual a 90,5 pug L) do CP nas condicdes

analisadas, sendo o valor de t¥2 calculado de 23,1 dias.
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180 u y =-3,50255x + 173,03595
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Figura 13 — Concentracdo do CP versus tempo.
Nota: solucdo armazenada em temperatura de 4°C, sem
presenca de luz.

O t% calculado é condizente com dados apresentados por Tiwari e Guha
(2013) que varia de 6,1 a 38,1 dias. Embora este valor seja considerado baixo em
relacdo a outros agrotéxicos, considerando um aporte continuo de CP no meio
ambiente e, por consequéncia, a presenca continua de seus subprodutos, podem
ser observados efeitos toxicos crénicos em organismos Vivos.

Efeitos crénicos puderam ser comprovados para D. carinata ap0s exposicao
prolongada de 0,005 pg L' de CP, sendo observados efeitos negativos na
reproducdo dos organismos até a terceira geracdo (ZALIZNIAK; NUGEGODA,
2005).

5.3 ESTUDO CINETICO E DEGRADACAO DE CLORPIRIFOS POR RADIACAO
UVC E PROCESSO UV/H,0,

ApoOs a avaliacdo da estabilidade da solucdo de CP e da definicdo do
método cromatogréfico, foram conduzidos experimentos de degradacdo do CP, em
condigbes brandas (com a lampada suspensa a 10 cm da solugao), a fim de
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possibilitar o0 monitoramento da concentragdo do agrotéxico ao longo do tempo de
tratamento, devido & baixa concentracdo de CP utilizada neste trabalho (200 ug L™).

A aplicacao do processo UV/H,0O, no tratamento de solu¢des contendo CP é
escassa na literatura. Apenas dois trabalhos foram relatados até o0 momento, sendo
eles de Femia et al. (2013) e Oliveira et al. (2014). Esses trabalhos foram utilizados
como referéncia para a determinagéo da concentracdo de peroxido de hidrogénio e
do pH inicial da solucao.

A concentracéo inicial de CP tratada no trabalho de Femia et al. (2013) foi de
15 mg L, a faixa de concentracdo de peréxido empregada variou de 450 a 910 mg
L™ e o pH da solucdo definido para o tratamento foi pH 6 (pH natural da solucéo),
enquanto que no trabalho de Oliveira et al. (2014), a concentracédo inicial de CP foi
definida em 150 mg L™, a concentracéo de peréxido e o pH otimizados foram de
1500 mg L™ e pH 8.

Para possibilitar a mineralizacdo completa do CP foi equacionada uma
reacdo de combustdo total do composto organico, a qual foi utilizada para a
determinacao da proporcao estequiométrica de H,O, a ser adicionada a solucéo de
CP. A equacdo 16 apresenta a formacdo de H,O, e a equacdo 17 apresenta o
consumo de O, para a combustéo total de CP (em relacao ao C e H).

23,5H,0 +11,75 0, — 23,5 H,0, (16)
1 CgHy+ 11,7502 —» 9CO, +5,5H,0 (7)

A partir destas equacdes, calculou-se que para 200 pug L de CP sdo
necessarios 0,45 mg L™ de peréxido de hidrogénio. Em seu trabalho Femia et al.
(2013) utilizaram um propor¢cdo de H,O, 26,6 vezes maior que a razao
estequiométrica enquanto que Oliveira et al. (2014) empregaram uma relacdo 4,38
vezes superior ao calculo estequiométrico da reacdo. Neste trabalho optou-se por
seguir a proporcao testada por Femia et al. (2013), possibilitando uma comparacéo
posterior dos resultados obtidos. Através deste célculo estabeleceu-se para a
concentracdo inicial de CP de 200 pg L™ uma concentracdo de 12 mg L™ de
peréxido de hidrogénio, o que € equivalente a 26,6 vezes a relacao estequiomeétrica.

Conforme descrito no trabalho de Femia et al. (2013), o pH mais préximo a
neutralidade (pH 6) favoreceu os processos de tratamento, além disso, valores de

pH muito baixos possibilitam a maior degradacdo do peréxido de hidrogénio,



73

reduzindo a eficiéncia do tratamento (CHU, 2000). Considerando principalmente as
condi¢cbes expostas por Femia et al. (2013) decidiu-se trabalhar com o pH natural da
amostra, neste caso pH 5,2.

Uma vez definidas as concentracdes dos reagentes e o pH foram realizados
dois estudos cinéticos em escala de bancada. Um primeiro estudo foi realizado sem
a adicdo de peréxido de hidrogénio a fim de avaliar a degradacdo do CP apenas
sobre efeito da radiacdo UVC. O segundo estudo foi realizado com adicao de
peréxido de hidrogénio (processo UV/H,0,).

A radiacdo UVC, medida a 10 cm de distancia do reator, foi de 0,75 mW
cm2, O tempo maximo de tratamento foi estipulado em 180 minutos. As Figuras 14 e
15 apresentam os cromatogramas das analises das amostras coletadas em cada um

dos tratamentos.
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Figura 14 — Cromatogramas ( A=290 nm) das amostras coletadas durante o tratament o (0 a 180
minutos) por radiacdo UVC.
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Figura 15 — Cromatogramas ( A=290 nm) das amostras coletadas durante o tratament o (0 a 180
minutos) por processo UV/H ,0..

Através da analise das amostras foi possivel verificar que o tratamento via
processo UV/H,0O, foi mais efetivo na degradacao do CP, resultado este de acordo
com a literatura (OLIVEIRA et al., 2014). Os resultados da degradacdo do CP e do
consumo de H,O, sédo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 — Degradacdo do CP em funcdo do tempo dur ante tratamento UVC e UV/H ,0, e
consumo de H ,0..
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Foi possivel quantificar o CP tratado por radiacdo UVC até 60 minutos
(Conc.=15,18 pg L™) e por processo UV/H,0, até 10 minutos (Conc. =30,05 pg L™Y).
Ja a deteccdo do composto foi possivel até 60 e 20 minutos de tratamento, para a
radiacdo UVC e processo UV/H,0,, respectivamente. Isto indica mais de 97% de
degradacé&o ao final dos tratamentos.

Contudo, através do método analitico desenvolvido ndo é possivel afirmar a
real degradacdo do composto, uma vez que nao foi possivel analisar a concentracao
do CP abaixo do limite de quantificacdo do método e o HPLC-DAD néo possibilita a
identificacdo de compostos possivelmente gerados em niveis tragos, como seria o
caso de um cromatdgrafo liquido acoplado a um espectrometro de massas (HPLC-
MS/MS).

Neste sentido, com o intuito de averiguar a presenca ou ndo de niveis tracos
de CP ou de possiveis metabdlitos gerados durante os tratamentos, foram
conduzidos ensaios ecotoxicoldogicos com D. magna e A. aegypti (organismos que
apresentaram resposta aos ensaios ecotoxicologicos para o CP).

Inicialmente, os testes foram realizados com D. magha com amostras
tratadas nos tempos 45, 60, 120 e 180 minutos, uma vez que este organismo
apresentou maior sensibilidade ao contaminante. A partir dos resultados obtidos,
ensaios com A. aegypti foram realizados apenas para os tempos 120 e 180 minutos.

Os resultados destes ensaios sao apresentados no subitem 5.4.1 e 5.4.2.

5.3.1 Estudos Cinéticos

De acordo com dados da literatura para estudos de degradacao de CP por
AOP ou por fotdlise direta (MUHAMAD, 2010; FEMIA et al., 2013; PINTO et al.,
2015), a degradagéo do CP segue uma reacéo de pseudo-primeira ordem.

Dessa forma, um método grafico foi aplicado para confirmar a ordem da
reacdo de degradacdo. O grafico de In(C/Cp) (onde C representa a concentracao
final e Co a concentracdo inicial) versus o tempo de tratamento, demonstra um
comportamento linear (Figura 17 a e b), sugerindo uma cinética de pseudo-primeira
ordem para o decaimento da concentracdo de CP com a aplicacdo do processo

UV/H,0.,. Para radiagdo UVC, a reagdo é de primeira ordem.
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Figura 17 — Grafico de In(C/C ;) versus tempo de tratamento via processo UV/H ,0, (a) e UVC (b).

A constante de velocidade da reacdo (k) foi obtida através do valor da
inclinacdo da curva de regressao linear (ZHAO et al., 2004). Na Tabela 9 séo
apresentados os valores de k e tempo de meia vida (t¥2) do CP em cada um dos

processos aplicados. O t% foi calculado pela férmula t¥2z = 0,693/k.

Tabela 9 — Constante de velocidade de reacdo e temp 0 de meia vida do CP
no processo UV/H ,0, e UVC.

