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RESUMO

Titulo: Degradacdo do paration metilico em diferentes matrizes aquosas: dados
cinéticos e relacao entre 0 aumento da toxicidade e a formacao do paraoxon metilico
Autor: Thiago Moreira de Rezende Araujo

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria Cristina Canela

Palavras Chaves: paration metilico, fotdlise, paraoxon metilico, O,O-dimetil O-p-
hidroxifenil tiofosfato, inibicdo da AChE

Os pesticidas organofosforados estdo entre os mais utilizados atualmente, sendo o
paration metilico (PME) um dos mais usados no Brasil e na regido. Eles possuem
como principal caracteristica estrutural a presenca de um fosforo pentavalente e
como principal agdo toxica a inibicdo da AChE. Como eles vém sendo detectados em
aguas naturais podendo se tornar um grande risco para o ambiente, se faz
necessario estudar o comportamento dos mesmos nesses locais. Embora haja
trabalhos que facam essa avaliacdo, a maioria realiza os testes em clima temperado,
com &aguas naturais dessas regides, apenas detectam os subprodutos formados e
nao fazem testes de toxicidade ao longo dos mesmos. Desta forma, esse trabalho
estudou a degradacdo do PME em diferentes matrizes aquosas sob acéo da radiacao
solar em ambiente de clima tropical, avaliando-se a toxicidade da solucéo frente ao
teste de inibicdo da AChE e a formacédo do paraxon metilico (POM). Porém, antes da
realizacdo dos testes de degradacao sintetizou-se o O,O-dimetil O-p-hidroxifenil
tiofosfato (DHT) e comparou-se sua toxicidade com a do PME, do p-nitrofenol (PNF)
e do POM. Almejava-se com esses procedimentos, entre outras finalidades, verificar
se a proposta feita por Araujo (2006) da formacdo de um subproduto inédito da
fotolise do PME estava correta. Os resultados obtidos nessa etapa mostraram que ela
estava correta e que a ordem de toxicidade das substancias era:
PNF<DHT<PME<POM. Numa segunda etapa, foram realizados dois testes de
degradacéo. O primeiro, foi feito utilizando-se solu¢cées do PME (1,30 mg L™) em
agua ultrapura com e sem acidos humicos expostas ao sol envolvidas ou ndo com
papel aluminio e, o segundo, feito de forma similar, porém utilizando-se solu¢fes do
PME em &gua do rio Paraiba do Sul “in natura” e esterilizada. Os dados do
experimento 1 mostraram que embora a fotdlise indireta tenha contribuido
significativamente para o desaparecimento do pesticida na solucédo, foi a fotolise
direta o processo preponderante para levar a degradagdo do mesmo. Com relacdo a
andlise do POM e da toxicidade, os resultados mostraram que houve aumento da
inibicdo da AChE das solu¢cdes em relacdo ao tempo inicial apenas quando as
mesmas foram expostas diretamente a radiacdo solar. Também, somente nesses
casos, o POM foi detectado e quantificado, chegando até concentracdes de 15,1 e
20,3 pg LY, respectivamente, nos 24° e 48° dias de exposicdo para as solucbes
aquosas com e sem acidos humicos. Nas mesmas condi¢cfes, a inibicio da AChE
chegou a valores iguais a 60 e 70 %. Esses resultados indicam que ha relacéo entre
a formacédo do POM e o aumento da toxicidade da solugdo. Com relacdo ao
experimento 2, os resultados obtidos no mesmo reforcaram a relevancia da radiacédo
solar na degradacdo do paration metilico em solu¢do aquosa e, também, indicaram
que, nas condi¢cdes avaliadas, processos de degradacdo abidticos foram mais
importantes para degradar o pesticida do que os bibticos. Para esse experimento,
novamente o POM s0 foi detectado nas amostras expostas diretamente a radiacao
solar. Porém, para as solugfes preparadas a partir da agua do rio “in natura” ele foi
detectado em baixas concentracdes, maximo de 1,87 ug L™ no 4° dia de exposicéo, o
que ndo levou a um acréscimo na inibicdo da AChE com rela¢éo ao tempo inicial.
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ABSTRACT

Title: Methyl parathion degradation in different aqueous matrices: kinetic data and
the relationship between increased toxicity and methyl paraoxon formation.

Author: Thiago Moreira de Rezende Araujo

Advisor: Prof.2 Dr.2 Maria Cristina Canela

Key words: methyl parathion, photolysis, paraoxon methyl, O,O-dimethyl O-p-
hydroxyphenyl thiophosphate, AchE inhibition

Organophosphorus pesticides are widely used on the world and methyl parathion
(PME) one of the most used in Brazil and the region. They have pentavalent
phosphorus and the main toxic action is AChE inhibition. They has been detected
in natural waters can become a risk to the environment. However, it is necessary to
study their behavior in such places. There are studies that make this assessment,
but they do the tests in temperate climate, with natural waters these regions, only
detect byproducts formed and do not toxicity tests during the same. Thus, this work
studied the PME degradation in different aqueous matrices under solar radiation in
tropical environment, evaluating the solution toxicity by AChE inhibition test and the
methyl paraxon (POM). However, before degradation tests were synthesized O,O-
dimethyl O-p-hydroxyphenyl thiophosphate (DHT) and compared your toxicity with
PME, p-nitrophenol (PNF) and POM toxicity. These procedures were done, among
other purposes, to verify whether the proposal made by Araujo (2006) about a
novel byproduct formation by photolysis PME was correct. The results showed that
it was correct and that the order of toxicity of the substances was:
PNF<DHT<PME<POM. In a second time, there were two degradation tests. The
first was do using PME solutions (1.30 mg L™) in ultrapure water with and without
humic acids exposed to the sun involved or not with aluminum foil and, the second,
was made using PME solutions of the Paraiba do Sul river with or without
sterilized. In the first experiment, data showed that indirect photolysis has
contributed significantly to the disappearance of the pesticide in solution, but the
direct photolysis was the predominant process to lead to PME degradation. POM
and toxicity analysis showed increased inhibition of AChE of the solutions to the
initial time only when they were exposed directly to sunlight. Also, only in these
cases, the POM was detected and quantified, arriving at concentrations of 15.1
and 20.3 ug L?, respectively, at 24" and 48" days of exposure to aqueous
solutions with and without humic acids. Under the same conditions, AChE inhibition
arrived at values equal to 60 to 70%. These results indicate that there is
relationship between POM formation and the increase of the solution toxicity. The
results obtained in the second experiment reinforced the importance of the solar
radiation on the methyl parathion degradation in aqueous solution, and also
indicated that, under these conditions, abiotic degradation processes were more
important to degrade the pesticide than biotic. For this experiment, the POM was
again only detected in samples exposed directly to solar radiation. However, for the
solutions prepared from river water "in nature" it was only detected at low
concentrations, up to 1.87 ug L™ on 4™ exposure day, which did not lead increase
in the AChE inhibition in relation to the initial time.
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1. INTRODUCAO
1.1 Um breve historico da utilizacdo de pesticidas

O uso de compostos quimicos visando o controle de pragas como insetos e a
protecdo das lavouras de alimentos ja é pratica comum ha alguns séculos. Esses
compostos sdo denominados de pesticidas, defensivos agricolas, agrotéxicos,
agroquimicos, dentre outros, e sao substancias que matam ou controlam um

organismo indesejavel (Baird e Cann, 2011; ElerSek e Filipi¢, 2011).

Os primeiros pesticidas utilizados eram compostos inorganicos e
organometalicos, tais como: didéxido de enxofre, fluoreto de sodio, compostos de
arsénio e de mercurio. Esses compostos possuiam elevada persisténcia no meio
ambiente e alta toxicidade aos seres humanos e a outros mamiferos, principalmente
devido as quantidades elevadas requeridas para torna-los pesticidas efetivos. Com o
desenvolvimento dos produtos organicos sintéticos, principalmente entre as décadas
de 40 e 50 do século XX, 0 uso desses compostos diminuiu e hoje eles praticamente

nao sao utilizados (Baird e Cann, 2011).

De maneira geral, os pesticidas organicos sao menos téxicos que 0s
compostos inorganicos e podem ser utilizados em menores quantidades tendo o
mesmo efeito sobre o organismo alvo. Os primeiros pesticidas organicos utilizados
foram os organoclorados, ou seja, compostos organicos que contém cloro e que nao
possuem outra caracteristica estrutural marcante. Muitos deles foram amplamente
utilizados durante a 22 Guerra Mundial para controlar vetores de doencas. O DDT
(1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano), Figura 1, por exemplo, foi usado para evitar
surtos de tifo, maléaria, febre amarela e peste bulbénica. Ap6s a Guerra, 0 uso
desses pesticidas nas lavouras de todo o mundo foi intensificado, principalmente
devido a necessidade de expansdo da produtividade agricola nesse periodo e,
ainda, pela grande quantidade de novos pesticidas organoclorados lancados no

mercado pelas industrias quimicas no pos-guerra (Baird e Cann, 2011).
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Figura 1 : Estruturas do 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano (DDT) e do seu produto de

degradacéo 1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)eteno (DDE).

Esse periodo marca uma mudanca na maneira de produgdo no campo, Vvisto
que, até a década de 40 do século XX, a maioria dos agricultores administrava os
problemas decorrentes do sistema produtivo mediante a rotacdo de culturas e o
controle biologico de pragas. Sendo assim, se por um lado, essas substancias
aumentaram significativamente a produtividade agricola, por outro, o produtor
passou a ser dependente de insumos produzidos fora de seu circuito (Martins,
2000).

Os organoclorados foram utilizados nas lavouras durante varios anos e,
diferentemente do esperado, verificou-se que grande parte desses compostos
apresentava elevada estabilidade em relagdo a degradacdo ambiental, podendo
persistir por até 30 anos no solo (Brasil, 1998; Baird e Cann, 2011). Devido a sua
lenta degradacdo e alta lipofilicidade, esses compostos acumulam-se no tecido
adiposo de animais, fendbmeno chamado de bioconcentracdo, concentrando-se ao
longo da cadeia alimentar, processo chamado de biomagnificagdo, gerando um
grande impacto ambiental. Estudos mostraram que aves que se alimentavam de
peixes que viviam na regidao dos Grandes Lagos, local onde houve durante muito
tempo uso indiscriminado desses compostos, apresentavam concentracdo de
organoclorados 8,3 milh6es de vezes maior que a concentracdo na agua. Muitos
desses animais apresentavam algumas deformacdes graves de nascimento. Para
agravar a situacdo, a metabolizacdo e/ou degradacédo desses compostos no meio
ambiente ndo significa necessariamente que eles estejam totalmente inécuos na
natureza, visto que, muitas vezes, os seus produtos de degradacdo sdo mais toxicos

e mais persistentes que 0os compostos iniciais (Baird e Cann, 2011).

No caso do DDT, por exemplo, um de seus produtos de degradacéo, o 1,1-

dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)eteno (DDE - Figura 1), € muito mais téxico que o
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pesticida original para diversas aves, concentra-se mais facilmente no tecido

adiposo de animais e € mais persistente no ambiente (Baird e Cann, 2011).

Desse modo, o emprego dessas substancias foi progressivamente restringido
ou mesmo proibido. No Brasil, essa restricdo iniciou-se a partir do ano de 1971 com
a proibicdo da fabricacdo e da comercializacdo do DDT e do hexaclorobenzeno
(HCB) para o controle de ectoparasitos em animais domésticos (D"Amato et al.,
2002). Porém, somente em 1985, através da Portaria n°® 329/85, proibiu-se, em todo
o territorio nacional, a comercializacdo, o uso e a distribuicdo de produtos
organoclorados destinados a agropecuaria, sendo somente seu uso permitido em
campanhas de saude publica no combate de vetores de agentes etiolégicos de
moléstias (malaria e leishmaniose), bem como no uso emergencial na agricultura, a
critério do Ministério da Agricultura. Com o declinio na utilizacdo dos pesticidas
organoclorados, outras classes de compostos passaram a ser amplamente utilizadas
no campo. Dentre elas, destaca-se a classe dos pesticidas organofosforados
(Pehkonen e Zhang, 2002; Santos et al., 2007).

1.2 Pesticidas organofosforados
1.2.1 Breve histérico

Os primeiros compostos organofosforados foram preparados por alquimistas
ainda na ldade Média, porém, somente no inicio do século XIX, inicia-se um estudo

sistematico na preparacao dessas substancias (Costa, 2006; Santos et al., 2007).

A descoberta da acdo toxica e inseticida de alguns compostos de fosforo
ocorreu em 1930 pelo quimico alemao Gerhard Schrader e a mesma impulsionou a
sintese de novos pesticidas organofosforados (Costa, 2006; Santos et al., 2007;
Patrick, 2013). Esse pesquisador tem ainda o crédito de ter sintetizado e avaliado a
toxicidade, em 1944, do primeiro inseticida organofosforado que foi comercializado
(tetraetilpirofosfato (TEEP) — Figura 2) e, também, de um dos mais conhecidos até
hoje, o paration etilico ou apenas paration (Figura 2) (Costa, 2006; Santos et al.,
2007; Silva et al., 2012; Patrick, 2013). A sintese desse ultimo composto, embora de
elevada toxicidade e com sua utilizacdo atualmente proibida em varias partes do
mundo, inclusive no Brasil (Brasil, 1992), marca um grande avan¢o no preparo de

pesticidas organofosforados e no conhecimento cientifico na relacao
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estrutura/atividade inseticida. Sua descoberta fez com que se avancasse nessas
areas e, além disso, varios pesticidas organofosforados utilizados atualmente
possuem estrutura similar a desse composto (Costa, 2006; Santos et al., 2007).

Embora, para a utilizacdo dos compostos organofosforados como inseticidas
se buscasse substancias com alta toxicidade apenas para os insetos (Santos et al.,
2007), em um momento da nossa histéria, buscou-se também a sintese de
organofosforados de alta toxicidade para os seres humanos (Silva et al. 2012).
Infelizmente, varios compostos organofosforados foram utilizados como agentes
bélicos durante a segunda guerra mundial (Silva et al. 2012). A estrutura do sarin,
um dos gases de guerra mais conhecidos, € mostrado na Figura 2. Como sera visto
com detalhes adiante, a principal acdo toxica desses agentes e, também, dos

pesticidas organofosforados € a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE).
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Figura 2: Estruturas do tetraetilpirofosfato, do paration e do sarin.

Além dos citados anteriormente, varios outros inseticidas organofosforados
foram sintetizados e introduzidos no mercado principalmente entre as décadas de 60
e 80 do século XX e, mesmo com o surgimento de outras classes de pesticidas (ex.:
carbamatos, piretréides e triazinas) e de novas metodologias de controle de pragas,
40 % do mercado mundial de agrotéxicos em 1999 era representado por
organofosforados (Santos et al., 2007). Nesse sentido, varios autores (Costa, 2006;
Aydin et al., 2011, ElerSek e Filipi¢, 2011) citam que os compostos organofosforados

estdo entre os pesticidas mais utilizados no mundo nos ultimos anos.
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1.2.2 Estrutura quimica

Estruturalmente, todas as moléculas de pesticidas organofosforados podem
ser consideradas como derivadas do acido fosforico, O=P(OH)3, e consistem de um
atomo de fésforo central pentavalente no qual estéo, geralmente, conectados (Baird
e Cann, 2011):

« um atomo de oxigénio ou enxofre ligado ao atomo de fosforo por uma

ligacdo dupla;

« um ou dois grupos metoxi (-OCHj), etoxi (-OCH,CHgs), propoxi
(-OCH,CH,CHj3) ou ainda seus analogos sulfurados ligados ao atomo de fésforo por

uma ligacéo simples;

« um grupo amina ou grupo -OR ou -SR mais longo e mais complexo, ligado

ao atomo de fosforo mediante uma ligagdo simples.

Na Figura 3, seguem alguns exemplos dessa classe de pesticidas.

S
—Odll O II \/O II
P. \/
O/ \O/ / \O/\
NO,
paration metilico profenofos clorplrlfos
0] S
[ [
P P
/ SCHs3 v \ OCH»CH3
HoN \OCH3 (CH3)3CSCH,S OCH,CHs
metamidofds terbufos

Figura 3 : Estruturas de alguns pesticidas organofosforados.
1.2.3 Toxicidade

Embora existam outras acdes toxicas dos pesticidas organofosforados, tais
como: inibicdo de carboxilases e lipases, ativacdo de proteinas do tipo quinases
(PKC, do inglés protein kinase), formacgéo de espécies oxidativas de oxigénio (ROS,
do inglés reactive oxygen species) com posterior estresse de diversos tecidos,
dentre outras (Dzyadevych e chovelon, 2002; Colovié et al., 2011; Eler3ek e Filipi¢,
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2011), a mais citada e estudada no meio cientifico € a da inibicdo da AChE (Fukuto
e Metcalf, 1956; Fukuto, 1990; Galli et al., 1994; Dzyadevych e chovelon, 2002;
Elersek e Filipi¢, 2011; Colovi¢ et al., 2011; Patrick, 2013).

Essa enzima estad presente na maioria dos seres vivos e tem como funcao
hidrolisar, em colina e &cido acético, o neurotransmissor chamado de acetilcolina
(Figura 4). Nos seres humanos, por exemplo, a acetilcolina permite que informagdes
passadas pelo sistema nervoso central cheguem a diferentes 6rgaos e glandulas do
corpo auxiliando no pleno funcionamento dos mesmos. O acumulo inadequado
de varios desses 6rgaos e glandulas e, dependendo do excesso, levar a morte
(Brasil, 1998; Patrick, 2013).
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Figura 4 : Mecanismo da quebra da acetilcolina em acido acético e colina catalisada pela
AChE (Extraido de Santos et al., 2007).

Como pode ser visto com detalhes na Figura 4, os residuos de aminoacido:
serina (SER), histidina (HIS) e acido glutamico (GLU), a triade catalitica presente no
sitio ativo da AChE, desempenham importante papel na catélise da hidrélise da
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acetilcolina promovida pela AChE. Como pode ser observado, a serina tem a fungéo
de realizar o ataque nucleofilico ao carbono carbonilico da acetilcolina, enquanto
que, a histidina e o acido glutamico vao auxiliar nesse ataque (Houghton et al., 2006;
Santos et al., 2007; Patrick, 2013).

Grande parte dos pesticidas organofosforados podem se ligar ao sitio ativo da
enzima inibindo-a ou, até mesmo, inativando-a. Essa inibicdo acontece porque ha o
ataque nucleofilico do residuo de serina ao fosforo do pesticida, o que faz com que a
enzima seja fosforilada (Figura 5). A formacao da ligacéo fésforo-oxigénio, a qual é
extremamente forte, dificulta o processo de recuperacdo da enzima. Ou seja, a
reacdo da enzima fosforilada com a agua é um processo mais lento do que a
hidrolise da enzima acetilada (Figura 4), o que faz com que a enzima se encontre
inibida. Em alguns casos, que dependem da velocidade da hidrélise da enzima
fosforilada e da estrutura do pesticida organofosforado, a enzima pode ser ainda
inativada. Esse processo, o qual é mostrado na Figura 5, € conhecido como
envelhecimento (do inglés aging). Ele consiste na desalquilacdo do pesticida
organofosforado apds a sua ligacdo com a enzima, seguido da forte interacdo entre

0 oxigénio negativo e a histidina protonada (Santos et al., 2007; Patrick, 2013).
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Figura 5 : Inibicdo da AChE por um pesticida organofosforado (Extraido de Santos et al., 2007).
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Ainda com relagdo a inibicdo da AChE por pesticidas organofosforados,
aqueles que possuem a ligacdo P=0O sao, geralmente, mais toxicos que 0s que
possuem a ligacdo P=S. Isso ocorre porque, como ja mencionado, um dos passos
cruciais para que ocorra a inibicdo da AChE pelo organofosforado é o ataque
nucleofilico do oxigénio da serina ao fésforo do composto. Desta forma, como o
fésforo da ligagdo P=0O possui densidade eletrénica menor que o fésforo da ligagédo
P=S, devido a maior eletronegatividade do O em relacdo ao S, ele esta mais
susceptivel ao ataque nucleofilico da serina (Fukuto, 1990; Galli et al., 1994;
Dzyadevych e Chovelon, 2002; Santos et al., 2007; Colovi¢ et al., 2011; Patrick,
2013).

Devido a menor toxicidade dos pesticidas organofosforados que possuem a
ligacdo P=S, muitas das substancias utilizadas comercialmente como inseticidas,
possuem essa ligacao ao invés da ligagdo P=0. Isso faz com que essas substancias
sejam menos téxicas para 0os mamiferos, mas continuem com elevada acéo
inseticida. Isso acontece porque, nos insetos, ha uma rota metabdlica que converte
os pesticidas organofosforados que possuem a ligagdo P=S em seus analogos com
a ligacdo P=0. Apods essa transformacdo, ha fosforilagdo de grande parte das
enzimas acetilcolinesterase desses organismos, o que pode leva-los a morte (Figura
6). J& para os mamiferos, felizmente, a rota metabdlica € diferente. Com o tempo, 0s
compostos organofosforados séao hidrolisados a substancias mais solaveis, 0os quais,

posteriormente, sdo excretadas (Figura 6) (Patrick, 2013).

Nesse sentido, como serd visto de forma mais detalhada adiante, muitos
trabalhos de pesquisa (Castillo et al., 1997; Sakellarides et al.,, 2003; Druzina e
Stegu, 2007; Araudjo et al., 2013) relatam que, em determinadas condi¢des, 0s
pesticidas organofosforados que possuem a ligagdo P=S sdo convertidos no
ambiente aos seus analogos oxigenados com ligacdo P=0O. Esse fato pode ser
preocupante, visto que, como ja dito, os analogos com ligacdo P=0O sd&o

organofosforados potencialmente mais toxicos.
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Figura 6: Rotas metabdlicas de um pesticida organofosforado em mamiferos e insetos

utilizando como exemplo o paration (Adaptado de Patrick, 2013).

1.3 Utilizacdo de pesticidas no Brasil e no mundo e contaminacéao

de ambientes aquaticos naturais

Como foi visto, houve o declinio no uso de pesticidas organoclorados, porém
eles foram apenas trocados por outras classes de compostos, tais como:
organofosforados, carbamatos, piretroides, triazinas, entre outras. Nesse sentido,
como pode ser observado nas Tabelas 1 e 2, o consumo de pesticidas vem

aumentando no Brasil e no mundo.

Tabela 1: Consumo de ingredientes ativos de pesticidas, considerando um total de

71 paises, nos anos de 2006 e 2010.

Ano 2006 2010
Consumo (tonelada) 207347 220219
Fonte: FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), 2015.

Tabela 2: Venda de ingredientes ativos (em tonelada) de pesticidas no Brasil entre os anos

de 2006 e 2013 e do pesticida organofosforado paration metilico.

Ano 2006 2009 2010 2011 2012 2013
Total 200000 300350 384501 422242 477792 495765
Paration metilico - 2691 1744 1226 1763 1548

Fonte: IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), 2014.
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Como pode ser visto na Tabela 1, a qual considera o consumo de pesticidas
em um numero significativo de paises, dentre eles: Argentina, Alemanha, Chile,
partes da China, Colémbia, Equador, Franca, Holanda, india, Italia, Japdo, Malasia,
Peru, Reino Unido, Turquia e Uruguai, 0 aumento no uso dessas substancias é de
6 % de 2006 para 2010. Enquanto que, no Brasil, maior consumidor de agrotoxico
do mundo desde 2008 (Pedlowski et al, 2012; Pelaez et al., 2013; Brasil, 2015), a
venda dessas substancias aumentou em aproximadamente 92 % no mesmo periodo
(2006-2010) e esse valor chega a 150 % quando se considera o intervalor de 2006 para
2013 (Tabela 2).

No caso especifico do consumo de pesticidas organofosforados no nosso pais e
na regido, uma substancia que tem uso destacado € o paration metilico (Tabela 2)
(Pedlowski et al., 2012; Brasil 2014).

Com o aumento na utilizacdo de pesticidas no Brasil e no mundo, eles vem
sendo detectados, jA ha alguns anos, em diferentes regides do mundo, nas mais
diversas concentracfes, em todos os compartimentos do ambiente e, ainda, como

residuos em alimentos, como relatam diversos trabalhos de pesquisa.

No caso especifico dos corpos aquaticos, muitos trabalhos (Kammerbauer e
Moncada, 1998; Azevedo et al., 2000; Azevedo et al., 2004; Capobiango e Cardeal,
2005; Giordano et al.,, 2011; Pinheiro et al.,, 2011; Fadaei et al., 2012) vem
encontrando pesticidas, dentre eles muitos organofosforados, nesses ambientes. A

Tabela 3 apresenta um resumo dos resultados encontrados nesses estudos.
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Tabela 3: Resumo dos resultados encontrados em trabalhos que avaliam a contaminacao

de corpos aquaticos por pesticidas.

Composto(s) Concentracao média
Ano de Corpo(s) o )
Local L. detectado(s) com maxima ® ou maior
coleta aquatico(s) . - ~ b
maior frequéncia concentracdo ° detectada

rio, lagunas e  heptacloro, endosulfan

1 Honduras 1995 a 97 2,00% ppm (propiconazol)

pogos e clorpirifos*
_ atrazina, simazina e b
2 Portugal 1999 rio _ 5,43 ppb (alaclor)
2,3,6-triclorofenol
3 Brasil 2001 e 02 ro atrazina e igarol 0,231° (atrazina)
4 Brasil 2002 e 03 rio forato 242" ppb (forato)
cipermetrina e
5 Chile 2009 rio P 65" ppb (fenvalerato)
fenvalerato*
, roeaguade  dimetoato*, etion* e b ,
6 Brasil 2011 _ , _ 2,99 ppb (dimetoato)
torneira metil paration*
7 Ird 2010e 11 ro diazinon* e malation* 769° ppb (diazinon)

1 - Kammerbauer e Moncada (1998); 2 - Azevedo e colaboradores (2000); 3 - Azevedo e
colaboradores (2004); 4 - Capobiango e Cardeal (2005); 5 - Giordano e colaboradores (2011);

6 — Pinheiro e colaboradores (2011); 7 — Fadaei e colaboradores (2012). *Pesticidas organofosforados.

Como visto até aqui, os pesticidas organofosforados estdo entre os mais
usados nos ultimos anos e, por isso, eles vem sendo cada vez mais encontrados em
ambientes aquaticos naturais. Desta forma, como essa classe de substancias é
reconhecidamente toxica para o homem e seres vivos de maneira geral (Baird e
Cann, 2011; ElerSek e Filipi¢, 2011; Kavvalakis e Tsatsakis, 2012; Patrick, 2013) &
importante que sejam realizados estudos que busquem compreender melhor o que
ocorre com essas substancias quando as mesmas alcancam esses ambientes.
Nesse sentido, ja existem trabalhos na literatura que foram desenvolvidos com esse
objetivo e, baseados nos mesmos, os préximos itens da introducdo apresentarao
alguns processos que podem ocorrer com 0s pesticidas organofosforados em aguas
naturais. Além disso, serdo apresentados alguns trabalhos encontrados na literatura
que foram realizados com objetivos bem similares ao do presente estudo visando
mostrar como eles foram feitos e, também, destacar os pontos que ainda devem ser

mais bem estudados.
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1.4 Comportamento dos pesticidas em ambientes aquat icos

naturais

Segundo alguns trabalhos, quando os pesticidas alcancam um corpo
aguatico, eles podem, por exemplo, ser absorvidos pelo tecido adiposo de animais
aguaticos ou ainda adsorvidos por sélidos em suspensdo na agua, podem ser
transferidos para o sedimento, podem permanecer na agua por muito tempo, podem
sofrer processos bidticos e abioticos de degradacédo, dentre outras possibilidades
(Wolfe et al., 1990; Ware, 2001; Almeida, 2003; Baird e Cann, 2011). A principio,
considerava-se que as transformacdes bidticas controlavam a degradacdo dos
pesticidas em ambientes naturais. Entretanto, sabe-se atualmente que, em diversos
casos, 0S processos abidticos de degradacdo, tais como: reacdes de hidrdlise e
redox, também sdo de elevada importancia (Wolfe et al., 1990). A seguir, alguns

processos de degradacao abidticos serdo apresentados com mais detalhes.
1.4.1 Reac0es de hidrdlise

O termo hidrdlise refere-se a reacdo de um composto com agua onde uma ou
mais ligagbes sdo rompidas e os produtos da reacao incorporam os elementos da
molécula de agua. Esse tipo de transformacdo, no caso de compostos organicos,
frequentemente resulta na troca de um grupo X, de um composto orgéanico, RX, por
um grupo OH da agua, o que pode ser escrito como: RX + HOH — ROH + HX
(Wolfe et al., 1990).