Processo de Constante de velocidade da Tempo de meia vida
tratamento reacdo (k) (min ™) t%2 (min)
UV/H,0, 0,119 5,8
uvC 0,053 12,9

Neste estudo, o valor da constante k para o processo UV/H,0O, foi de 0,119
min, valor proximo ao encontrado por Femia et al. (2013) para 0 mesmo processo
(k = 0,127 min™). Para o tratamento com radiacdo UVC a constante foi igual a 0,053
min™, demonstrando que o processo com adicdo de peréxido de hidrogénio é mais

rapido na degradacédo do CP do que apenas a fotélise direta.
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5.4 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

Uma vez considerado o valor de 0,2% de ACN nas solucdes de CP, definido
através dos testes de solubilidade, foram conduzidos ensaios de ecotoxicidade da
ACN com L. sativa (fitotoxicidade), D. magna e A. aegypti, a fim de verificar se ha
contribuicdo do solvente nos resultados dos ensaios ecotoxicologicos. Os resultados
destes ensaios preliminares com ACN serdo apresentados nos proximos itens.

Os resultados obtidos néo indicaram efeito no crescimento das radiculas das
sementes de alface, nem causaram imobilidade para D. magna e A. aegypti. Desta
forma, a proporcédo de 0,2% de ACN foi mantida para a preparacéao das solu¢cdes de
trabalho de CP. Ressalta-se que estes ensaios com a ACN foram realizados antes
de se iniciarem os experimentos de degradacdo do CP e antes da definicdo e
validacdo do método cromatogréfico para deteccdo e quantificacdo do agrotoéxico.

Ressalta-se que a larva do A. aegypti foi empregada neste trabalho devido a
susceptibilidade deste organismo aos inseticidas, no caso o organofosforado

clorpirifés.

5.4.1 Ensaios de Ecotoxicidade Aguda de Clorpirifés com Daphnia magna

Primeiramente, foram testadas concentracdes de ACN de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3;
0,5 e 1,0%. ApGs 48h, nenhum organismo imével foi observado nos grupos expostos
a ACN e ao controle negativo. O mesmo ensaio foi realizado uma segunda vez, para
confirmagdo dos resultados, e novamente nenhuma imobilidade apds 48h foi
observada.

Como a ACN nédo influenciou na imobilidade dos organismos, foram
conduzidos os ensaios preliminar e definitivo com amostras aquosas de CP (0,2%
de ACN), a fim de determinar a CExsy.

Os testes preliminares foram conduzidos em triplicata com 10 organismos
em cada béquer e 20 mL de amostra (ABNT, 2009). Foram definidas as seguintes
concentracdes de CP: 0,2; 2; 20 e 200 ug L.



78

Ensaios preliminares indicaram que a CEsp encontra-se entre as
concentracdes de 0,02 e 0,2 pg L ™. Dessa forma, o ensaio definitivo foi realizado em
duplicata com 10 organismos, na faixa de concentracdo de 0,05 a 0,3 pg L,

conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Imobilidade de D. magna em ensaio definitivo de ecotoxicidade aguda.

Concentracdes de CP ( ug L™)

Replicata CT
0,3 0,25 0,2 0,15 0,1 0,05
1 (n=10) 0 9 6 7 1 3 0
2 (n=10) 1 10 6 7 5 2 0
Média 0,5 9,5 6,0 7,0 3,0 2,5 0
Imoveis (%) 5 95 60 70 30 25 0

Nota: CT: controle negativo.

A Figura 18 apresenta o grafico da curva da concentracao-resposta apos 48
horas, resultante do teste estatistico de Probitos, na qual foi possivel calcular a CEsg
do CP.
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—e—Curva dose-resposta  —#—Imobilidade (%)

Figural8 — Grafico de Probitos para D. magna ap6és 48h do ensaio ecotoxicologico definitivo
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Através destes resultados foi possivel calcular a CEsq 48h de 0,15 pg L™,
resultado este similar ao encontrado na literatura de 0,16 pug L™ (OMS, 2009) e 0,19
ng L (KIKUCHI, SASAKI, WAKABAYASHI, 2000). Com a definicdo da CEs,
organismos foram expostos as amostras tratadas e nao tratadas pelo processo
UV/H,0, e UVC.

Durante a conducao de todos os ensaios, foram realizados semanalmente
ensaios de sensibilidade e com os resultados obtidos foi confeccionada a carta-
controle do cultivo. A carta-controle foi elaborada através do método de Probitos
com auxilio de software BioStat® a partir do resultado de 20 ensaios de
sensibilidade. Foram calculados o valor médio, o desvio padrdo e o coeficiente de
variacdo da sensibilidade dos organismos com relacdo a substancia de referéncia
(KCI). Os ensaios preliminar, definitivo e com amostras tratadas somente foram
realizados quando o valor obtido no ensaio de sensibilidade dos lotes de D. magna
ficaram compreendidos num intervalo de = 2 desvios-padrédo em relacdo aos valores

médios anteriormente obtidos na carta-controle.

5.45.1 Ecotoxicidade Aguda em D. magna de Amostras Tratadas de Clorpirifos

Os ensaios foram conduzidos em duplicata, com 10 organismos em cada
béquer, sendo avaliada a porcentagem de imobilizacdo dos organismos em cada
amostra. Foram coletadas aliquotas das solu¢cbes de CP antes e durante o
tratamento nos tempos 0, 45, 60, 120 e 180 minutos. Os resultados dos ensaios sao

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Média dos resultados de imobilidade (%) de D. magna em amostras
tratadas e ndo tratadas apos processo UVC e UV/H  ,0,.

Tempo de tratamento UVC (min)

Replicata CT
0 45 60 120 180
1 (n=10) 0 10 10 10 10 10
2 (n=10) 0 10 10 10 10 10
Média 0 10 10 10 10 10
Imobilizacdo (%) 0 100 100 100 100 100

Tempo de tratamento  UV/H,O, (min)

Replicata CT
0 45 60 120 180
1 (n=10) 0 10 10 10 10 10
2 (n=10) 0 10 10 10 10 10
Média 0 10 10 10 10 10
Imobilizacao (%) 0 100 100 100 100 100

Nota: CT: controle negativo.

Foi verificado a ndo reducdo da ecotoxicidade aguda da solucdo de CP
durante o tratamento, mesmo apd6s 180 minutos, ou seja, a toxicidade se manteve
em 100%.

Aliquotas das soluc¢des foram coletadas durante o processo de tratamento
em diferentes tempos até 180 minutos e analisadas em HPLC-DAD, sendo possivel
detectar visualmente o pico do CP até 60 minutos, em amostras tratadas por
radiacdo UVC, e até 30 minutos, em amostras tratadas pelo processo UV/H,0..

A Figura 19 apresenta a comparacéo entre os resultados de imobilizacao
das amostras tratadas nos tempo 0, 45, 60, 120 e 180 minutos e a relacdo C/Cy,

onde C é a concentracao final de CP e Cy € a concentracao inicial.
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Figural9 — Imobilizacdo (%) de D. magna e degradacédo de CP por UVC e por processo UV/H ,0..

N&o foram encontrados na literatura trabalhos realizados em condi¢des

similares as definidas para este estudo. Desta forma, levantaram-se quatro possiveis

justificativas para este resultado:

Primeira hipotese: o tratamento realizado de forma branda (com a
lampada suspensa a 10 cm de distancia da solucéo), ndo possibilitou a
total degradacéo do CP, de forma que ao fim do tratamento ainda havia
uma concentracdo de CP maior que a CEsg calculada em ensaios de
ecotoxicidade para D. magna (CEs,=0,15 ug L) e abaixo do LD do
método cromatogréfico (LD=5 pg L), uma vez que ndo foi possivel
detectar o composto via HPLC-DAD a partir de 45 minutos para o
processo UV/H,0,, e 60 minutos para o processo UVC;

Segunda hipétese: considerando o0s resultados das andlises
cromatograficas, possiveis subprodutos, mais téxicos do que o CP,
podem ter sido gerados durante os tratamentos, causando 100% da
imobilidade dos organismos. Contudo, através do HPLC-DAD né&o é

possivel realizar a deteccao e identificacdo de subprodutos;
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» Terceira hipotese: considera a possivel formacdo de subprodutos da
ACN, mesmo esta estando a 0,2% em solucdo. De acordo com
Augugliaro et al. (2004), o principal subproduto de degradacado da ACN
apos oxidacdo fotocatalitica por TiO,, € o0 ion cianeto, o qual é
considerado altamente toxico;

e Quarta hipétese: no caso do processo UV/H,0,, onde é adicionado H,0;
e catalase a solugdo, um possivel efeito sinérgico, aditivo ou de
potencializacdo entre os constituintes da amostra pode estar causando a

elevada toxicidade.