E conveniente classificar as reacBes de hidrélise em trés categorias:
hidrolises acida, basica e neutra. Na hidrélise acida, um acido, usualmente um
préoton (HY), catalisa a quebra da ligacdo. Nesse caso a hidrolise é acelerada pelo
acréscimo na concentracdo do préton, e por esta razdo, sua velocidade aumenta
quando o pH diminui. No caso da hidrélise basica, ions hidroxila atuam como
nucleofilos e sdo consumidos na reacdo. Nesse caso, a hidrolise é acelerada pelo
acréscimo na concentracdo dos ions hidroxila, e por esta razdo, sua velocidade
diminui com o decréscimo do pH. No terceiro tipo de hidrélise, a velocidade da
reacdo independe da concentracdo de acido ou base. As hidrélises neutra e alcalina
sdo as reagBes mais comuns nos ambientes aquaticos naturais (Wolfe et al., 1990).
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A hidrélise de pesticidas organofosforados é talvez o processo mais estudado
(Pehkonen e Zhang, 2002). Ela pode ocorrer através de mecanismos homogéneos,
onde H,O e OH" atuam como nucleéfilos. Alguns fons metélicos dissolvidos (ex. Cu?*
para o diazinon e Hg** para o malation, fenitrotion e paration metilico) podem ainda

catalisar essas reacfes (Mortland e Raman, 1967; Wan et al., 1994).

Outro caminho para essas reacfes € a catalise heterogénea, onde 6xidos ou
hidroxidos metalicos e diferentes argilas podem atuar como catalisadores devido a
presenca de sitios em sua superficie, onde os pesticidas organofosforados e os
nucledfilos podem reagir (Dannemberg e Pehkonen, 1998; Pehkonen e Zhang,
2002). Dannemberg e Pehkonen (1998), por exemplo, avaliaram a hidrolise de
quatro pesticidas organofosforados (dissulfoton, diazinon, demeton-S e tiometon) na
presenca de hidroxido de aluminio e trés o6xidos de ferro (a-Fe;O3, FesHOs.4H-0,
a-FeOOH) e verificaram que a presenca desses sélidos pode aumentar ou diminuir a
taxa de hidrélise desses compostos. A hidrélise do tiometon e o diazinon foram as
mais susceptiveis a catalise, sendo o hidroxido de aluminio e o a-FeOOH os
catalisadores mais efetivos. Comber (1999) também avaliou a presenca de alguns
desses catalisadores e verificou que nao foram efetivos para acelerar a hidrolise da

atrazina e da simazina.
1.4.2 Reacg0es redox

Nessa classe de reacfes estdo incluidas as oxidacdes mediadas pela luz
solar (fotoassistidas) e as promovidas diretamente por oxidantes presentes nas
aguas naturais (ndo fotoassistidas). Algumas espécies, tais como: oxigénio
dissolvido, ozénio, ions metalicos, matéria organica dissolvida, dentre outras, podem
oxidar de maneira nao fotolitica alguns pesticidas nesses ambientes (Wolfe et al.,
1990; Pehkonen e Zhang, 2002). Vale ressaltar que, alguns autores preferem
separar esses dois tipos de reagbes denominando de reacdes de fotodegradacéo,
as mediadas pela luz solar, e reacdes de oxidacao, as demais (Pehkonen e Zhang,
2002). As reacdes mediadas pela luz solar ocorrem basicamente por dois processos:

fotolise direta e indireta

Na fotdlise direta, a degradacdo do composto ocorre porque O Mesmo
absorveu radiacdo solar (A = 290 nm). Essa absorcao direta de energia pode, por

exemplo, resultar em clivagem de ligacdo, dimerizagdo ou rearranjo na estrutura
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quimica do poluente. Como a camada de 0z6nio absorve a radiacdo proveniente do
sol de comprimento de onda inferior a 290 nm, oS compostos que nao possuem
absorcdo em comprimentos de onda superiores a esse nao sofrem fotélise direta
nesses ambientes, ou seja, esse tipo de processo é dependente do espectro de
absorcéo do pesticida (Wolfe et al., 1990; Mansour et al., 1999). Essa dependéncia é
comprovada com os resultados obtidos no trabalho de Santos e Rezende (2002),
onde o pesticida paration etilico, em solugcdo aquosa e nas mesmas condicdes,
apresentou taxas de degradacdo diferentes quando foi utilizada radiacao
eletromagnética com faixas de comprimento de onda distintos (A > 280 nm e A >
313 nm). Quando comprimentos de onda superiores a 280 nm foram utilizados, sua
degradacéo ocorreu rapidamente, enquanto que, quando apenas comprimentos de
onda superiores a 313 nm foram utilizados, sua degradacdo praticamente nao

ocorreu.

No caso da fotolise indireta , a absorcdo de radiacdo por outro composto
presente no meio (sensibilizador) resulta na degradacdo do poluente. Em uma
possivel situacdo, o composto excitado transfere energia ou elétron para o pesticida,
o qual pode sofrer alguns processos, tais como: homolise, heterdlise ou
fotoionizac&o (Burrows et al., 2002). Numa outra situacdo, a excitacdo do composto
resulta na formacgéo de espécies reativas, as quais iniciam uma série de reac¢des que
levam & degradacdo do pesticida (Wolfe et al., 1990; Mansour et al., 1999). Na

Figura 7 ha a representacédo desses possiveis caminhos.
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Figura 7: Possiveis caminhos para a degradacéo do pesticida via fotolise indireta
(Sens.=Sensibilizador; PX=Pesticida) (Adaptado de Burrows et al. (2002) e Mansour et al.
(1999)).
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As substancias humicas (SH), substancias presentes em muitos ambientes
aguaticos naturais e que sao constituidas de macromoléculas complexas
provenientes da decomposicao de plantas e residuos de animais, podem atuar como
sensibilizadores. Estas substancias sdo operacionalmente classificadas em trés
principais fragdes: acidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF) e humina (IHSS, 2007).
Essas substancias podem absorver energia e, posteriormente, transferir ao poluente
0 qual podera ter a sua degradacéo iniciada, ou ainda, devido a presenca de varios
grupos funcionais, tais como: carboxilas, hidroxilas alcodlicas e fendlicas, carbonilas,
ésteres e etc, podem absorver energia e gerar as espécies reativas descritas na
Figura 7, as quais podem reagir posteriormente com o poluente. Em ambos os
casos, caracteriza-se a degradacdo via fotélise indireta (Mansour et al., 1999;
Burrows et al., 2002 e Santos e Rezende, 2002).

Vale ressaltar que, mesmo que as SH participem efetivamente da fotdlise
indireta dos pesticidas, nem sempre a sua presenca ou, ainda, 0 aumento na sua
concentracdo, faz com que a taxa de degradacdo do pesticida aumente no meio. A
diminuicdo na taxa de degradacdo observada para alguns pesticidas na presenca
das SH ou, ainda, em determinadas faixas de concentracdo de SH, ocorre porque 0s
pesticidas podem se ligar as SH, tendo assim a sua degradacgéo dificultada, ou
ainda, as mesmas podem absorver parte da radiacdo que seria utilizada pelo
pesticida para promover a sua fotdlise direta, diminuindo assim, a taxa de
degradacdo do mesmo via esse processo. Desta forma, caso 0 aumento na taxa de
degradacdo do pesticida via fotdlise indireta ndo compense a diminuicdo ocasionada
na taxa de degradacdo do pesticida por fotdlise direta, uma diminuicdo na taxa de
degradacdo do composto € observada (Bachman e Patterson, 1999; Garbin et al.,
2007).

Nesse sentido, Garbin e colaboradores (2007) avaliaram a degradagéo via
fotélise direta e indireta de trés pesticidas (atrazina, imazaquin e iprodione) em agua
ultrapura e em solucdes contendo diferentes concentracdes de SH (AH e AF) e
observaram que no caso do imazaquin, composto que sofre degradacéo via fotolise
direta em larga extensdo, a presenca de SH sempre diminuiu a sua taxa de
degradagédo, enquanto que, no caso dos demais pesticidas, somente em faixas
especificas de concentracdo das SH observou-se uma taxa de degradacdo mais

elevada dos mesmos no meio.
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1.5 Degradacdo de pesticidas organofosforados em am  bientes

aguaticos naturais sob acao da radiacao solar

No item anterior, 0S principais processos abibticos que levam a degradacao
de um pesticida em solugdo aquosa foram apresentados. Muitos dos trabalhos
citados fizeram os testes com lampadas e as solu¢cbes eram preparadas com agua
desionizada com a adicdo ou nao de substancias humicas ou de outras substancias
que poderiam influenciar no processo de degradacdo. Um dos objetivos era
compreender de maneira mais adequada os processos que levam a degradacao dos
pesticidas em matrizes aquosas para que se possa extrapolar esse conhecimento
para 0 que ocorre com 0S mesmos ha natureza. Trabalhos como esses sao
extremamente relevantes, pois, com testes rapidos, tem-se ideia do que pode
ocorrer com 0s pesticidas em ambientes aquaticos naturais. Porém, a realizagdo de
ensaios mais reais, com aguas naturais e luz solar como fonte de radiagdo, €
imprescindivel para que se tenha mais informacdes do que ocorre com essas
substancias quando as mesmas alcancam esses ambientes. Essa perspectiva foi
explorada no presente trabalho e nesse item da introdug¢do, como j& mencionado,
serdo apresentados alguns estudos que tiveram esse foco visando mostrar como
eles foram realizados e, também, destacar os pontos que ainda devem ser mais bem

estudados.

Um dos trabalhos iniciais que possui essa linha e que mais se assemelha aos
desenvolvidos atualmente foi o realizado por Lartiges e Garrigues (1995) na Franca.
Esses pesquisadores avaliaram a degradacdo de 19 pesticidas (dentre eles,
dezesseis organofosforados) em agua de rio, de mar e, para comparar, em agua
ultrapura (MilliQ). Essas &guas apresentavam diferentes valores de pH e as
solugbes preparadas foram mantidas em diferentes temperaturas, sendo, ainda,
expostas ou ndo a radiacdo solar. Esse trabalho teve um total de dez condi¢des

sendo avaliadas e um resumo das mesmas € apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4: Diferentes condi¢des avaliadas no trabalho Lartiges e Garrigues (1995) e o tempo

de meia-vida (t1,) do paration metilico (PME) nas mesmas.

Condicoes Matrizes aquosas utilizadas  pH T (°C) ty, do PME (dias)
1 ultrapura 6,1 6 237
2 ultrapura 6,1 22 46
3 rio 7,3 6 95
4 rio 7,3 22 23
5 rio 7,3 -2 a 25° 11
6 rio filtrada 7,3 6 173
7 rio filtrada 7,3 22 18
8 mar 8,1 6 233
9 mar 8,1 22 30
10 mar 8,1 -2 a25? 34

Solucdes expostas diretamente a radia¢do solar.

De modo geral, os resultados mostraram que a elevacdo da temperatura, o
aumento do pH, o uso de 4guas naturais, a maior quantidade de material particulado
e a exposicdo direta das solugdes a radiagdo solar aumentaram as taxas de
degradacédo dos pesticidas em estudo. No caso especifico do paration metilico,
composto que foi avaliado no presente trabalho, os tempos de meia-vida

encontrados sdo mostrados na Tabela 4.

Castillo e colaboradores (1997) avaliaram a degradacdo de trés pesticidas
organofosforados, de um pesticida organoclorado e de alguns subprodutos desses
compostos em trés tipos de aguas naturais, rio, estuario e subterranea, coletadas
em Portugal. Essas aguas apresentavam o0s respectivos valores de pH: 7,8; 8,1 e
7,4 e todas as solugbes foram expostas diretamente a radiagdo solar sem protecao.
As temperaturas minima e maxima do ambiente durante a realizacdo do
experimento, bem como as suas variacdes, foram 13 + 3°C a 21 + 5°C,

respectivamente.

Os resultados mostraram diferencas entre os tempos de meia-vida desses
compostos nas aguas utilizadas. No geral, o tempo de meia-vida variou de 0,07 dias
(pentaclorofenol) até 5 dias (4-nitrofenol). No caso especifico do paration metilico, os
tempos de meia-vida encontrados foram de 3, 4 e 4 dias, para a agua subterréanea,
de estuario e de rio, respectivamente. Nesse trabalho, foram ainda identificados
outros subprodutos dos pesticidas em estudo utilizando-se cromatografia liquida

acoplada ao espectrometro de massas (LC-APcl-MS).



40

Sakellarides e colaboradores (2003) avaliaram a degradacdo de quatro
pesticidas organofosforados em quatro tipos de aguas naturais coletadas na Grécia
e em agua destilada para comparacdo. As solucbes foram expostas a radiacéo
solar, sendo que, algumas foram protegidas com papel aluminio para avaliacao de
processos de degradacg&o nao fotoassistidos. No total, dez condi¢des foram testadas

e um resumo das mesmas encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5: Diferentes condi¢cdes estudadas por Sakellarides e colaboradores (2003).