Considerando as quatro hipéteses levantadas, foram conduzidos ensaios de
ecotoxicidade aguda com amostras dos constituintes da solucdo de tratamento,
denominados amostras-controle, e ensaios com metanol, a fim de verificar se os
resultados obtidos séo provenientes de subprodutos de degradacdo da ACN e da
interacdo dos demais compostos adicionados a solugéo.

54.1.2 Ecotoxicidade das amostras-controle em D. magna

Os ensaios foram conduzidos em triplicata, com 10 organismos em cada
béquer, sendo avaliada a porcentagem de imobilizacdo dos organismos em cada
amostra.

Foram preparadas solucdes das amostras-controle com os solventes ACN e
metanol, tratados por 180 minutos, solucédo de catalase e solucdo de metanol 0,2%,
conforme ilustrado na Figura 20. As solu¢cdes das amostras-controle dos tratamentos
foram tratados por 180 minutos e ajustado o pH para 7-8 com NaOH e HCI.

O metanol e a ACN utilizados no preparo das solugdes foi de grau HPLC. A
catalase usada para o abatimento de peroxido e para a preparacdo da amostra-
controle 5 (dgua e catalase 4%) foi preparada com no maximo trés dias de

antecedéncia da realizacao dos testes.



83

Solugdo tratada: Agua de osmose + ACN 0,2%

@ Solucdo tratada: Agua de osmose + MeOH 0,2%

Solucéo tratada: Agua de osmose + ACN 0,2% +
12 mg L1 H,0,

Solugdo tratada: Agua de osmose + MeOH 0,2%
+12 mg L' H,0,

Solugdo ndo tratada: 1 gota de catalase 4% em
250 mL de dgua de osmose

Solugdo ndo tratada: Agua de osmose +
ACN0,2% +12 mgL*H,0,

Solugdo n3o tratada: Agua de osmose +
MeOH 0,2%

Figura 20 — Fluxograma da preparacdo das solucbes d as
amostras-controle.

Controle 4

Controle 6

A Tabela 12 apresenta os resultados dos ensaios em relagédo a imobilidade

dos organismos.

Tabela 12 — Imobilidade média (%) em D. magna apds exposi¢do as amostras-controle.

(Continua)
Média de organismos Imobilizacéo
Amostras oL
imoveis (n=30) (%)
Controle 1
10 100
(H,O osmose + 0,2% de ACN - tratada)
Controle 2
10 100
(H,O osmose + 0,2% MeOH - tratada)
Controle 3
(H,O osmose + 0,2% de ACN + 12 mg L ™ H,0, 10 100

- tratada)
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Tabela 15 - Imobilidade média (%) em D. magna apds exposi¢cao as amostras-controle.

(concluséo)

Média de organismos Imobilizacéo
Amostras L
imoveis (n=30) (%)
Controle 4 10
(H,O osmose + 0,2% MeOH + 12 mg L 1 H,O, - 100
tratada)
Controle 5
10 100
(catalase 4% + H ,O osmose - sem tratamento)
Controle 6 1,3
(H,O osmose + 0,2% de ACN + 12 mg L 1 H,0, - 13,3
sem tratamento)
Controle 7
0 0

H,O osmose + 0,2% MeOH - sem tratamento)

Com excecao da amostra de metanol 0,2%, referente ao controle 7, todas as
amostras testadas apresentaram imobilidade acima de 10%. Com esses resultados
foi possivel verificar que os solventes organicos ACN e metanol ndo apresentam
ecotoxicidade aguda a D. magna na propor¢cdo minima de 0,2%, porém, apds o
tratamento, seja por radiacdo UVC ou por processo UV/H,0,, efeitos agudos foram
observados, resultando em 100% de imobilidade dos organismos.

No caso dos tratamentos com ACN em solugédo, acredita-se que este
resultado possa ser devido a formacao de pequena quantidade de cianeto, o qual é
considerado toéxico, principalmente para organismos aquaticos. A formacao de
cianeto, em presenca de radicais hidroxila, bem como os demais subprodutos de
degradacgéo da acetonitrila pode ser explicada pelas equacdes 18 a 21, descritas em
trabalho realizado por Addamo et al. (2005).

CH3CN + HO'= CH30H + CN’ (18)
CN+2O0H +H'=CNO +H,0 (19)
CN’+ OH= CN'+ HO' (20)

CNO™ + 10 OH +8h*=CO03 + NO* +5H,0 (21)
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Addamo et al. (2005) estudaram a degradacao fotocatalitica da ACN em
suspensao de TiO,, onde foi observada a formacdo de ions cianato e carbonato, e
dos ions cianeto, nitrito, nitrato e metanoato, em menor quantidade. Estes
compostos também foram observados em trabalho de Augugliaro et al. (2004).

Em relacdo ao tratamento da solugdo contendo metanol, a toxicidade
elevada pode ser explicada pela formacdo de metanal (HCOH), o qual é toxico para
organismos aquaticos, até mesmo para vertebrados superiores (CETESB, 2016),
sendo rapidamente absorvido no trato respiratorio e gastrointestinal.

Também de acordo com Addamo et al. (2005), a oxidacdo do metanol
dissolvido em &gua por TiO,, em presenca de radicais hidroxila, pode seguir as

seguintes rotas, de acordo com as equacoes 22 a 24:

CH3OH + 2 HO'= HCOH + 2 H,0 (22)
HCOH + 30H+ 2 h*= HCOO™ + 2 H,0 (23)
HCOO ™+ 30H +2h"=CO3+ 2 H,0 (24)

Essas rotas de degradacdo da ACN e do metanol das equacdes 18 a 24
foram propostas para a degradacao dos solventes em presenca de radical hidroxila,
porém a toxicidade de amostras tratadas apenas por radiacdo UVC tambéem
apresentaram ecotoxicidade elevada, o que sugere também a formacdo de
subprodutos téxicos.

A amostra contendo apenas catalase 4% também apresentou efeito toxico
para D. magna, imobilizando 100% dos organismos. Contudo, em artigo publicado
por Olmez-Hanci, Arslan-Alaton e Dursun (2014), néo foi observado efeito téxico de
solucées de catalase (2500 U L) e de solucdes de peréxido de hidrogénio abatido
com catalase, ambos em pH 7,0 £ 0,2.

Dessa forma, uma das hipoteses que justifigue a ecotoxicidade aguda da
solucdo € uma possivel contaminacdo da catalase por fungos, uma vez que a
solucdo preparada era utilizada até uma semana apds o preparo. Ressalta-se que
foi observada contaminacéo (pontos pretos na solucdo) em solucdes estocadas por

mais de duas semanas.
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5.4.2 Ensaios de Ecotoxicidade Aguda de Clorpirifés com Aedes aegypti

Devido aos resultados de ecotoxicidade aguda com D. magna nos ensaios
com diferentes propor¢des de ACN, foi inicialmente conduzido um ensaio com 0,2%
de ACN em solucdo (v/v), objetivando verificar possiveis efeitos agudos da ACN
para A. aegypti.

O ensaio foi realizado com um total de 60 larvas no terceiro/quarto estadio,
expostas a solugdo de ACN a 0,2% por 24 horas. Apos esse periodo, ndo foi
verificada imobilidade de nenhuma larva, tanto daquelas expostas a solugado quanto
as do controle (agua de osmose).

Como a ACN néao influenciou na imobilidade dos organismos, foram
conduzidos os ensaios preliminar e definitivo com amostras aquosas de CP (0,2%
de ACN), a fim de determinar a CEso. Os ensaios com A. aegypti ndo apresentaram
imobilidade maior que 20% nos controles, validando os resultados obtidos.

Os testes preliminares de ecotoxicidade foram conduzidos em triplicata com
20 organismos em cada béquer, conforme modificagdo da metodologia da OMS
(1981). Para o teste preliminar foram preparadas solucdes aquosas de CP (0,2% de
ACN) nas seguintes concentracdes: 0,2; 2; 20 e 200 pg L™

ApoOs a exposicdo, houve 6,7% de imobilidade para a concentracdo de 0,2
ng L. Nas demais concentracdes a imobilidade atingiu 100%. Dessa forma, um
ensaio definitivo foi realizado com cinco concentracdes variando de 0,2 a 2 pg L™
Os resultados deste ensaio séo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Imobilidade (%) de larvas de A. aegypti apds exposicédo a diferentes concentracdes

de CP.
Replicata CT 02ug L™ 0,5ug L™ 08ugL™ 10pgL™  20ugL™
1 (n=20) 1 2 7 6 16 17
2 (n=20) 0 3 7 11 15 18
3 (n=20) 0 1 7 11 15 20
Média 0,3 2 7 9,3 15,3 18,3
Imobilidade (%) 1,7 10 35 46,7 76,7 91,7

Nota: CT: controle negativo.
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A partir destes resultados, foi calculada a CEsy do CP de 0,84 pg L™ A
Figura 21 apresenta o grafico da curva da concentracdo-resposta ap0s 24 horas,

resultante do teste estatistico de Probitos.
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Figura 21 — Grafico de Probitos para A. aegypti apés 24h do ensaio
ecotoxicoldgico definitivo.

Embora a CEsg calculada para o A. aegypti tenha sido maior do que para a
D. magna, o organismo em estagio larval se mostrou mais sensivel para as baixas

concentracOes de CP avaliadas neste trabalho.

54.2.1 Ecotoxicidade Aguda em A. aegypti de Amostras Tratadas de

Clorpirifés

SolucBes aquosas de CP (CP=200 ug L™ + 0,2% de ACN) tratadas por
radiacdo UVC e pelo processo UV/H,0,, foram avaliadas quanto a ecotoxicidade
apos os processos de degradacao.

Os ensaios foram realizados em triplicata com 20 organismos cada réplica.

Para estes ensaios foram coletadas aliquotas das solu¢fes tratadas nos tempos 120
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e 180 minutos. Os resultados dos ensaios sdo apresentados na Tabela 14, para
tratamento UVC e UV/H,0..

Tabela 14 — Imobilidade média (%) de larvas de  A. aegypti apds exposicao
a amostras tratadas por processo UVC e UV/H ,0,.

Tempo de tratamento UVC (min)

Replicata CT
0 120 180
1 (n=20) 0 20 20 1
2 (n=20) 0 20 17 2
3 (n=20) 1 20 18 0
Média 0,3 20 18,3 1
Imobilizacdo (%) 1,7 100 91,7 5
) Tempo de tratamento  UV/H,O, (min)
Replicata CT
0 120 180
1 (n=20) 0 20 14 20
2 (n=20) 0 20 17 20
3 (n=20) 1 20 18 19
Média 0,3 20 16,3 19,7
Imobilizacdo (%) 1,7 100 81,7 98,3

Nota: CT: controle negativo.

Nos ensaios com larvas de A. aegypti foi verificado que, embora em 120 e
180 minutos nédo tenha sido detectado CP nas amostras analisadas através de
HPLC-DAD, apos o final do tratamento por UVC a amostra ndo foi considerada
toxica, uma vez que a reducdo da imobilidade em relacdo ao tempo zero foi de 95%.
Em contrapartida, a amostra tratada por UV/H,O, apresentou imobilidade muito
proxima de 100% ao final de 180 minutos de tratamento, resultando numa reducao

da toxicidade de apenas 1,7%, conforme possivel verificar na Figura 22.
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Figura 22 — Imobilidade média (%) de larvas de  A. aegypti e
degradacédo de CP por UVC e por processo UV/H ,0,.

Da mesma forma como ocorrido nos ensaios com D. magna, levantou-se a
hipétese da formagcdo de subprodutos mais toxicos durante o processo de
tratamento por processo UV/H,0,, sendo esses subprodutos originados a partir da
degradacéo do CP ou dos compostos presentes na solucéo, tal como a acetonitrila.

Dessa forma, ensaios com as amostras-controle dos tratamentos foram

conduzidos, conforme realizado com D. magna.

5.4.5.2 Ecotoxicidade das Amostras-controle em A. aegypti

Os ensaios foram conduzidos em triplicata, com 20 organismos em cada
béquer, sendo avaliada a imobilidade dos organismos em cada amostra. Foram
preparadas amostras-controle dos tratamentos, solucdo de catalase e solucdo de
metanol 0,2%. As solugbes das amostras-controle dos tratamentos foram tratados
por 180 minutos e ajustado o pH para 7-8 com NaOH e HCI. A Tabela 15 apresenta

os resultados dos ensaios.
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Tabela 15 — Imobilidade média (%) de larvas de  A. aegypti expostas as amostras-controle.

Média iméveis

Amostras Imobilidade (%)
(n=60)
Controle 1
0,7 2,7
(H,O osmose + 0,2% de ACN - tratada)
Controle 2
3,7 18,3
(H,O osmose + 0,2% MeOH - tratada)
Controle 3
(H,O osmose + 0,2% de ACN + 12 mg L 1 H,0, - 20 100
tratada)
Controle 4
(H,O osmose + 0,2% MeOH + 12 mg L 1 H,O, - 2,3 11,7
tratada)
Controle 5
0,3 1,7

(catalase 4% + H ,O osmose - sem tratamento)

Controle 7
1,7 8,3
H,0O osmose + 0,2% MeOH - sem tratamento)

De todas as amostras testadas, apenas a referente ao controle do
tratamento pelo processo UV/H,0, com ACN (agua de osmose + 12 mg L™ H,0, +
0,2% de ACN), referente ao controle 3, apresentou elevada imobilidade, neste caso
de 100%.

Este resultado pode ser explicado pela formacédo de pequena quantidade de
cianeto, o qual € considerado toxico, principalmente para organismos aquaticos,
conforme ja explicado anteriormente, com base no trabalho de Addamo et al. (2005).

Embora néo tenha sido possivel identificar subprodutos de degradacao pelo
método cromatografico desenvolvido (HPLC-DAD), os ensaios de ecotoxicidade
aguda com D. magna e A. aegypti confirmaram que a toxicidade aguda da amostra
tratada pelo processo UV/H,0, foi ocasionada, em grande parte, pela formacéo de
subprodutos da ACN. N&o se sabe se houve ou ndo contribuicdo destes possiveis
subprodutos gerados na ecotoxicidade aguda das solucfes tratadas em ambos os

processos de tratamento.
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5.4.3 Ensaios de Ecotoxicidade Aguda de Clorpirifés com Danio rerio

Os peixes foram aclimatados durante 15 dias, conforme NBR 15088 (ABNT,
2011), e neste periodo parametros fisico-quimicos foram monitorados a fim de
manter a qualidade da agua. Os parametros monitorados foram: temperatura,
oxigénio dissolvido (OD), dureza e pH. Os mesmos parametros também foram
monitorados durante os ensaios de ecotoxicidade. Os resultados das analises sao
apresentados na Tabela 16 e comparados com os valores determinados pela NBR
15088 (ABNT, 2011).

Tabela 16 — Parametros fisico-quimicos monitorados durantes as etapas
de aclimatacdo e durante os testes de ecotoxicidade aguda

com D. rerio.
Parametros Aclimatacéo NBR 15088/11
Temperatura (°C) * 22,97+ 1,24 23-27
pH 7,81+ 0,11 70-7,6
Dureza (mg CaCO;L™) 4537+ 4,08 40 — 48
oD (mgO L™ 5,7+ 0,4 >5

Nota: (*): temperatura controlada com auxilio de te  rmostato.

Durante o periodo de aclimatagdo, as concentracbes de amobnia foram
superiores a 2,0 mg L™ [NH3-N], sendo este valor considerado muito elevado. Cavas
(2011) reportou uma concentragéo de 0.001 mg L™ [NHs-N] durante a aclimatacéo
do peixe Carassius auratus.

Para a realizacao do teste de ecotoxicidade aguda do CP foi definida a faixa
de concentracéo de 0,2 a 200 pg L™ (solucdo aquosa + 0,2% de ACN). Apds 96h de
exposicdo ao CP, com renovacao diaria da solu¢cdo, nenhum organismo morreu, ndo
sendo possivel calcular a CLsp, na faixa de concentracdo definida de 0,2 a 200
ug L

Embora nao tenha havido mortalidade de nenhum peixe, este resultado pode
ser comparado com o resultado obtido por Rodriguez-Fuentes et al. (2015), onde

foram expostos individuos neonatos de D. rerio ao CP na concentracdo de 200 e
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400 pg L. Os resultados indicaram que em 200 pg L™ houve mortalidade de apenas
4,17% dos organismos. Desta forma, a maxima concentracdo de CP testada néo foi
suficiente para se observar a toxicidade aguda em D. rerio.

Durante o periodo de exposicdo (em 24 e 72 horas), foram coletadas
amostras das solucdes de CP de 200 e 20 pg L™ para serem analisadas em HPLC-
DAD. As concentracdes de 2 e 0,2 ug L™ ndo foram analisadas, pois encontraram-se
abaixo do LQ do método cromatogréfico.