Condicbes Matrizes pH T (°C) Exposicdo direta ao sol
1 destilada
. 5,89
2 destilada X
3 lago 7,8a37,2
8,45
4 lago X
5 mar médias da
7,45
6 mar temperatura X
7 rio minima e
. 7,62 , .
8 rio maxima X
9 subterrdnea
~ 7,22
10 subterrdnea X

Nesse trabalho, os pesquisadores apresentaram apenas os dados referentes
ao processo de fotodegradacdo. Ou seja, antes de se determinar as constantes
cinéticas, eles subtrairam os valores de concentracdo obtidos para os pesticidas nas
solugdes que foram expostas protegidas com papel aluminio, dos encontrados nas
solucbes expostas diretamente a radiacdo solar. De modo geral, os resultados
mostraram que a utilizacdo de aguas naturais aumentou a taxa de degradacéo dos
pesticidas em estudo. No caso especifico do paration metilico, os tempos de meia-
vida encontrados foram de: 35,4; 27,5; 27,3; 25,6 e 24,6 dias, respectivamente, para
as aguas destilada, subterranea, de mar, de lago e de rio. Ou seja, parece que a
matéria organica dissolvida acelera a fotodegradac&o desse pesticida, uma vez que,
a 4gua destilada, subterrdnea e de mar possuem baixa concentracdo de carbono
organico dissolvido, enquanto que, as demais possuem concentracao mais elevada.
Nesse trabalho, foram ainda identificados alguns subprodutos dos pesticidas atraves
da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM),
sendo encontrados, dentre outras substancias, os analogos dos pesticidas originais

com a ligacado P=0 nas solug¢des que foram expostas diretamente a radiacao solar.
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Araujo (2006) avaliou a degradacdo do paration metilico formulado (Folipuser
600-Br da Agripec) em dois tipos de aguas naturais coletadas no Brasil (lago e rio),
“in natura” e esterilizada, e em solucdo aquosa com e sem acidos hamicos (AH).
Além das diferentes matrizes aquosas usadas, diferentes concentracdes iniciais de
paration metilico e a exposicdo direta ou ndo a radiagcdo solar também foram
parametros avaliados nesse trabalho. No total, 17 condi¢bes foram estudadas no

mesmo, estando algumas resumidas na Tabela 6.

Tabela 6: Diferentes condi¢cdes avaliadas no trabalho de Araudjo (2006) e os tempos de

meia-vida (t;,) do paration metilico (PME) nas mesmas.

ty» do PME (dias)

- . o
Condicbes Matrizes pH T (°C) escUro? claro®
le2 ultrapura?® 5,20 25+1 a 40+3° 32 11,89
3e4 ultrapura® 6,95 . 36 16
5e6 solucdo com AH® 6,97 20£1 a 37+7 19 4,89
7e8 lago “in natura™ 6,80 6,48 4,41
9e10 lago esterilizada® 6,80 23+2 a 30+2° 24 4,46
11 solucdo com AH® 7,00 - 3,01
12 e 13 rio “in natura™ 7,80 3,72 2,75
14 e 15 rio esterilizada® 8,00 22+3 a43+3° 5,37 3,47
16 solucdo com AH" 7,00 - 2,82

Concentracao inicial de PME: 88 mg L™; bConcentra(;:?\o inicial de PME: 200 pg L™; °Médias das

temperaturas minima e maxima do ambiente e suas respectivas variacoes; dSoluc;c”)es expostas a

radiac&o solar envolvidas com papel aluminio; *SolucBes expostas diretamente a radiac&o solar.
De modo geral, como pode ser observado na Tabela 6, os resultados desse
trabalho mostraram que a degradacdo do paration metilico sofreu influéncia do tipo
de agua natural utilizada. Em &agua de lago, processos bidticos, aparentemente,
foram preponderantes para levar a degradacéo do pesticida, enquanto que, em agua
de rio, processos redox ndo mediados pela luz solar foram, aparentemente, os
processos principais para a degradagcdo do mesmo. A exposi¢cdo direta ao sol
sempre diminuiu o tempo de meia-vida do pesticida, indicando assim que a radiacéo
solar desempenha importante papel na degradacdo do paration metilico. Assim
como no trabalho de Sakellarides e colaboradores (2003), nesse trabalho, o
pesquisador também identificou alguns dos subprodutos do pesticida em estudo
utilizando CG/EM. Araujo (2006) também detectou, somente nas solu¢des expostas

diretamente a radiacéo solar, o analogo com ligacdo P=0O do pesticida inicial. Porém,
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quando foi utilizada a concentracao inicial mais alta do paration metilico (88 mg L™) e
a solucédo foi exposta diretamente a radiagdo solar foi identificado, apenas através
da interpretacdo de espectros de massas obtidos, um subproduto inédito da

degradacdo fotoquimica do pesticida, o O,0O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato.

Druzina e Stegu (2007) avaliaram a degradacdo de 15 pesticidas
organofosforados em dois tipos de aguas naturais, rio e subterranea, da Eslovénia.
Além das diferentes aguas naturais, a exposicao direta ou ndo a radiacado solar, em
frascos abertos ou fechados, diferentes temperaturas de armazenamento e
diferentes valores de pH foram parametros avaliados nesse trabalho. Um total de 9
condi¢bes foram estudadas no mesmo, estando-as resumidas na Tabela 7.

Tabela 7: Diferentes condi¢des estudadas no trabalho Stegu e Druzina (2007) e os tempos

de meia vida (t1,) do paration metilico (PME) nas mesmas.

- . ) . t1», do PME
Condicbes Matrizes pH T (°C) Outras informacoes vz (dias)
1 subterranea 7 4 - estavel
2 subterranea 6 25 - 455
3 subterranea 7 25 - 47,2
4 subterrdnea 8,5 25 - 47,6
5 rio Savinja 8 4 - 123,8
6 rio Savinja 8 25 - 18,1
rio Kamniska
7 . 8 -15,7/16,2% frasco fechado 19,7
Bistrica
rio Kamniska frasco fechado protegido com
8 . 8 - 15,7/16,2% P i g estavel
Bistrica papel aluminio
rio Kamniska a
9 L 8 -15,7/16,2 frasco aberto 15,8
Bistrica

8Solucbes expostas diretamente a radiacéo solar.

De modo geral, os resultados mostraram que a variacdo do pH nao alterou o
tempo de meia vida da maioria dos pesticidas estudados, que a biodegradacéo
aumentou a taxa de decomposicao de 6 dos 15 pesticidas organofosforados, que a
elevacdo da temperatura e a exposicdo direta, sem protecdo, das solucbes a
radiacdo solar, principalmente as expostas em recipiente aberto, aumentaram as
taxas de degradacdo da maioria dos pesticidas em estudo. No caso especifico do
paration metilico, composto que foi estudado no presente trabalho, o tempo de meia-

vida é mostrado na Tabela 7. Assim como no trabalho de Sakellarides e
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colaboradores (2003) e Araudjo (2006), nesse trabalho, o0s pesquisadores
identificaram alguns subprodutos dos pesticidas em estudo, utilizando CG/EM. Eles
também encontraram, somente nas solugcdes expostas diretamente a radiacéo solar,

os analogos com ligacao P=0 dos pesticidas iniciais.

Analisando-se todos os trabalhos apresentados neste item, observa-se
inicialmente que, dependendo das condi¢Oes testadas, a variacdo observada no
tempo de meia-vida de um determinado pesticida é elevada. No caso do paration
metilico, por exemplo, composto que teve a sua degradacdo avaliada nos cinco
trabalhos apresentados, o tempo de meia-vida variou de 2,75 dias (dgua de rio,
pH=7,8, exposicdo direta a radiacdo solar, 11 h de luminosidade média, temperatura
variando de aproximadamente 22 a 43 °C) no trabalho de Araljo (2006) até ser
considerado totalmente estavel (dgua subterranea ou de rio, pH=7 ou 8, sem
exposicdo direta & radiacdo solar, temperatura constante de 4 °C ou variando de
aproximadamente -15,7 a 16,2 °C) no trabalho de Druzina e Stegu (2007). Mesmo
qguando se compara o tempo de meia-vida desse composto em condi¢cdes nas quais
as solucdes sdo preparadas a partir de aguas de ambientes semelhantes, agua de
rio, por exemplo, e as mesmas sao expostas diretamente a radiagédo solar, grandes
variagdes s&o encontradas. Novamente, desde 2,75 dias, tempo de meia-vida
encontrado no trabalho de Araujo (2006), até 19,7 dias, tempo de meia-vida
encontrado no trabalho de Druzina e Stegu (2007). Isso ocorre, também, porque as
condi¢cbes climaticas onde os testes sdo realizados e as caracteristicas das aguas
naturais utilizadas nos mesmos sao diferentes. Elas sdo dependentes dos locais
onde os testes sao realizados e, na sua grande maioria, 0s mesmos sao conduzidos
em paises do hemisfério norte. Desta forma, ressalta-se que, para se obter dados
que auxiliem a inferir o risco, de maneira mais exata, da presenca dessas
substancias em aguas naturais da nossa regido, experimentos utilizando essas
aguas, nas condi¢des climéticas tipicas do Brasil e com pesticidas intensamente

utilizados no nosso pais, devem ser realizados.

Além disso, observa-se que praticamente todos os trabalhos apresentados
analisaram a formacdo de subprodutos durante os experimentos, identificando
inclusive os analogos oxigenados potencialmente mais téxicos que 0s pesticidas
originais nas solucdes expostas diretamente a radiacdo solar. Porém, nenhum dos

autores citados avaliou a toxicidade da solucdo durante os testes para verificar se a
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mesma aumentava ou diminuia conforme ocorria a degradacéo do(s) pesticida(s) em
estudo. Nesse sentido, como serd visto com mais detalhes no proximo item da
introducéo, alguns trabalhos comecam a realizar esse tipo de procedimento. Porém,
acredita-se que ele ainda é pouco utilizado e, desta forma, foi explorado no presente

trabalho.

Ainda com relagdo aos subprodutos analisados, observa-se que Araujo (2006)
prop6s a formacédo de um subproduto inédito oriundo da degradacgéo fotoquimica do
paration metilico, o O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato. Essa proposi¢cao foi
realizada baseada apenas na interpretacéo do espectro de massas obtido para essa
substancia nos testes de degradacdo. Sendo assim, acredita-se que realizar a
sintese do mesmo para que a sua toxicidade seja avaliada e comparada com a do
pesticida original e a de outros subprodutos citados na literatura seja um

procedimento importante e também foi um dos pontos explorados.

1.6 Utilizacdo de testes de toxicidade ou de neutoto  xicidade para
acompanhar a degradacao de pesticidas organofosfora  dos em matrizes

aguosas

Observa-se na literatura uma recente e, ainda, pouco explorada tendéncia em
se usar testes de toxicidade ou de neurotoxicidade como ferramentas adicionais
para se acompanhar a degradacdo de pesticidas organofosforados em matrizes
aguosas (Dzyadevych e Chovelon, 2002; Zoh et al., 2006; Kralj et al., 2007a e b;
Colovié et al., 2010). Além da utilizacéo das técnicas analiticas (ex. cromatografia
gasosa ou liquida) para quantificar o pesticida e, em alguns casos, 0S seus
subprodutos ao longo do estudo da degradacéo, utiliza-se um ou mais testes para
verificar o que ocorre com a toxicidade da solucdo conforme h&a a diminuicdo da
concentracdo do pesticida. Esse procedimento é mais utilizado em trabalhos de
remediacdo de efluentes contendo pesticidas por processos oxidativos avancados
(POAs) ou pelo uso da radiacdo oriunda de lampadas (Dzyadevych e Cholevon,
2002; Kralj et al., 2007a e b; Colocovi¢ et al., 2010). O mesmo visa, por exemplo,
verificar se h4 a formacgédo de subprodutos mais téxicos que os pesticidas originais
conforme a degradacdo dos mesmos ocorre e, ainda, verificar o tempo de

tratamento necessario para fazer com que a toxicidade da solucéo seja desprezivel.
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Com relagao aos testes que vem sendo utilizados na literatura com esses
objetivos, destacam-se: o0 que utiliza um tipo de crustaceo (Daphnia Magna), o que
utiliza um tipo de bactéria (Vibrio Fischeri) e 0 que avalia a inibicdo da enzima AChE
(Galli et al., 1994; Dzyadevych e Chovelon, 2002; Zoh et al., 2006; Kralj et al., 2007a
e b; Colovié et al., 2010; Aydin et al., 2011). Entre esses testes, o que avalia a
inibicdo da AChE tem as vantagens de ser facilmente realizado em laboratorio de
quimica por ndo haver a necessidade de se trabalhar sempre com um ser vivo, tem
relacdo direta com a principal acéo toxica dos pesticidas organofosforados, como
visto no item 1.2.3 deste capitulo, e, ainda, € extremamente sensivel a presenca de
alguns pesticidas organofosforados de elevada toxicidade (Galli et al., 1994;
Dzyadevych e Chovelon, 2002; Kralj et al., 2007a e b; Colovié et al., 2010 e 2011).

Kralj e colaboradores (2007a e b) e Colovié e colaboradores (2010), por
exemplo, utilizaram esse teste para avaliar a toxicidade da solucdo ao longo da
fotodegradacédo, na presenca ou na auséncia de TiO, (fotocatalisador), de alguns
pesticidas organofosforados. Em todos os casos foram utilizados um tempo de
120 minutos de exposicdo das solucdes a radiacdo proveniente de uma lampada
parabodlica de xenbnio de 125 W. De forma mais detalhada, Kralj e colaboradores
(2007a e b) avaliaram a degradacdo do azinfés-metilico, do clorpirifés, do malation
(formulado e padréo) e do malaoxon, em solu¢cfes separadas, e utilizaram a técnica
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) para
determinar a concentracdo dessas substancias ao longo do tempo. Enquanto que,
Colovié e colaboradores (2010) avaliaram a degradacdo do diazinon utilizando a
técnica de cromatografia liquida de ultra desempenho com detecc¢édo por UV-Vis. Em
alguns casos foram quantificados ainda alguns subprodutos dos pesticidas em

estudo.