Os resultados das analises indicaram que em ambas as amostras a
concentracdo de CP encontrava-se abaixo do LD do método analitico, mesmo sendo
realizada a reposicdo das solucdes a cada 24 horas, sugerindo a absorcdo do

composto pelos organismos-teste.

5.4.4 Ensaios de Genotoxicidade de Clorpirifés com Danio rerio

O método para avaliacdo da ecotoxicidade aguda de amostras liquidas para
D. rerio € determinado pela NBR 15088 (ABNT, 2011). Porém, para ensaios de
genotoxicidade de amostras liquidas com peixes, ndo ha nenhum protocolo nacional
ou internacional que oriente e descreva uma metodologia para conducdo dos
ensaios.

Desta forma, neste trabalho foram realizados dois diferentes ensaios para
avaliacdo dos efeitos genotoxicos do CP em D. rerio. O primeiro foi realizado
seguindo a metodologia descrita na NBR 15088 e o segundo, baseado em
metodologias descritas em artigos (JIN et al., 2011; ADEYEMI; MARTINS-JUNIOR;
BARBOSA JR, 2015; ROCCO et al.,, 2015). O Quadro 7 descreve a etapa de

aclimatacéo e testes nos dois ensaios realizados.
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Parametros 1° Ensaio 2° Ensaio
Tempo de aclimatacdo 15 dias 30 dias
Agua de aclimatagéo Agua de diluicdo (NBR 15088) Agua filtrada e declorada
Alimentacéo Racado em flocos para peixe Filhotes de D. magna
Tempo de exposigdo 96 horas 96 horas
Agua para realizacio dos i )
testes Agua de diluicdo (NBR 15088) Agua filtrada e declorada

Quadro 7 — Descricdo das etapas de aclimatacdo e ex posicdo das amostras nos ensaios
de genotoxicidade com D. rerio.

No primeiro ensaio, foram empregados 0s mesmos organismos expostos ao
ensaio de ecotoxicidade aguda. Ao final de 96h de exposi¢cdo ao CP, os organismos
foram anestesiados e sacrificados, tendo sido coletadas amostras de sangue para a
realizacdo do ensaio cometa, segundo metodologia descrita por Speit e Hartmann
(1999) com alteracbes de Ramsdorf (2007). O ensaio cometa foi realizado em
quintuplicata, considerando cada um dos peixes como uma réplica.

Durante o manuseio dos peixes foi verificado que alguns organismos
expostos as concentracdes de CP apresentaram descamamento, contudo, ndo se
pode afirmar que este seja um efeito gerado pela exposicdo ao contaminante.
Nenhum comportamento anormal ou efeito morfologico foi verificado nos organismos
expostos.

As laminas preparadas com amostras de sangue de cada réplica (n=5), apds
corrida eletroforética e coloragdo com brometo de etidio, foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400 vezes. Foram analisados 100
nucleoides e estes classificados visualmente de acordo com o dano ao DNA nuclear
(0O a 4). Foram calculados os escores de cada organismo, conforme apresentado na
Figura 23, e os resultados foram analisados pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis

para amostras ndo paramétricas.
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Figura 23 — Média dos escores (colunas) e desvios p  adrdo (barra de erro) dos danos celulares
analisados no 1° ensaio cometa (p=0,5742).
Nota: CT: agua de diluicdo; CT ACN: agua de diluicA o + 0,2% de acetonitrila.

Ao analisar a média dos escores calculados para cada grupo amostral,
percebe-se que todas as amostras de CP apresentaram danos maiores em relacao
ao controle (CT). Contudo, de acordo com o teste estatistico ndo houve diferenca
significativa entre as amostras contendo CP, o controle negativo e do solvente
(p>0,05). Observou-se também uma grande variacdo entre os resultados dos
escores das réplicas do CT.

Possivelmente, ndo foi possivel observar diferenca estatistica entre as
amostras devido ao alto valor do escore (>200) observado para o controle (agua de
diluicdo). Valor alto do escore do controle também foi observado por Domingues et
al. (2010) em ensaio de genotoxicidade com D. rerio, onde 0s escores obtidos nas
amostras do controle encontravam-se proximos a 100.

Devido ao resultado obtido, levantou-se a hipGtese de que o tempo de
aclimatacdo dos organismos nao tenha sido suficiente para a depuracédo dos danos
do material genético dos peixes, uma vez que reacdes quimicas no seu organismo
podem ser desencadeadas pelo estresse sofrido em condicfes de ndo adaptacdo a
um novo ambiente (FRANCA, 2007). Desta forma, um segundo ensaio foi realizado

com novos organismos, aclimatados por 30 dias.
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Neste segundo ensaio, optou-se por realizar a aclimatacdo com agua filtrada
e declorada e a alimentacéo foi realizada com filhotes de D. magna a fim de reduzir
a acumulacdo de matéria organica proveniente da racdo de peixe, e
consequentemente reduzindo a concentracdo de amonia proveniente do material
degradado.

Para este segundo ensaio foram preparadas solu¢des aquosas de CP (0,2%
de ACN) (200 pg L) antes e apés tratamento por radiacdo UVC e processo
UV/H,0,. Sete organismos foram expostos em cada uma das amostras que
continham 2 L de solugédo, com excegdo das amostras tratadas, devido ao menor
volume gerado (1 L). Nestas, foram expostos quatro organismos.

Durante a aclimatacédo dos peixes, foram monitorados temperatura, oxigénio
dissolvido (OD), dureza e pH. Os resultados das analises sdo apresentados na
Tabela 17 e comparados com os valores determinados pela NBR 15088 (ABNT,
2011).

Tabela 17 — Parémetros fisico-quimicos monitorados durantes as
etapas de aclimatacdo e de testes com D. rerio no
segundo ensaio.

Parametros Aclimatacéo NBR 15088/11
Temperatura (°C) * 249+1,2 23-27
pH 7,49 £ 0,19 70-7,6
Dureza (mg CaCOsL™) 62,19 +1,41 40 — 48
oD (mgO L™ 5,99 + 0,41 >5

Nota: (*): temperatura controlada com auxilio de te  rmostato.

Decorridos 30 dias de aclimatacéo, os peixes foram colocados em béqueres
contendo as solugfes tratadas e néo tratadas de CP, e nos béqueres do controle
(agua filtrada e declorada) e do controle do solvente (agua filtrada e declorada +
0,2% de ACN).

ApoOs aproximadamente 5 minutos, todos 0s peixes expostos a amostra da
solugdo de CP tratada por processo UV/H,O, morreram, enquanto que 0s peixes
expostos a amostra tratada por radiacdo UVC apresentaram apenas reducdo da

mobilidade. Todos os peixes mortos apresentaram manchas vermelhas na regiao
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abaixo da cabeca e proximo as branquias, caracteristico de hemorragia interna,

conforme verificado na Figura 24.

Figura 24 — Hemorragia causada apds exposicdo a amo  stra tratada por processo UV/H ,0, (180
minutos).

Devido ao resultado obtido, uma solucdo da amostra-controle do processo
UV/H,0, (Agua de osmose + 12 mg L™ H,0, + 0,2% de ACN) foi tratada por 180
minutos e o peréxido de hidrogénio abatido com catalase 4%. Quatro organismos
foram expostos a esta solucdo. Todos 0s peixes morreram e apresentaram sinais de
hemorragia, indicando que a mortalidade foi ocasionada pela exposicdo aos
subprodutos de degradacéao da acetontrila gerados pelo tratamento UV/H;0..

Este resultado corrobora os resultados dos ensaios de ecotoxicidade aguda
com D. magna e A. aegypti e possibilita confirmar a hipotese da formacgéo de
subproduto da ACN, possivelmente ion cianeto.

O ion CN" pode ser absorvido por inalacdo, exposicdo oral ou dérmica,
sendo rapidamente absorvido e alcancando diversos tecidos, principalmente através
dos eritrdcitos (células sanguineas). Ao entrar na célula, o cianeto interrompe a
atividade respiratéria, causando andxia celular (ZACARIAS, 2009).

Quanto as demais amostras, controle negativo (CT), controle negativo com
ACN (CT ACN), CP 200 pg L™* e CP 200 pg L™ tratado por radiacdo UVC, os peixes

foram anestesiados e sacrificados apds 96 horas de exposicdo. Amostras de sangue
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foram coletas para a realizagdo do ensaio cometa. A Figura 25 apresenta 0s
resultados dos escores de cada amostra.

400
350 ]
300
250 ]
200 ]
150 |

100

Escores do Ensaio Cometa

50

CT CT CP Tratm.
ACN 200 ug L™ uvc

Grupos

Figura 25 — Média dos escores (colunas) e desvios p  adrdo (barra de erro) dos danos celulares
analisados no 2° ensaio cometa (p=0,1545).