De maneira geral, os resultados obtidos mostraram que ha variagbes na
toxicidade da solucdo ao longo da degradagdo das substancias testadas.
Geralmente, no inicio dos testes de fotodegradacdo, hd um aumento da toxicidade
da solucdo (aumento da inibicdo da AChE), enquanto que, ao final do tempo de
exposicdo, a toxicidade € menor que a inicial. Segundo o0s autores, muito
provavelmente, essa tendéncia geral é observada, pois ocorre a formacdo com
posterior degradacdo dos analogos oxigenados dos pesticidas sulfurados em estudo

durante os testes. Nesse sentido, Kralj e colaboradores (2007b) verificaram que a
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toxicidade da solu¢cdo aumentou ao longo da fotocatélise do malation devido a
formacdo do malaoxon, porém, apdés os 120 minutos de irradiacdo, a mesma era
extremamente baixa. Em alguns casos, mesmo depois dos 120 minutos de
irradiacdo, a toxicidade da solucdo continua elevada, mostrando que, ainda ha
substancias na mesma que séo capazes de inibir a AChE. Nesse sentido, no mesmo
trabalho (Kralj et al., 2007b) foi observado que na fotocatalise de uma formulacéo
comercial contendo malation e isomalation, mesmo apdés os 120 minutos de
irradiacdo, a solucdo ainda encontrava-se mais toxica que no inicio do ensaio. Isso
mostra que a degradacdo desses pesticidas leva a compostos mais toxicos que 0s
originais. Sendo assim, os resultados obtidos por esses autores indicam que realizar
um teste de neurotoxicidade € um procedimento relevante e que deve ser mais

explorado pelos autores que avaliam a degradacao de pesticidas organofosforados.

Com relacdo ao procedimento de laboratorio utilizado para avaliar a inibicdo
da AChE ao longo da degradacao do pesticida organofosforado, todos, de alguma
forma, estdo baseados no meétodo inicialmente desenvolvido por Ellman e
colaboradores (1961). Esses pesquisadores desenvolveram, em 1961, um meétodo
colorimétrico de simples execugdo capaz de determinar a atividade catalitica da
AChE e, por sua vez, possivel de ser utilizado na determinagdo da porcentagem de
inibicdo ocasionada por uma substancia a essa enzima. Esse método vem sendo
usado até hoje em trabalhos cientificos com as mais diversas finalidades, dentre
eles: trabalhos que usam a atividade dessa enzima como biomarcador ambiental
(Kirby et al., 2000; Forget et al., 2003; Matozzo et al., 2005; Linde-Arias et al., 2008),
0S que buscam medicamentos para o mal de Alzheimer (Houghton et al., 2006;
Mukherjee et al., 2007), os que avaliam a toxicidade de pesticidas (Colocovi¢ et al.,
2010 e 2011), os que usam testes de neurotoxicidade como ferramenta adicional
para acompanhar a degradacéo de pesticidas (Kralj et al., 2007a e b), dentre outros.
Para ter dimensdo do quanto esse método é utilizado até hoje basta observar que o
artigo no qual ele é descrito (Ellman et al., 1961) foi citado 10532 vezes, na base de
dados Scopus, de 1970 até o dia 07/07/2015.

Nesse método, a atividade da enzima € determinada acompanhando-se a
variacao no acréscimo de absorbancia, em comprimento de onda especifico, de uma
solucdo onde o substrato (geralmente acetiltiocolina) esta sendo hidrolisado pela

enzima (Figura 8) na presenca do fon 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB%). O
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aumento da absorbancia ao longo do tempo ocorre devido a formacdo do anion 5-
tiol-2-nitrobenzoato (TNB%) de coloracdo amarela, produto da reacdo entre a
tiocolina e o fon DTNB? (Figura 9). Sendo assim, quanto maior for o acréscimo de
absorbéancia por um determinado intervalo de tempo, maior € a atividade da enzima,
e, comparando-se a atividade de enzimas AChE que foram colocadas em contato
com solugdes contendo inibidores (ex. pesticidas organofosforados) com a atividade
de enzimas que nao tiveram esse contato (controle), pode-se chegar a porcentagem

de inibicdo da mesma.

0] | 0 |
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Figura 8: Quebra da acetiltiocolina em acetato e tiocolina promovida pela AChE.

| S NO
;}\’\/\S_ + OZNOS/ 2

CO0O~
“00C

| ]
+ NO

COO~ CO0O~

Figura 9 : Reaco entre a tiocolina e o fon 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB?) formando,

entre outro produto, o anion 5-tiol-2-nitrobenzoato (TNB?).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

 Estudar a degradacdo do paration metilico em diferentes matrizes
aguosas sob acéo da radiacédo solar em um ambiente de clima tropical avaliando-se
a toxicidade da solucdo e a formacdo do paraoxon metilico ao longo desse

processo.
2.2 Objetivos especificos

« Sintetizar o O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato;

« Avaliar a toxicidade do O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato frente ao
teste de inibicdo da AChE e comparar com a do paration metilico, paraoxon metilico

e p-nitrofenaol;

« Propor e validar um método de analise para quantificar o paration metilico

e o0 paraoxon metilico nas diferentes matrizes aquosas utilizadas;

« Comparar a eficiéncia da extracdo em fase solida para analise das

substéancias de interesse utilizando-se dois cartuchos diferentes;

- Estudar a degradacao do paration metilico em agua ultrapura com e sem
acidos humicos;

- Avaliar a degradacéo biotica e abiotica do paration metilico em agua do rio

Paraiba do Sul;

« Calcular as constantes de velocidade das reacdes de degradacédo e o

tempo de meia-vida da substancia estudada nas diferentes condi¢fes testadas;

- Inferir quais os processos relevantes para a degradacdo do paration
metilico nessas diferentes condi¢des;
« Utilizar o teste de inibicdo da AChE para acompanhar a degradacdo do

pesticida em estudo;

« Relacionar a variacdo da toxicidade da solucdo com o desaparecimento

do pesticida original e a formacéo do paraoxon metilico.
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CAPITULO 2

Avaliagdo da toxicidade do paration metilico e
de alguns dos seus subprodutos frente ao
teste de inibicdo da AChE
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Como mencionado no capitulo 1, em sua dissertagdo de Mestrado, Aradjo
(2006), estudando a degradacdo do paration metilico formulado em diferentes
matrizes aquosas, propds a formacdo de um subproduto inédito, o O,O-dimetil O-p-
hidroxifenil tiofosfato. Essa proposicdo estava baseada apenas na interpretacdo do
espectro de massas obtido para essa substancia nos testes de degradacéo. Desta
forma, antes que fosse realizada a avaliacdo da toxicidade do paration metilico e de
alguns dos seus subprodutos comumente citados na literatura (paraoxon metilico e
p-nitrofenol) sintetizou-se e a caracterizou-se o O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato
visando comprovar a proposi¢do feita inicialmente por Araujo (2006) e, também,
inclui-lo nos testes de toxicidade. Desta forma, neste capitulo, serdo apresentadas
as metodologias, resultados e discussfes referentes a sintese e caracterizacdo do
O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato e a avaliacdo da toxicidade do paration
metilico e de alguns dos seus subprodutos frente ao teste de inibicdo da AChE antes
de se apresentar os estudos aprofundados da degradagdo do paration metilico

(capitulos 3 e 4).
1. METODOLOGIA

1.1 Sintese e caracterizacdo do O,O-dimetil O- p-hidroxifenil

tiofosfato

A sintese do O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato foi realizada sob orientacéao
do professor Dr. Paulo Cesar Muniz de Lacerda Miranda (UNICAMP) e baseada no
trabalho desenvolvido por Brisefio-Roa e colaboradores (2006). Inicialmente, foi
realizada a purificacdo da hidroquinona (Vetec) através da recristalizacdo em
acetona (Vetec) e do tetraidrofurano (Vetec) (THF), através da destilacdo na
presenca de sodio e benzofenona (Vetec). Uma solucéo 4,54 mmol de hidroquinona
em 10 mL de THF foi adicionada gota-a-gota a uma suspensao, em constante
agitacdo, de 4,54 mmol de hidreto de sddio (Vetec) em 20 mL de THF. ApéGs a
adicdo, a mistura foi aquecida sob refluxo por 30 minutos e, posteriormente,
resfriada a temperatura ambiente. O meio reacional foi mantido sob agitacdo e
resfriado entre 0-5 °C. Nessa temperatura, foi adicionada, gota-a-gota, uma solugéo
4,54 mmol de dimetilclorotiofosfato (Sigma-Aldrich), fosforilante, em 10 mL de THF.

Apés a adigcdo, a mistura foi deixada em temperatura ambiente por 30 h. Apds esse
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tempo, um volume de 20 mL de uma solugcdo saturada de NH4Cl (Vetec) foi
adicionado. A mistura resultante, de coloragcdo amarela, foi agitada durante
15 minutos e, posteriormente, foi adicionado 20 mL de acetato de etila grau pesticida
(Tedia). Separou-se a fase organica e adicionou-se sulfato de sodio anidro (Vetec) a
mesma. Apos filtragdo do sulfato de sodio, a fase organica foi concentrada em um
sistema rota-evaporador/banho maria (Fisatom 802/550) acoplado a bomba a vacuo
(Quimis Q355J), gerando um 6leo amarelado. O composto de interesse, O,0O-dimetil
O-p-hidroxifenil tiofosfato, foi separado através de cromatografia em coluna
utilizando-se silica gel (Merck) como fase estacionaria e cloroférmio (Vetec) como

fase moével.

A caracterizagdo do O,0O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato foi feita através das
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (Sistema
Shimadzu CG(17-A)/EM(QP 5050)) e de ressonancia magnética nuclear de *C e H
(Espectros obtidos a partir de solugdo do composto em CDCl; no espectrometro Jeol
modelo ECLIPSE 400, operando em 400 MHz para *H e 100 MHz para **C e tendo

como referéncia interna Si(CH3),).

1.2 Avaliacdo da toxicidade do paration metilico e de alguns dos

seus subprodutos frente ao teste de inibicdo da ACh E

A avaliacdo da toxicidade do paration metilico e de alguns dos seus
subprodutos frente ao teste de inibicdo da AChE foi feita determinando-se os valores
de 'ICsy (3 horas) da AChE para os mesmos. Para essas determinacées foram
preparadas as solucdes descritas na Tabela 8. Um solvente organico, a acetona, foi
escolhido para o preparo das mesmas devido a baixa solubilidade das substancias

utilizadas em agua.

Tabela 8: Solucdes em acetona grau HPLC (Tedia) utilizadas nos testes para a
determinagéo do ICs, (3 horas) da AChE.

Compostos Concentracbes

paration metilico, ®p-nitrofenol e

1,00; 10,0; 50,0; 100 e 400 mg L™
®0,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato. ¢

paraoxon metilico 1,00; 10,0; 50,0; 100 e 400 ug Lt

#Padrées adquiridos a Pestanal (pureza > 96,0 %); ®Padrzo previamente sintetizado.

'Concentracéo na qual a inibicio da enzima é ig6al%.
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Com relacdo ao padrdo de O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato utilizado na
avaliagdo da toxicidade, o mesmo foi sintetizado por uma rota sintética diferente da
apresentada no item anterior. Como sera discutido com mais detalhes adiante, a
massa obtida na sintese descrita no item 1.1 deste capitulo foi suficiente apenas
para a realizacédo das caracterizacdes. O padrao dessa substancia que foi usado no
teste de neurotoxicidade foi sintetizado no Instituto de Quimica da UNICAMP pelo
grupo de pesquisa do professor Dr. Paulo Cesar Muniz de Lacerda Miranda e foi

gentilmente cedido para que os testes pudessem ser realizados.

Apbs o preparo das solugbes descritas na Tabela 8, os valores de inibicdo da
AChE para as mesmas foram determinados em triplicata utilizando as modificagoes
propostas por Azevedo (2013) ao método de Ellman e colaboradores (1961). Os

passos que foram realizados sdo descritos a sequir:

* Transferiu-se uma aliquota de 65,0 uL de solucdo tampao fosfato
0,200 mol L™* pH 7,20 e de 10,0 pL da enzima AChE extraida de cérebro de ratos

(Anexo 1) para 72 pocos de uma placa de 96 pocos.

* Adicionou-se 10,0 pL de acetona (controle) em 12 pocos e 10,0 pyL, em

triplicata, das solu¢des descritas na Tabela 8, aos demais pocos.

* Homogeneizou-se as soluc¢des resultantes e incubou-se por 3 horas em
banho maria (Kacil BM-02) a 37 °C.

« Apobs esse tempo, acrescentou-se 65,0 L de solugéo 1,00 x 10° mol L™ do
acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoéico - DTNB - (Sigma-Aldrich) em tamp&o fosfato
0,200 mol L™ pH 7,20 e 65,0 pL de solucéo aquosa 1,00 x 10° mol L™ de iodeto de

acetiltiocolina (Sigma-Aldrich).

» Determinou-se a absorbancia em 405 nm no tempo inicial e a cada

60 segundos, durante 6 minutos, no leitor de placas ELX800 da Biotek.

» Calculou-se a variagdo média de absorbancia por minuto para cada
repeticdo do controle e para cada repeticdo das solucdes apresentadas na Tabela 8
((Aabs /mln)

repeticéo )

» Determinou-se a variacdo média de absorbancia por minuto para o controle

((A,ys / min) ) e, através da equacdo abaixo (Equacdo 1), chegou-se a

controle
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porcentagem de inibicAo para cada repeticdo das solugbes apresentadas na
Tabela 8.

Equacéo 1: Porcentagem de inibicdo

%. = |:100 — (((Aabs / min)repetigéo X 100) jj|

inibicdo

(Aabs / m I r])controle

Uma vez determinados os valores de porcentagem de inibicdo da AChE para
cada repeticdo das solucdes, os valores de ICsy (3 horas) da AChE para os
compostos testados, nas condicBes usadas no presente trabalho, foram calculados

com auxilio do programa GhaphPad Prism 5 da GhaphPad Software.
2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Sintese e caracterizacdo do O,O-dimetil O- p-hidroxifenil

tiofosfato

Diferentemente do esperado, a rota sintética utilizada, a qual se encontra
resumida na Figura 10, levou também a formacdo do produto difosforilado com
elevado rendimento. O seu rendimento foi de 47 %, enquanto que, o do produto
almejado, O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato, produto monofosforilado, foi de

apenas 6 %.

i

OH /P\\OMe
OMe
i) NaH, THF

ii) PS(OCH3),Cl

OH OH

Figura 10 : Esquema da rota utilizada para sintese do O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato.

Nesse sentido, varias modificacbes visando aumentar o rendimento do
produto almejado e diminuir o do produto difosforilado foram propostas a rota
sintética descrita. Dentre elas, pode-se citar: a mudanga da base utilizada para
desprotonar a hidroquinona (ex. butil litio, metil litio, tert-butil litio, hidréxido de sédio,
piridina ao invés do hidreto de sb6dio), a mudanga na propor¢do estequiométrica da

sintese (ex.: 1:0,5:0,5 — hidroquinona:base:fosforilante ao invés de 1:1:1), dentre
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outras. Porém, em nenhum caso, o rendimento de formacao do produto almejado foi
superior a 6 %. A formacdo com alto rendimento do produto difosforilado ocorreu
porque, provavelmente, o O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato € um acido mais
forte que a hidroguinona. Sendo assim, uma vez que ele era formado no meio
reacional ele protonava a base conjugada da hidroquinona, favorecendo assim a
segunda fosforilacdo e desfavorecendo a formacéo do produto monofosforilado.

Desta forma, como varias possibilidades foram testadas e ndo se conseguiu
um rendimento alto do produto almejado, resolveu-se, apoOs purificacdo do
0,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato, avancar a sua caracterizagao, ja que, a massa
obtida, aproximadamente 20 mg, era suficiente para a realizagdo desse

procedimento.

Alguns dados extraidos do espectro de RMN de *3C e *H (Anexos 2 e 3), o
espectro de massas do O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato sintetizado e, ainda, a
interpretacdo do mesmo sao mostrados na Tabela 9 e nas Figura 11 B e Figura 12,
respectivamente. Esses resultados mostram que o produto almejado, mesmo com
baixo rendimento, foi sintetizado com sucesso. Comparando-se ainda os espectros
de massas do O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato oriundo dos ensaios de
degradacdo realizado por Araujo (2006) e da sintese realizada no presente trabalho,

respectivamente, FigurasFigura 11 A e B, chega-se a conclusdo que a proposta

estrutural feita por Araujo (2006) estava correta.

Tabela 9: Dados dos espectros de RMN do O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato
sintetizado.

Estrutura 'H-RMN &, J(Hz), TMS BC-RMN 3, J(Hz), TMS
0
OMe 3 .
o oMe 7,02 (2H, d,°J 6,8, H do C3); ,
153,4 (s, 4-C), 144,4 (d, 3 7.7, 1-C),
6,78 (2H, d,%J 6.8, H do C2); (s, 4-C) ( )

122,1 (d, %] 4.6, 2-C), 116,3 (s, 3-C)

3,84 (6H, d,%J 13.7, 2 x OCH,);
: ( 3) 55,4 (d, 2J 5,4, 2 X OCHb>)

T 2,30 (1H, H do OH)
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Figura 11 A e B: Espectros de massas (70 eV) do O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato

oriundo dos testes de degradacgéo realizado por Araujo (2006) (A) e da rota sintética

_— =

mostrada na Figura 10 (B).
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Figura 12: Propostas estruturais de alguns fragmentos presentes no espectro de massas do
0,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato (Extraido de Araujo et al., 2013).
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Como ja mencionado, o O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato ainda ndo havia
sido citado na literatura como um subproduto da degradacao fotoquimica do paration
metilico em matrizes aquosas. Desta forma, basicamente, a sua sintese, como
descrita no item 1.1 deste capitulo, caracterizacdo e uma proposta de formacdo do
mesmo levou a publicacdo de um artigo de titulo “Photochemical nitro-nitrite
rearrangement in methyl parathion decay under tropical conditions” na revista
“Journal of Environmental Science and Health, Part B: Pesticides, Food
Contaminants, and Agricultural Wastes” em 2013 (Araujo et al., 2013). No mesmo,
sugere-se que esse produto foi formado via um rearranjo fotoquimico do grupo nitro
do paration metilico, Figura 13. Esse rearranjo (nitro-nitrito) ¢ um processo
fotoquimico ja citado na literatura para outros compostos (Chapman et al., 1966).

S S S
/O: Ig\ ~ /O: . \ /O: s \ ~
0] @) (@) O

Figura 13 : Proposta de converséao fotoquimica do paration metilico em O,O-dimetil O-p-
hidroxifenil tiofosfato.

NO,

Embora, como j& mencionado, a massa obtida do O,0O-dimetil O-p-hidroxifenil
tiofosfato utilizando-se o procedimento descrito no item 1.1 n&o tenha sido suficiente
para realizar o teste de neurotoxicidade, o mesmo foi sintetizado pelo grupo do
professor Dr. Paulo Cesar Muniz de Lacerda Miranda (UNICAMP) e foi gentilmente

cedido para a sua realizacao.

2.2 Avaliacdo da toxicidade do paration metilico e de alguns dos

seus subprodutos frente ao teste de inibicdo da ACh E

A Figura 14 mostra a placa de 96 pocos logo apés a realizacdo do teste de
inibicdo da AChE para o paration metilico e demais subprodutos. Analisando-se a
mesma, observa-se que, quando foram adicionadas solu¢Bes de paration metilico
(PME) nas concentracdes de 50,0; 100 e 400 mg L™ e de paraoxon metilico (POM)
nas concentracdes de 50,0; 100 e 400 pg L™, a intensidade da coloracdo amarela ao

final do teste foi menor. Isso indica que houve maior inibicAo da enzima nesses
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casos. Analisando-se ainda a Figura 14, observa-se que a intensidade da coloragéo
amarela nos pocos onde foram adicionados 10,0 pyL de acetona (controle) é
acentuada. Isso demonstra que esse volume de acetona, nas condi¢des utilizadas
no teste, ndo inibe de maneira significativa a AChE.

Figura 14 : Placa de 96 pocos logo apds a realiza¢édo do teste de inibicdo da AChE para o
paration metilico e alguns dos seus subprodutos (PNF: p-nitrofenol; DHT: O,0-dimetil O-p-
hidroxifenil tiofosfato; PME: paration metilico; POM: paraoxon metilico).

As suposiclOes realizadas analisando-se a Figura 14 foram confirmadas
gquando se calculou, a partir dos valores de porcentagem de inibicdo obtidos
(Anexo 4), o ICsp (3 horas) da AChE para o paration metilico e alguns dos seus
subprodutos. Esses valores, bem como a estrutura dos compostos testados, séo
mostrados na Figura 15.

7 i 7

H —R~oMme —R~ome —R~ome
OMe OMe OMe
NO, OH NO, NO,

p-nitrofenol 0O,0O-dimetil paration metilico paraoxon metilico
n&o apresentou inibicdo  O-p-hidroxifenil tiofosfato |5y =199 mg Lt ICs0=24,6x10°mg L™

ICs0>400mg L

Figura 15 : ICs, (3 horas) da AChE para o paration metilico e alguns dos seus subprodutos e
a estrutura dos mesmos.
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Analisando-se os resultados mostrados na Figura 15, chega-se as seguintes

observacdes principais:

= O p-nitrofenol, subproduto oriundo do processo de hidrolise do paration

metilico ou do paraoxon metilico, ndo inibiu a AChE nas condi¢cfes usadas no teste.

Esses resultados eram esperados, visto que, Dzyadevych e Chovelon (2002)
e Colovié e colaboradores (2011) ja& haviam mostrado que o p-nitrofenol e o
2-hidroxi-3,5,6-tricloropiridina (produto da hidrdlise do clorpirifés) ndo inibem a
AChE. Esses resultados mostram que ha uma relacéo entre a presenca do atomo de

fosforo pentavalente e a inibicdo da enzima AChE.

= O paraoxon metilico € mais toxico, frente ao teste de inibicAo da AChE,

que o paration metilico.

Esse resultado também ja era esperado, visto que, muitos autores citam ou
comprovam que os produtos de degradacdo que possuem a ligagdo P=0O séo
anticolinesterasicos mais potentes que 0s pesticidas originais que possuem a
ligacdo P=S (Fukuto, 1990; Galli et al., 1994; Dzyadevych e Chovelon, 2002; Santos
et al., 2007; Colovié et al., 2011; Patrick, 2013). Eles mencionam que isso acontece,
principalmente, porque um dos passos cruciais para que ocorra a inibicdo da AChE
pelo composto organofosforado é o ataque nucleofilico do oxigénio da serina,
residuo de aminoacido presente no sitio ativo da enzima, ao fésforo do composto.
Desta forma, como o fosforo da ligacdo P=0O possui densidade eletrdnica menor que
o fosforo da ligacdo P=S ele esta mais susceptivel ao ataque nucleofilico da serina.
Ou seja, compostos com a ligacdo P=0 inibem de forma mais eficiente a AChE do

que seus analogos sulfurados com a ligagdo P=S.

= O O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato € menos tdéxico que o paration

metilico frente ao teste de inibicdo da AChE.

Provavelmente esse resultado foi encontrado porque houve a troca do grupo
nitro (retirador de elétrons) pelo grupo hidroxila (doador de elétrons) no processo de
degradacdo que levou o paration metilico a O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato.
Essa troca faz com que o fosforo do O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato possua
densidade eletrénica maior que o fosforo do paration metilico, 0 que pode ser visto
com mais detalhes na Figura 16. Desta forma, ele estd menos susceptivel ao ataque
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nucleofilico da serina, fazendo com que o O,0O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato seja

um anticolinesterasico menos eficiente que o paration metilico.
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Figura 16 : Algumas estruturas de ressonancia do paration metilico e do O,0O-dimetil O-p-
hidroxifenil tiofosfato.

Nesse sentido, Fukuto e Metcalf, em 1956, avaliando a toxicidade, atravées da
determinacdo dos valores de ICsp da AChE, do paraoxon etilico e de diversos
compostos que diferiam do mesmo apenas por mudancas no substituinte ligado ao
anel aromatico, chegaram a conclusfes similares. Eles mostraram que, quando
grupos retiradores de elétrons estavam ligados ao anel, principalmente, nas
posi¢cdes orto e para, a agdo anticolinesterasica do composto era mais acentuada,
enquanto que, quando os substituintes eram doadores de elétrons, a acdo era
menor. Para ilustrar o que foi dito, apresenta-se os resultados de IC5p da AChE
encontrados pelos autores para o paraoxon etilico (O,O-dietil O-p-nitrofenil fosfato) e
para o O,0-dietil O-p-metoxifenil fosfato, respectivamente, 2,6 x 10° mol L™ e > 1,0 x
10 mol L™,

Ainda com relacdo a comparacédo entre a toxicidade do paration metilico e do

0,0O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato, embora frente ao teste de inibicdo da AChE os
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resultados tenham mostrado que o paration metilico é mais toxico que o O,O-dimetil
O-p-hidroxifenil tiofosfato, pode ser que, utilizando-se outros testes, os resultados
sejam diferentes. Nesse sentido, Dzyadevych e Chovelon (2002) e Aydin e
colaboradores (2011) mostraram que, para o teste de toxicidade que utiliza a
bactéria Vibrio Fischeri, o paration metilico € mais téxico que o paraoxon metilico.
Isso provavelmente acontece porque a agéo toxica dos compostos organofosforados
nesse caso ndo se da pela inibicdo da AChE (Dzyadevych e Chovelon, 2002; Aydin
et al., 2011; ElerSec e Filipi¢, 2011). Sendo assim, acredita-se que seja importante
buscar colaboragbes para que se possa realizar testes de toxicidade para o O,0-
dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato, visando prever de forma mais adequada os

impactos que uma possivel formacédo do mesmo poderia ocasionar.



61

CAPITULO 3

DEGRADACAO DO PARATION METILICO EM
AGUA ULTRAPURA COM E SEM ACIDOS
HUMICOS: DADOS CINETICOS, DE
TOXICIDADE E ANALISE DO PARAOXON
METILICO
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Neste capitulo serdo apresentadas as metodologias, resultados e discussdes
referentes ao teste de degradacdo do paration metilico em &gua ultrapura com e
sem acidos humicos (Experimento 1 - degradacdo abidtica do paration metilico).
Além da determinacéo de alguns dados cinéticos para a degradacao do pesticida em
estudo nessas matrizes, foram realizadas, também, ao longo desse experimento, a
avaliacado da neurotoxicidade das solucdes frente ao teste de inibicdo da AChE e a
determinacao da concentracdo do paraoxon metilico. A escolha de se analisar esse
subproduto ao longo do experimento foi feita devido a sua alta toxicidade comparada
ao pesticida original e aos outros subprodutos, como foi apresentado no capitulo 2.
Neste capitulo, ainda sdo apresentadas as metodologias, resultados e discussées
referentes a validacdo do método de andlise utilizado para quantificar o paration
metilico e o paraoxon metilico em agua ultrapura com e sem acidos humicos. Esse

procedimento é extremamente necessario para que se possa ter confianga nos

resultados gerados.