Os valores de escores obtidos foram elevados para todas as amostras,
inclusive para as amostras dos controles, estando acima de 350. De acordo com o
teste estatistico, ndo houve diferenca significativa entre as amostras contendo CP
tratado por radiacdo UVC e ndo tratado (CP=200 pg L™), o controle negativo e do
solvente (p>0,05).

Neste segundo ensaio foi verificada uma variagdo menor dos escores de
cada réplica dentro de uma mesma amostra (desvio padrdo menor), contudo houve
aumento dos valores das médias dos escores em relagdo ao ensaio anterior,
principalmente para a amostra do controle.

Essa diferenca pode ser observada na Figura 26, onde é possivel verificar
gue entre os dois diferentes ensaios houve diferenca estatistica (para amostras
iguais em ambos os ensaios) (p<0,05).

O aumento dos escores nas amostras do segundo ensaio pode ser
justificado pela interferéncia da agua de aclimatacéo e do preparo das solu¢des nao

tratadas com agua filtrada e declorada. Embora a agua utilizada n&o tivesse
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presenca de cloro, outros compostos dissolvidos na agua podem ter influenciado sua

gualidade e consequentemente no resultado do ensaio cometa.

I 1° ensaio
I 2° ensaio
400 — b

Escores do Ensaio Cometa

CT CT CP
ACN 200 pg L
Grupos

Figura 26 — Comparacao das médias dos escores dos d anos celulares analisados no 1° e 2°
ensaio cometa.

Nota: Diferentes letras indicam diferenca estatisti ca (p<0,05), letras iguais nao indicam

diferenca estatistica entre amostras (p>0,05).

Nao h& na literatura informag6es referentes a interferéncia da qualidade da
agua nos resultados de ensaio cometa. Contudo, ao se trabalhar com peixes,
principalmente ornamentais, muitos fatores podem causar 0 estresse nestes
organismos: compostos nitrogenados, variacbes de temperatura e pH da agua,
manuseio frequente dos peixes, alimentacdo pobre em vitaminas e nutrientes, e
possiveis doencas (FRANCA, 2007).

Nestes ensaios, todos estes fatores foram controlados, principalmente
dureza, pH, temperatura e amodnia. Para evitar a formagdo de amoénia, a matéria
fecal e restos de comida foram sifonados diariamente. As medi¢cées de amodnia ao

longo do periodo de aclimatacao variaram de 0,01 a 0,87 mgL™ [NH3-N].
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5.4.5 Ensaios de Fitotoxicidade de Clorpirifés com Lactuca sativa

Preliminarmente as amostras de CP, foram preparadas solucdes de ACN
nas proporg¢des 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1,0% (v/v) a fim de verificar o efeito da ACN
na germinagao das sementes de alface.

Apos 5 dias de incubacéao, verificou-se efeito de inibicdo do crescimento das
radiculas somente na concentracdo de 1,0%. Nas demais concentracfes nao houve
efeito significativo.

Sendo assim, foram realizados ensaios com solu¢cdes aquosas de CP com
0,2% de ACN. Para o ensaio preliminar foi definida uma faixa ampla de
concentracdo do CP (0,02 a 200 pg L™). Os resultados foram avaliados de acordo
com os IG (indices de germinacao) e ICR (indices de crescimento relativo) de cada
concentragdo em relacdo ao controle negativo. Os resultados séo apresentados na
Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados do ensaio preliminar de fito  toxicidade do clorpirifés (CP 0,02 a 200 ug
LY em solucdo aquosa + 0,2% de ACN) em L. sativa.

Amostras Comprimento das raizes ( cm) CV (%) IG (%) ICR Efeito
CT 3,4+0,9 27,2 - - _
200 pg L* 3,2+0,7 24,1 96 1,0 ENS
20 pg L 3,6+0,9 25,0 107,9 1,1 ENS
2ugL? 3,8+0,5 14,1 116,6 1,1 ENS
0,2ug L™t 3,6+0,9 25,6 99 1,1 ENS
0,02 ug L™ 3,7+0,8 22,9 99 1,1 ENS

Nota: CT: controle negativo; CV: coeficiente de var  iacdo; (IG) = indice de germinacéo; (ICR) =
indice de crescimento relativo; (ENS) = efeito ndo  significativo; (-) : ndo calculado.

Através do teste estatistico ANOVA (95% de confianga) ndo houve diferenca
estatistica entre as amostras (p>0,05), confirmando os resultados avaliados pelo
ICR. Como as sementes de L. sativa ndo apresentaram fitotoxicidade para a faixa de
concentracdo de CP avaliada, ndo foi realizado ensaio definitivo com solucdes de
CP.
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Este resultado pode estar relacionado as baixas concentracbes de CP
analisadas, 0 que poderia ser insuficiente para causar algum efeito sobre o processo
de germinacdo das sementes e crescimento das radiculas. Estudos semelhantes
avaliaram a fitotoxicidade de CP em sementes de mostarda branca (Sinapis alba L.)
e de milho (Zea mayzs L.) (GVOZDENAC; INDIC; VUKOVIC, 2013). Concentracdes
acima de 0,05 pg L™ ndo afetaram a germinacdo das sementes de milho, enquanto
para sementes de mostarda branca houve efeito inibitorio de crescimento.

Ja o estudo realizado por Garcia et al. (2009), avaliou os efeitos toxicos de
efluentes téxteis tratados por processo TiO,/H,O, em sementes de alface. As
concentracdes de corantes ndo causaram efeito significativos.

Embora néo tenha sido verificada fitotoxicidade das amostras nao tratadas
de clorpirifés, foi realizado ensaio com solugdes tratadas por UVC e pelo processo
UV/H,0,, a fim de verificar se apds o tratamento houve geracdo de subprodutos

mais toxicos capazes de inibir o crescimento das sementes.

5.45.1 Fitotoxicidade em L. sativa de Amostras Tratadas de Clorpirifos

Os ensaios foram conduzidos em triplicata com 17 sementes por réplica. As
solucdes aquosas de CP (0,2% de ACN) foram tratadas por radiacdo UVC e por
processo UV/H,0O, durante 180 minutos, sendo ajustado o pH das solugbes para
aproximadamente 7 apds o tratamento.

Os resultados dos ensaios de fitotoxicidade de amostras tratadas por 180

minutos sédo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 - Resultados do ensaio de fitotoxicidade do clorpirifés (CP 200 ug L ™ em solugéo
aquosa + 0,2% de ACN) apés tratamento (180 min) por  radiacdo UVC e processo
UV/H,0, em L. sativa.

Amostras Comprimento das raizes (cm) CV (%) IG (%) ICR  Efeito
CT1 3,3+0,9 26,1 R R -
Tratamento UVC 2,2+0,5 23,7 103,8 0,7 El
CT2 2,8+0,6 22,8 - - -
Tratamento UV/H,O, 2,0+£0,5 24,3 106,0 0,7 El

Nota: CT 1: controle negativo realizado para o0 ensa i0 com amostras tratadas por radiacdo
UVC; CT 2: controle negativo realizado para o ensai 0 com amostras tratadas por processo
UV/H,0,; CV: coeficiente de variagdo; (IG) = indice de ger minacdo; (ICR) = indice de
crescimento relativo; (El) = efeito de inibi¢ao; - : ndo calculado.

As solucbes de CP tratadas por ambos 0s processos resultaram na inibicao
do crescimento das radiculas, conforme esperado com base nos ensaios realizados
com os demais organismos testes. Embora o solvente organico acetonitrila e o
proprio CP sem tratamento, ndo tenham apresentado fitotoxicidade para as
sementes de L. sativa, a geracdo de subprodutos de degradacao interferiu

negativamente no desenvolvimento das sementes.

545.2 Ecotoxicidade das Amostras-controle em L. sativa

Devido aos resultados de inibicdo do crescimento das radiculas apos
exposicao as solucdes tratadas de CP e devido aos resultados obtidos em ensaios
com D. magna, A. aegypti e D. rerio, foram preparadas solu¢cdes das amostras-
controle de tratamento (solu¢gbes sem CP, em acetonitrila).

As solucgbes preparadas com o solvente metanol ndo foram empregadas
nestes ensaios, uma vez que, atraves dos ensaios de ecotoxicidade aguda
realizados com os demais organismos teste, ndo foi verificado efeito téxico
significativo das solugdes contendo este solvente.

As solucdes das amostras-controle dos tratamentos foram tratados por 180
minutos e ajustado o pH proximo a 7 com NaOH e HCI. A Tabela 20 apresenta os

resultados dos ensaios.
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Tabela 20 — Resultados do ensaio de fitotoxicidade de sementes de L. sativa expostas as
amostras-controle tratadas por 180 minutos.