1. METODOLOGIA

1.1 Preparo da solucdo aquosa contendo acidos hiumic  os

A solucdo aquosa, contendo acidos humicos (agua ultrapura com acidos
hamicos), utilizada no presente trabalho foi preparada com base no protocolo da
EPA para o teste de fotélise indireta (EPA, 2002). Resumidamente, foram
adicionados 10,0 g de &cidos huamicos (Sigma-Aldrich) em 1 L de &gua ultrapura
(Milli-Q plus/Millipore). Em seguida, a solucdo foi levada a exposicdo solar em
erlenmeyer de 2 L (Pyrex) durante 4 dias. Apos o periodo de exposicédo, foi retirado
um volume de 6,00 mL para o preparo de 1 L de solucdo estoque de acido humico.
Essa solugdo apresentou uma absorbancia de 0,494 u.a. em 370 nm (célula de
1 cm) utilizando um espectrofotometro UV-Vis da Varian (Cary-50Bio), sendo
posteriormente guardada sob refrigeracdo. Antes de ser utilizada na validacdo do
método de analise e no experimento 1, a solucdo estoque foi diluida 1:10 com
tampéo fosfato 0,0100 mol L™ pH 7,00, gerando uma solucdo com absorbancia
aproximadamente igual a 5,00 x 10 u.a. em 370 nm (célula de 1 cm).

A concentracdo de carbono organico dissolvido (COD) dessa solugcao de

acidos humicos foi feita pelo Laboratorio de Ciéncias Ambientais da Universidade



63

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LCA/UENF). Para essas
quantificaces foi adicionado 5 uL de HCI 2 mol L™ nas solucdes e as medidas foram
feitas no aparelho TOC 5000 (Shimadzu) com injetor automatico ASI — 5000.

1.2 Método de analise utilizado para quantificar o p  aration metilico

e 0 paraoxon metilico em agua ultrapura com e sema  cidos humicos

O meétodo de analise utilizado para quantificar o paration metilico e o
paraoxon metilico em solucdo aquosa (agua ultrapura - Milli-Q plus/Millipore) com e
sem &cidos humicos esta baseado na extracdo/concentracdo dessas substancias
por intermédio da extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction),
técnica que vem sendo intensamente utilizada com essa finalidade (Castillo et al.,
1997; St-amand e Girard, 2004; Liu et al.,, 2006; Druzina e Stegu, 2007), com

posterior quantificacdo através da cromatografia gasosa.

Para a realizacdo do processo de extragao/concentragdo, foi utilizado um
manifold da Agilent Technologies. Parte do aparato necessario para a execucao do

mesmo é mostrado na Figura 17.

Figura 17: Aparato necessario para a realizacdo da extracdo em fase solida (A = manifold
de extracdo; B = cartucho de extra¢do; C = bomba a vacuo).
Os passos gerais do método de analise utilizado para quantificar as
substancias de interesse em solu¢do aquosa com e sem acidos humicos encontram-

se a sequir.
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Processo de extracdo/concentracao

1) Condicionou-se o cartucho de extracdo em fase sélida (SPE) passando-
se 2 x 3,00 mL de metanol e 2 x 3,00 mL de agua ultrapura pelo cartucho;

Na maior parte das analises realizadas, o cartucho utilizado foi o SampliQ
OPT (60 mg/3 mL) da Agilent Technologies. Em alguns testes iniciais, onde foi
escolhido o cartucho que seria utilizado ao longo dos testes de degradacédo, o
cartucho Oasis HLB (500 mg/6 mL) da Waters também foi usado, sendo o seu
condicionamento realizado de forma idéntica ao do SampliQ OPT.

2) Sem deixar o cartucho secar, passou-se 25,0 mL da solucdo contendo
a(s) substancia(s) a ser(em) analisada(s);

3) Secou-se a0 maximo o cartucho, deixando as torneiras do manifold
abertas, por 15 min, e a bomba a vacuo ligada (Quimis Q355J);

4) Eluiu-se com acetato de etila (Tedia Brasil, grau CG) (3 x 2,50 mL);

5) Adicionou-se uma peguena quantidade de sulfato de sddio anidro (Vetec)
ao tubo de ensaio;

6) Transferiu-se o conteldo presente no tubo de ensaio para um baldo de
fundo redondo e lavou-se o mesmo com 2,50 mL de acetato de etila. Evaporou-se
em sistema rota-evaporador/banho maria (Fisatom 802/550) até aproximadamente
0,50 mL;

7) Transferiu-se o volume presente no baldo para um vial e evaporou-se até
a secura com argonio (White Martins);

8) Adicionou-se 250 pL de acetato de etila ao vial;

Processo de injecao

9) Injetou-se 1,00 pL dos extratos® obtidos no cromatégrafo a gas acoplado
ao detector de espectrometria de massas - sistema CG/EM (2010-Plus) da
Shimadzu utilizando o método SIM (monitoramento de ion seletivo, do inglés
Selective fon Monitoring) para a detec¢éo das substancias. Alguns dos parametros

cromatograficos que foram utilizados estao descritos nas TabelasTabela 10 e 11.

Processo de guantificacao

10) Comparou-se a area obtida com a curva analitica adequada.

ZA solucéo obtida apds a realizacdo do processo de extragdo/concentracédo serd chamada de extrato.
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Tabela 10: Parametros cromatograficos que foram utilizados para a realizacdo das analises.

Parametros Valores ou especificacbes
Temperatura do injetor 250 C
Temperatura da interface do detector 300 C
Temperatura da fonte de ions 200 C

Temperatura inicial do forno/tempo de
permanéncia

Taxa de aquecimento 1 15 C/min até 240 €

Taxa de aquecimento 2/ tempo de

permanéncia na temperatura final

120 /5,00 min

25 C/min até 280 T 1,40 min

Presséo constante 190 kPa
Coluna VF-5MS Varian (30m, I.D. 0,25 mm, 0,25 um)
Razao de split e volume de injecdo 10e 1l pulL

Tabela 11: fons (fragmentos) selecionados para analise de cada substancia e para a corrida
de maneira geral, tempos de retencéo (t;) encontrados e o tempo total da corrida.

Substancias/corrida fons Tempo (min)
Paraoxon metilico 247 e 109 11,011
Paration metilico 263 e 109 11,680

Tempo total da corrida 263, 247 e 109 16,000

O padrdo para a escolha dos ions apresentados na Tabela 11 foi o de
selecionar o ion molecular [M]" e o pico base para cada substancia. Sendo os
tempos de retencdo obtidos através da injecdo, utilizando-se o0s métodos
cromatograficos descritos na Tabela 10 e 0 modo SCAN, de uma solucdo 100 ppm
dos padrdes em acetato de etila. O cromatograma obtido nesse procedimento pode

ser visualizado na Figura 18.

(x1,000,000)
—TIC

5. 11.680

Figura 18 : Cromatograma obtido, no modo SCAN, a partir de solugcdo em acetato de etila de
paraoxon metilico e paration metilico nas concentragdes de 100 ppm.
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1.3 Validacao do método de analise

Previamente a utilizacdo do método de andlise descrito no item anterior no
teste de degradacao, foi feita a validacdo do mesmo. Para esse processo foram
avaliados os seguintes parametros: seletividade, exatiddo e preciséo, linearidade,
limite de quantificacdo e deteccdo. Todas essas determinagbes foram feitas

baseadas no trabalho de Ribani e colaboradores (2004).

1.3.1 Determinacdo da seletividade, exatiddo e prec isdo do método de

analise

Somente para a solu¢do contendo o pesticida e o paraoxon metilico em agua
ultrapura, a seletividade, exatiddo e precisdo do método de analise foram
determinadas utilizando-se os dois cartuchos de extracdo em fase solida citados:
Oasis HLB (500 mg/6 mL) da Waters e o SampliQ OPT (60 mg/3 mL) da Agilent
Technologies. Esse procedimento foi realizado para verificar qual deles seria mais
adequado para ser utilizado nas demais etapas do presente trabalho. Adiante sera
discutido os motivos pelos quais o cartucho SampliQ OPT (60 mg/3 mL) da Agilent

Technologies foi 0 escolhido.

A seletividade do método foi avaliada através do preparo de solugbes
aguosas com e sem acidos humicos contendo o paration metilico e o paraoxon
metilico nas concentracdes de 1,30 mg L' e 30,0 pg L™, respectivamente.
Posteriormente, utilizando-se essas solucdes, foram realizados, em triplicata, os
processos de extragao/concentracdo e injecdo descritos anteriormente, item 1.2
deste capitulo. Os cromatogramas resultantes dessas inje¢cdes foram comparados
com os cromatogramas oriundos das injecdes de extratos obtidos da mesma forma,
porém, partindo-se de agua ultrapura com ou sem acidos humicos e sem a adicao

das substancias em estudo. Ou seja, partindo-se do branco.

Para avaliar a exatiddo do método foi utilizado um ensaio de recuperacao.
Desta forma, foram preparadas cinco solu¢des contendo 32,5 ug de paration metilico
e 0,750 pg de paraoxon metilico em 250 pL de acetato de etila (“Solugcdes sem
extracdo”). Um volume de 1,00 pyL dessas solugfes foi injetado e uma média das
areas obtidas para cada substancia foi determinada. Posteriormente, comparando-

se esses valores (considerados como 100 % de recuperacdo) com as meédias das
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areas obtidas a partir da inje¢cdo de cinco extratos provenientes da agua ultrapura
com e sem &cidos humicos previamente fortificadas com 1,30 mg L™ de paration
metilico e 30,0 pg L™ de paraoxon metilico, chegou-se as taxas de recuperacdo

dessas substancias nas matrizes e cartuchos utilizados.

A precisdo do meétodo de extracdo/concentracdo, para cada uma das
substancias de interesse, nas diferentes matrizes e cartuchos utilizados, foi expressa
através dos intervalos de confianca da taxa de recuperacdo com 95% de

probabilidade. Esses valores foram calculados utilizando-se a Equacéo 2.

Equacéo 2 : Intervalo de confianca da média
s

$tn—1 .\_f_n

Sendo:

s: estimativa do desvio padrdo das porcentagens de recuperacdo obtidas a partir de
cinco extracBes; n: nimero de repeticdes, no caso 5; t,1: valor critico da distribuicdo de

Student com n-1 graus de liberdade, no caso 4.
1.3.2 Linearidade do método de analise — curvas ana liticas

Para o preparo das curvas analiticas, utilizou-se solu¢cfes aquosas com e sem
acidos humicos contendo as seguintes concentracbes de paration metilico: 1,30;
1,00; 0,700; 0,400 e 0,0500 mg L™ e de paraoxon metilico: 30,0; 15,0; 7,50; 3,75 e
0,0500 pg L. Posteriormente, realizou-se, em triplicata, os processos de
extracdo/concentracdo e injecdo descritos no item 1.2 deste capitulo, sendo as

areas obtidas utilizadas para o preparo das curvas analiticas.
1.3.3 Limite de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) do método de anélise

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados utilizando-se o
meétodo baseado em parametros da curva analitica. As equacdes que foram usadas

para essas determinacdes (Equacdes 3 e 4) sdo mostradas a seguir.
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Equacéo 3: Limite de deteccéo (LD)

LD =33 >
= 3. XS

Equacéo 4 : Limite de quantificacdo (LQ)

LQ=10x =

Sendo:

s: estimativa do desvio padrdo do branco (obtido apds as inje¢cBes dos extratos
oriundos do branco); S: coeficiente angular da curva analitica (obtido apds confecgdo das

curvas analiticas).

1.4 Degradacéo abiotica do paration metilico em agu a ultrapura

com e sem acidos humicos — experimento 1
1.4.1 Preparo e exposicao das solucdes a radiacdo s olar

Para a realizagdo do teste de degradacdo foram preparadas solucdes
aquosas com e sem acidos humicos contendo paration metilico (Pestanal — 99,8 %)
na concentracdo aproximada de 1,30 mg L. Essas solu¢des foram deixadas sob
agitacao por meia hora e depois desse tempo foram determinados os valores de pH
(pHmetro de bancada — Micronal — B374) e da concentracdo de oxigénio dissolvido
(medidor de oxigénio — Lutron — DO5510). ApoOs esse procedimento, as solugdes
foram transferidas, sem “headspace”, para frascos de borossilicato de 40 mL da
Weathon. Alguns desses frascos, antes da exposicdo a radiacdo solar, foram
envolvidos (protegidos) com papel aluminio com o objetivo de se avaliar os
processos de degradacdo nado fotoassistidos (ex. hidrolise, termoélise e reacgfes
redox que ocorrem na auséncia de radiacdo). Desta forma, nesse experimento, a
degradacéo do paration metilico foi avaliada em quatro condi¢cdes. Um resumo das
mesmas e, ainda, 0s provaveis processos que podem levar a degradacdo do
pesticida em cada uma delas, encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12: Condicdes nas quais a degradacdo do paration metilico (PME) foi avaliada no
experimento 1, siglas utilizadas e provaveis processos de degradacdo do pesticida em
estudo nas mesmas.