Comprimento das

Amostras CV (%) IG (%) ICR Efeito
raizes (cm)
CT1 2,9+0,6 22,2 - - -
H,O osmose + 0,2% de ACN 2,8+0,6 22,7 102,0 1,0 ENS
CT2 2,6+0,8 30,2 - - -

H,O osmose + 0,2% de ACN +

4 15+04 29,0 102,1 0,6 El
12mg L™ H,0,

Nota: CT 1: controle negativo realizado para o ensa i0 com amostras tratadas por radiacdo
UVC; CT 2: controle negativo realizado para o ensai 0 com amostras tratadas por processo
UV/H,0,; CV: coeficiente de variacdo; (IG) = indice de ger minacdo; (ICR) = indice de
crescimento relativo; (ENS): efeito ndo significati vo; (El) = efeito de inibicao; - : ndo calculado.

Da mesma forma como constatado nos bioensaios de ecotoxicidade aguda,
foi observada fitotoxicidade para as sementes de L. sativa em amostras isentas de
CP, tratadas por processo UV/H,O,, resultando na inibicdo do crescimento das
radiculas. Na amostra tratada por radiacdo UVC ndo houve efeito significativo,
indicando desta forma que, o efeito toxico resultou da formacéao de subprodutos da
ACN.

Através dos ensaios conduzidos com L. sativa foi observada a importancia
da avaliacdo da ecotoxicidade de contaminantes ou de efluentes apds o tratamento,
uma vez que, ao se avaliar a fitotoxicidade de amostras ndo tratadas, ndo foi
verificado efeito inibitdrio ou de crescimento, enquanto que para as amostras

tratadas, constatou-se efeito inibitorio.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho teve como enfoque avaliar a degradacdo do CP (padréo,
99,9% de pureza) em agua de osmose, em concentracdo similar a encontrada no
meio ambiente.

Para tanto, foi avaliado inicialmente a solubilidade do composto puro em
agua de osmose e em outros tipos de agua (de torneira, mineral e superficial).
Através dos testes de solubilidade realizados, foi verificado que o CP apresenta
baixa solubilidade em agua, quando ndo ha adicdo de solventes organicos. Este
resultado contradiz a literatura, que indica uma solubilidade de até 1,05 mg L™.

Desta forma, verificou-se que para a concentracdo de CP empregada neste
estudo (200 pg L™), foi necessério preparar a solugdo do composto em acetonitrila,
de forma que em agua a proporcdo de solvente fosse no minimo 0,2% (v/v),
suficiente para manter a solubilidade do CP em meio aquoso.

A degradacdo do CP foi realizada por fotdlise direta (radiacdo UVC) e por
processo UV/H,0,, com a lampada suspensa a 10 cm da solugdo, a fim de
possibilitar o monitoramento do CP ao longo dos tratamentos, até 180 minutos.

Foi possivel detectar o CP até 60 e 20 minutos, durante os tratamentos por
radiagdo UVC e processo UV/H,0,, respectivamente. Este resultado demonstrou
gue O processo oxidativo degradou o composto mais rapidamente, conforme
comprovado pela constante de velocidade de reacdo k, calculado em 0,119 min™
pelo processo UV/H,O, e 0,053 pela radiacdo UVC. A eficiéncia de tratamento
obtida foi superior a 97% ao final de ambos os processos. Contudo, verificou-se a
necessidade de monitorar a toxicidade do CP antes e ap0s os tratamentos.

Em ensaios ecotoxicolégicos, foram avaliados quatro organismos teste para
ensaios de fitotoxicidade, ecotoxicidade aguda e genotoxicidade, em diferentes
niveis troéficos: sementes de Daphnia magna, larvas de Aedes aegypti, Danio rerio e
Lactuca sativa.

Nos ensaios de ecotoxicidade aguda em D. magna e A. aegypti, ambos 0s
organismos foram sensiveis as amostras testadas, sendo possivel calcular as
respectivas CEso. ApOs o tratamento de solugbes aquosas de CP, foi observado
elevado efeito toxico (100% de imobilidade) das amostras tratadas para D. magna,

por ambos 0s processos de tratamento. Ja& em ensaios com A. aegypti, foi
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observado elevada toxicidade (>90% de imobilidade) para a amostra tratada pelo
processo UV/H,0,, apds 180 minutos de tratamento.

Ensaios com amostras-controle dos tratamentos indicaram que a toxicidade
elevada das amostras tratadas pelo processo oxidativo provavelmente € proveniente
da formacéo de subprodutos da degradacao da acetonitrila, (p.e. ion cianeto).

Ensaios de genotoxicidade com D. rerio ndo indicaram efeitos genotdxicos
das amostras de CP antes e apo0s os tratamentos. Ressalta-se que a amostra
tratada por processo UV/H,0O, causou a mortalidade de todos 0s peixes expostos,
bem como a amostra-controle de tratamento, indicando novamente que os efeitos
toxicos da amostra tratada pelo processo UV/H,0, sédo provenientes da presenca de
subprodutos de degradacao da acetonitrila.

Através dos ensaios de fitotoxicidade em sementes de L. sativa foi
observada fitotoxicidade das amostras tratadas por ambos 0s processos de
tratamento, sugerindo a formagdo de subprodutos mais toxicos durante o
tratamento.

Embora ndo tenha sido possivel detectar possiveis subprodutos de
degradacéo do CP ao longo do tratamento devido ao método analitico desenvolvido,
0s ensaios de ecotoxicidade realizados durante e apds o tratamento demonstraram
efeito toxico das amostras, resultados estes que evidenciam a necessidade de se
usar ensaios ecotoxicologicos na avaliagdo de amostras tratadas com AOP.

Através deste estudo foi observado que a ecotoxicidade do CP puro em
solugdo ndo provém, em maior parte, de seus metabdlitos, mas sim dos subprodutos
de degradacao do solvente utilizado para proporcionar a solubilizacdo do agrotoxico.
Esse resultado demonstra que os efeitos ecotoxicolégicos de uma solucdo devem
ser avaliados nao apenas em relacdo ao composto de interesse, mas sim a todos os
componentes de uma solugao.

A partir destes resultados, sugerem-se estudos posteriores para avaliar 0os
possiveis subprodutos do CP e de solventes organicos ap0s o tratamento, bem
como a avaliacdo de parametros bioquimicos, como a AChE, a fim de confirmar a
toxicidade do CP apés o tratamento com diferentes parametros bioquimicos e

organismos de niveis tréficos.
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APENDICE A — Composicdo da agua de diluicdo para  Daphnia magna

Solucdes para o preparo da agua de diluicao

Reagente

Quantidade

Solucéo 1 do meio de cultivo
Solucéo 2 do meio de cultivo
Solucéo 3 do meio de cultivo

Solucéo 4 do meio de cultivo

3,2 mL para 1000 mL de solucéo
0,8 mL para 1000 mL de solucéo
0,8 mL para 1000 mL de solucéo
0,8 mL para 1000 mL de solucéo

Preparo da agua de diluicao

Para o preparo de 1000 mL de agua de diluicédo utilizar os volumes das solucdes 1 a
4 descritos acima e completar com 4gua destilada. A solucdo deve ser aerada por
pelo menos 12 horas antes da utilizacdo. O pH da agua deve estar entre 7,6 e 8,0.

Solugdes para o preparo do meio de cultivo*

Solucéo Reagente Quantidade (mg) Preparo

1 CaCl,.2H,0 73500

Dissolver e diluir a
2 MgS0,.7H,0 123300

1000 mL com agua
3 KCI 5800

processada

4 NaHCO3; 64800

* Apenas as solucdes 1 a 4, descritas pela ABNT NBR 12713:2009




121

APENDICE B - Carta controle Daphnia magna
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Figura 27- Carta-controle apresentando o graficoco  m resultados de CE 5o para a D. magna ao cloreto de potassio.
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APENDICE C — Composicdo da agua de diluicdo para  Danio rerio

Preparo das solucbes para agua de diluicdo

Quantidade
Solucéo Reagente Preparo
(mg)
1 Sulfato de célcio di- Dissolver e diluir a 1000
hidratado (CaS04.2H,0) 1500 mL com agua
processada
2 Cloreto de potéassio (KCI) 200
Bicarbonato de sédio Dissolver e diluir a 1000
(NaHCO3) 4800 mL com agua
Sulfato de magnésio hepta- 5100 processada
hidratado (MgS0O,4.7H,0)

* Conforme descrito pela NBR 15088 (ABNT, 2011)

Preparo da 4gua de diluicdo

Adicionar 20 mL da solucdo 1 e 10 mL da solucdo 2 em 970 mL de &gua processada
(destilada).




APENDICE D - Protocolo para preparacdo de agarose
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Agarose Normal (1,5%)

Quantidades para 100 mL de solucado estoque

Quantidades Produto
15¢9 Agarose normal
100 mL PBS

Etapas da preparacao:

1)Dissolver a agarose em PBS agitando por um tempo de aproximadamente 2 horas.

2) Colocar para aquecer. Pode ser em micro-ondas.

3) Quando levantar fervura desligar. Agitar a solu¢cdo em agitador magnético.

4) Deixar solidificar em temperatura ambiente.

5) Picar em pedacos e voltar a ferver. Agitar a solucéo.

6) Deixar solidificar em temperatura ambiente.

7) Repetir a etapa 5.

8)Levar para banho maria a 80°C. O banho deve ficar no nivel da agarose.

9) Mergulhar as laminas limpas na agarose, devendo alcangar a parte esmerilhada.

10) Procurar formar uma camada bem fina de agarose.

11) Retirar a lamina da agarose e limpar com papel o lado oposto ao esmerilhado.

12) Secar a lamina de um dia para o outro, em temperatura ambiente, na posicao vertical.

As laminas podem ser estocadas por varias semanas.

Agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) (0,5%)

Quantidades para 20 mL de solucdo

Quantidades Produto
01lg Agarose LMP
20 mL PBS

Etapas da preparacao:

1)Dissolver a agarose em PBS agitando bem.

2) Colocar para aquecer. Pode ser em micro-ondas.

3) Quando levantar fervura, desligar. Agitar a solugéo.

4) Deixar em banho maria a 37°C.
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APENDICE E - Protocolo para preparacdo da solucio d e lise

Solucéo de lise — Estoque

Quantidades para 1000 mL de solucao estoque

Quantidades Produto
890 mL Agua destilada/milique/deionizada
146,2 g NaCl 2,5M
37,29 Edta 100 mM
129 Tris 10 mM
8¢ NaOH sélido
10g Lauril Sarcosinato de sédio

Etapas da preparacao:

1)Misturar os 5 primeiros reagentes até dissolver bem.

2) Acertar o pH com NaOH até atingir pH 10.

3) Adicionar laurel saracosinato de sodio a solugdo, misturando bem lentamente a fim de

formar grumos.

Obs: Todo o procedimento é realizado sem aquecimento. A solucdo pode ser estocada a
temperatura ambiente, no escuro. Nestas condi¢des, a solugcdo pode ser mantida até seu

uso total.

Solugéo de lise — Uso

Quantidades para 100 mL de solucdo

1mL Triton X — 100
10 mL DMSO
89 mL Solucgédo estoque

Etapas de preparacao:

1) Misturar os reagentes em uma proveta.

2) Embalar o frasco em papel aluminio,, pois a solucdo deve ser preparadas no escuro e na

hora do uso.

3) Deixar a solu¢do na cubeta de laminas, no escuro, por 60 minutos em temperatura de

4°C, antes de colocar as laminas.

4) Colocar as laminas na cubeta e deixar de 1 a 24 horas.
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Solucdo de NaOH (300 mM)

Quantidades Produto
2169 NaOH
54 mL Agua deionizada
Solucao estoque de EDTA (200 mM)
14,89 EDTA
200 mL Agua deionizada

OBS: Corrigir o pH para 10 com NaOH

Solugéo de uso

1800 mL Agua deionizada gelada (4°C)
9 mL Solucéo de EDTA
54 mL Solugéo de NaOH

OBS: Corrigir o pH para >13 com NaOH

Etapas de preparacao:

1)Preparar a solugcéo de uso a cada vez que for realizar a eletroforese.

2) Misturar bem os reagente e conservar a solucao em geladeira.
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APENDICE G - Protocolo para preparacdo da solu¢cdo d e neutralizagéo

Tampéo de neutraliza¢éo

Quantidades Produto
24,25 g TRIS
475 mL Agua deionizada

OBS: Corrigir o pH para 7,5 com HCI
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Apresentacdo do Projeto:

Agrotodxicos organofosforados, especialmente clorpirifés, sdo téxicos devido a inibicdo da enzima AChE em animais.
Estes compostos atacam o sistema nervoso e esto associados ao estresse oxidativo, a geracao de radicais livres e a
oxidagdo de lipideos. Estes compostos ndo sdo eficientemente removidos ou degradados por sistemas de tratamento
convencionais, dessa forma tratamentos avangados necessitam ser aplicados. A partir deste problema, este trabalho
avaliard o potencial de degradacdo dos agrotéxicos clorpirifés (CP) e deltametrina (DM) por meio de processo
avangado de oxidagdo (UV/H,0,) seguido de avaliagdo da toxicidade pré e pés tratamento. O objetivo do presente
trabalho ¢ avaliar a eficiéncia do processo UV/H,0, na degradagio e remoc3o da ecotoxicidade de CP e DM em
concentragbes ambientais. Para tanto serdo realizados bioensaios com trés diferentes organismos: Lactuta sativa
(semente de alface), Daphnia magna e Astyanax sp. (lambari). Os animais serdo expostos por 96 horas aos dois
agrotoxicos (tratado e ndo), e deles serdo coletados figado, sangue e cérebro para os ensaios de toxicidade.

Objetivo:

Objetivo Geral

Avaliar a ecotoxicidade de agrotdxicos (antes e apés tratamento por processos avancados de oxidacdo) em peixes
(Astyanax sp.), através de biomarcadores bioquimicos.

Objetivos Especificos

® Implementar protocolos para andlise de biomarcadores bioquimicos (proteinas totais, acetilcolinesterase,
glutationa reduzida e glutationa-S transferase) em amostras de tecidos de Astyanax sp. (lambari);

® Avaliar a sensibilidade de Astyanax sp. (lambari) aos agrotéxicos clorpirifés e deltametrina mediante exposi¢cao
aguda;

* Avaliar a toxicidade aguda de clorpirifés e deltametrina antes do tratamento por processo avanc¢ado de oxidacao,
utilizando biomarcadores bioquimicos;

* Avaliar a toxicidade aguda de clorpirifés e deltametrina apés tratamento por processo avancgado de oxidacdo,
utilizando biomarcadores bioquimicos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: a espécie utilizada neste projeto (Astyanax sp.) serd adquirida em criadouros comerciais, somente na
quantidade suficiente para a realizagdo dos experimentos. Além disto, n3o se trata de uma espécie ameacada de
extingdo. Para minimizar o sofrimento dos animais, 0os mesmos serdo anestesiados com benzocaina antes de
qualquer procedimento e/ou da eutandsia. Ao final dos ensaios preliminares e definitivos, as solugBes com os
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agrotoxicos utilizadas nos experimentos serdo tratadas pelo mesmo processo de tratamento e monitorados até a
mineraliza¢do total do composto (monitoramento por carbono orgénico total — COT).

Beneficios: o uso de uma espécie nativa de peixe, com ampla distribuicdo em rios e lagos brasileiros, pode revelar os
efeitos deletérios da presenca de agrotdxicos e de seus subprodutos em ambientes aquaticos, mesmo que em
baixissimas concentragdes.

Comentarios e ConsideragGes sobre a Pesquisa: A pesquisa apresente alta relevéncia cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Foram apresentados os seguintes termos e documentos: 1) Requerimento preenchido completamente e assinado
pelo pesquisador responsavel pelo projeto; 2) formulario unificado de encaminhamento do CEUA/UTFPR; 3) projeto
de pesquisa completo no modelo da PROPPG-CEUA; 4) registro de projeto junto a Diretoria responsavel (anuéncia da
DIRPPG); 5) declaragdo de néo inicio do projeto (com assinatura e data) foi corretamente apresentada.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

N3o ha.

Situagdo do Parecer:
APROVADO

Consideragdes Finais a Critério da CEUA:

Todos os procedimentos devem seguir a lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE DE AGROTOXICOS E SUBPRODUTOS
DE DEGRADAGAQ", protocolo n2 2015/23, sob a responsabilidade de Adriane Martins de Freitas - que envolve a
produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UTFPR) da UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA, em reunido de 10/12/2015.

Vigéncia do projeto: 10/12/2015 -31/12/2016
Espécie/linhagem: Astyanax sp.

Ndmero de animais: 180

Peso/ldade: 5-10g/ juvenis

Sexo: Ambos

Origem: Aquisicdo comercial

Dois Vizinhos, 10 de dezembro de 2015.

) -

L4

Assinado por:
Nédia de Castilhos Ghisi

Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Tecnolégica Federal do Parana
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