Condicdes Siglas  Processo(s) de degradacao provavel(veis)

PME em agua ultrapura protegida
com papel aluminio
PME em agua ultrapura com AH AHE Hidrolise, termolise e reacdes nao
protegida com papel aluminio fotoassistidas mediadas pelos AH
PME em agua ultrapura exposta
diretamente a radiacao solar

APE Hidrolise e termdlise

APC Hidrolise, termolise e fotdlise direta

Hidrolise, termolise, reacbes ndo
AHC fotoassistidas mediadas pelos AH, fotélise
direta e indireta

PME em agua ultrapura com AH
exposta diretamente a radia¢édo solar

A exposicdo das solucdes a radiacdo solar foi feita no telhado do anexo do
Centro de Ciéncia e Tecnologia (CCT) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada no municipio de Campos dos
Goytacazes no estado do Rio de Janeiro, Brasil, tendo as seguintes coordenadas
geograficas: 41,2914° W e 21,7609° S. Os frascos contendo as solucdes foram
imersos em um grande banho de agua (1000 L) segundo procedimento descrito por
Araujo (2006) e Araujo e colaboradores (2007). A exposi¢do das solugbes ocorreu
entre os dias 06/05/2013 a 17/07/2013, Figura 19.
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Figura 19 : Frascos de borossilicato, contendo as solu¢des com paration metilico, expostos
ao sol imersos em agua no tempo inicial do experimento 1.
(A = SolugBes expostas diretamente a radiacéo solar “Claro - C”"; B = Solu¢des expostas a radiagdo
solar envolvidas (protegidas) com papel aluminio “Escuro - E”)
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Os frascos foram colocados no suporte e eram retirados para a realizacdo das
analises de forma aleatdria, conseguida mediante sorteio. A temperatura da agua
onde os tubos foram imersos (temperatura interna) e da regido proxima a exposi¢cao
(temperatura externa) foram medidas ao longo dos dias de exposi¢cao com auxilio de
termdmetros analdgicos de maxima e minima temperatura da Incoterm
(5201.03.0.00). A intensidade da radiacdo solar no periodo de realizagdo do
experimento foi obtida através de uma estacdo meteoroldgica localizada no
municipio de Campos dos Goytacazes (RJ) mantida pelo Instituto Nacional de
Metereologia (INMET). As coordenadas geograficas da localizacdo da mesma séo:
41,3441°W e 21,7147° S, sendo as medidas feitas a uma altitude de 25,00 m. A
medida da intensidade da radiacéo solar realizada pela estacéo é feita em intervalos
de uma hora, o espectro utilizado para a medida é de 310 a 2800 nm e os dados séo

disponibilizados no site do INMET (http://www.inmet.gov.br/portal/).

1.4.2 Quantificacdo do paration metilico e do parao xon metilico e
avaliacao da toxicidade das solucdes frente ao test e de inibicdo da AChE ao
longo do experimento 1

Para se avaliar a degradacdo do paration metilico e a possivel formacgéo e
degradacdo do paraoxon metilico ao longo do experimento 1, foram realizadas
quantificagbes no tempo inicial (quadruplicata) e apds a exposi¢cao ao sol durante 2,
4, 6,9, 12, 15, 18, 24, 31, 36, 48 e 72 dias. Para cada um dos dias mencionados,
trés frascos (triplicata) de cada uma das quatro condi¢cdes avaliadas foram retirados
para a realizacdo das analises. Os processos utilizados para realizar a quantificacéo
do paration metilico e do paraoxon metilico foram descritos no item 1.2 deste

capitulo.

Nos mesmos dias que foram realizadas as quantificacdes do paration metilico
e do paraoxon metilico, foram determinados os valores de inibicdo da AChE, em
triplicata, para cada uma das condi¢gOes avaliadas no experimento. O procedimento
descrito no item 1.2 do capitulo 2 foi o utilizado para essas determinacbes. Um
volume de 10,0 uL das soluc¢des aquosas oriundas do ensaio de degradacéo foi o
utilizado nos testes e o controle foi feito, em sextuplicata, utilizando-se 10,0 yuL das
respectivas matrizes aquosas (agua ultrapura com e sem acidos humicos) usadas

no preparo das solugdes iniciais de paration metilico.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Validacao do método de analise
2.1.1 Seletividade, exatidao e precisdo do método d e analise

Antes que esses resultados sejam apresentados € importante mencionar que,
a quantificacdo do paration metilico foi feita utilizando-se a integracdo do
cromatograma denominado de ions totais (TIC, do inglés Total lon Chromatogram),
enquanto que, a do paraoxon metilico foi realizada através da area do pico dessa
substancia no cromatograma do ion 109.

Uma vez feita essa observagédo, mostra-se nas Figura 20 A e B que o método
proposto se mostrou seletivo para a analise do paration metilico (Figura 20 A) e do
paraoxon metilico (Figura 20 B), ja que, ndo houve substancias que, apés a
realizacdo do processo de extracdo/concentracdo e injecdo utilizando a &agua
ultrapura com e sem acidos humicos (branco), apresentassem o mesmo tempo de

retencdo desses compostos.

(x1.000.000)
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"2 1.3 114 114 16 ni 118 11.9 120 121
(x1.000)
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Figura 20 A e B: Comparacéao de cromatogramas obtidos a partir dos brancos de diferentes
matrizes extraidos com diferentes cartuchos (linha rosa = agua ultrapura/Oasis HLB; linha
azul = agua ultrapura/SampliQ OPT; linha marrom = 4gua ultrapura com acidos humicos/
SampliQ OPT) com um cromatograma obtido a partir do ponto mais concentrado da curva

analitica (linha preta) do paration metilico (A) e do paraoxon metilico (B).
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Ainda com relacdo a avaliacdo da seletividade, vale ressaltar que, a todo o
momento ela era revalidada. Ou seja, durante os testes de degradacgéo foi sempre
observado se ndo havia outra substancia que apresentasse 0 mesmo tempo de
retencdo das substancias de interesse. Em anexo (Anexos 5, 6, 7 e 8) sao
apresentados alguns cromatogramas que ajudam a mostrar que o método

desenvolvido foi seletivo também durante os testes de degradacao.

Antes que os resultados obtidos para a avaliacdo da exatidao e precisdo do
meétodo de analise sejam apresentados e discutidos € importante mencionar que, 0s
cartuchos Oasis HLB (500 mg/6 mL) da Waters e o SampliQ OPT (60 mg/3 mL)
Agilent Technologies foram os escolhidos para serem inicialmente testados, pois
possuem sorbentes baseados em copolimeros obtidos a partir do divinilbenzeno e
de substancias contendo o grupo amida. A estrutura do copolimero presente no
Oasis HLB, por exemplo, € mostrada na Figura 21. J& com relacdo ao presente no
SampliQ OPT, ndo se encontram muitos detalhes a respeito da sua estrutura, ja que,
a sua patente esta vigente. No catalogo da Agilent (Agilent, 2008), encontram-se as
informacdes que se trata de uma poliamida e que possui a estrutura mostrada na
Figura 22. Porém, mesmo que ndo seja diretamente mencionado no catalogo,
acredita-se que a sua estrutura apresente anéis benzénicos, uma vez que a maioria

dos sorbentes de fase polimérica possuem esses anéis em sua estrutura.

Figura 21 : Copolimero (poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona) presente no cartucho Oasis
HLB (500 mg/6 mL) da Waters. Adaptado de Waters (2003).
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Figura 22 : Estrutura do polimero presente no cartucho SampliQ OPT (60 mg/3 mL) da
Agilent Technologies. Retirado de Agilent (2008).

Esses sorbentes ou alguns similares sao citados na literatura (Castillo et al.,
1997; St-Amand e Girard, 2004; Liu et al., 2006) e pelos fabricantes como
adequados para realizar a extragdo de compostos que apresentam larga faixa de
polaridade, sendo extremamente indicados para utilizacdo na extracdo de
compostos de média polaridade, tais como o paration metilico e o paraoxon metilico.
Castillo e colaboradores (1997), por exemplo, mostraram que sorbentes de fase
polimérica baseados em copolimeros de estireno-divinilbenzeno sdo mais
adequados para realizar as extracdes do paration metilico e do paraoxon metilico do
que o de fase quimicamente ligada C-18. Na Tabela 13, encontram-se alguns

resultados apresentados por esses autores.

Tabela 13: Taxas de recuperacdo, determinadas por Castillo e colaboradores (1997), para o
paration metilico (PME) e paraoxon metilico (POM) em agua subterranea fortificada com os
mesmos na concentracdo de 40 pyg L™ utilizando-se diferentes sorbentes para extracdo em
fase sélida.

Recuperacdo % (SD)?

Sorbente Nome/Marca
PME POM
C-18 Disco Empore C18 da 3M 70(10) 54(10)
. . L Cartucho LiChrolut EN
Copolimero estireno-divinilbenzeno 90(13) 82(11)

200 mg/6 mL da Merck
Copolimero estireno-divinilbenzeno  Disco Empore SDB-PRS

96(13 62(15
contendo grupos —SO3H da 3M (13) (15)

®Estimativa do desvio padrdo para triplicata (SD, do inglés standard deviation).

Desta forma, ja se esperava bons resultados na taxa de recuperacdo das
substancias de interesse utilizando-se os dois cartuchos de extragdo em fase sélida
testados, o que foi confirmado com os resultados obtidos (Figura 23).
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Figura 23 : Taxas de recuperacao do paration metilico e do paraoxon metilico em agua
ultrapura (AP) e em solugéo contendo &cidos humicos (AH) utilizando-se os dois cartuchos
de SPE (SampliQ OPT e Oasis HLB) para a solu¢cdo em agua ultrapura e apenas o SampliQ
OPT para a solugéo contendo &cidos humicos.

(As barras de erro apresentadas se referem aos limites de confianca da média com 95 % de
probabilidade (n=5; tsgent=2,78))

Analisando-se a Figura 23, observa-se inicialmente que, as taxas de
recuperacao obtidas para extracdo das substancias de interesse em agua ultrapura
utilizando os dois cartuchos, Oasis HLB e o SampliQ OPT, foram estatisticamente
idénticas. Para o paration metilico, os valores encontrados foram de 85,0 + 6,4 % e
84,6 £ 2,54 %, enquanto que, para o paraoxon metilico foram de 88,5 + 2,3 % e
86,9+ 4,6 %, para os cartuchos SampliQ OPT e Oasis HLB, respectivamente.
Segundo a Associacao do Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas — GARP
(1999) taxas de recuperacdo entre 70 e 120 % com precisdo de + 20 % sao
aceitdveis para a realizagcdo da andlise de pesticidas. Além disso, Castillo e
colaboradores (1997) e Druzina e Stegu (2007), trabalhando com a degradacédo de
pesticidas organofosforados, utilizaram, respectivamente, métodos de analise com
taxas de recuperacgao variando de 79-105 % e 80-110 % com estimativas do desvio
padrdo de até 13 % e 30 %. Sendo assim, avaliando-se a exatidao e a precisdo que
foram obtidas utilizando-se os dois cartuchos de SPE, chega-se a conclusdo que
ambos poderiam ser utilizados no decorrer do estudo. Porém, o custo de um
cartucho Oasis HLB (500 mg/6 mL) da Waters em 2010, ano no qual esses
cartuchos comecaram a ser comprados, era de R$ 36,00 e o de um cartucho
SampliQ OPT (60 mg/3 mL) da Agilent Technologies era de R$ 6,50. Desta forma,
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por questdes de custo, optou-se por utilizar o SampliQ OPT no decorrer do estudo.
Essa escolha representou uma economia de aproximadamente R$ 15.000, uma vez

que, estima-se que foram realizadas, no total, 500 extrac6es no presente trabalho.

Ainda analisando a Figura 23, observa-se que as taxas de recuperacao
obtidas para a extracdo do paration metilico e do paraoxon metilico em agua
ultrapura contendo acidos humicos, procedimento o qual ja foi realizado apds a
escolha do cartucho SampliQ OPT, também sdo adequadas para serem utilizadas
no teste de degradacdo. Para o paration metilico, o valor encontrado foi de

86,5 + 4,1 %, enquanto que, para o paraoxon metilico foi de 83,5 £ 6,7 %.
2.1.2 Linearidade do método de analise — curvas ana liticas

ApOs as avaliacbes da seletividade, exatiddo e precisdo do meétodo de
analise, a etapa seguinte foi verificar a linearidade do método na faixa de interesse.
Os parametros das curvas analiticas que foram preparadas para esta etapa do
trabalho s&o mostrados na Tabela 14.

Tabela 14: Parametros das curvas analiticas do paration metilico (1,30; 1,00; 0,700; 0,400 e
0,0500 mg L") e do paraoxon metilico (30,0; 15,0; 7,50; 3,75 e 0,0500 pg L") em agua
ultrapura e em solu¢do contendo acidos humicos.

Substancia/Matriz Agua ultrapura Solucado contendo A H

Equacéo da reta r Equacéo da reta r
Paration metilico 2,21E+06 X + 3,45E+04 0,996 2,16E+06 X - 9,21E+04 0,994
Paraoxon metilico 1,52E+02 X + 1,30E+02 0,997 1,51E+02 X + 1,30E+02 0,996

Analisando-se a Tabela 14, observa-se que os valores de coeficiente de
correlacao (r) encontrados foram elevados (>0,994) mostrando um ajuste bastante
adequado dos dados ao modelo matematico de regressao linear. Os valores de r
encontrados sao julgados adequados tanto pelo INMETRO (INMETRO, 2003), o
gual preconiza valores de r acima de 0,90, como pela ANVISA (ANVISA, 2003), a
qual indica valores superiores a 0,99. Além disso, trabalhos que avaliam a
degradacéo de pesticidas organofosforados em diversas matrizes aquosas (Castillo
et al., 1997; Druzina e Stegu, 2007) usam meétodos que possuem valores de
coeficiente de correlacdo superiores a 0,98, ou seja, valores proximos aos utilizados
no presente estudo. Desta forma, as curvas analiticas preparadas foram julgadas

adequadas para serem utilizadas no teste de degradacéao.
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2.1.3 Limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método de analise

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método de analise,
em ug L™, obtidos para determinacdo do paration metilico (PME) e do paraoxon
metilico (POM) em &gua ultrapura com e sem acidos humicos sdo mostrados na
Tabela 15.

Tabela 15: Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método de anélise, em pg L™,
obtidos para determinacdo do paration metilico (PME) e do paraoxon metilico (POM) em
agua ultrapura com e sem 4cidos humicos.

Substancia/ Agua ultrapura Agua ultrapura com AH
Matriz (ug LY (ug L™
's %s LD LQ s %g LD LQ
PME 2,21E+06 23,71 00,0354 0,107 2,16E+06 31,06 00,0474 0,144
POM 1,52E+02 0,550 0,0119 0,0360 1,51E+02 0,710 0,0156 0,0474

's: coeficiente angular da curva analitica (obtido ap6s confeccédo das curvas analiticas); °s: estimativa
do desvio padrdo do branco (obtido apés as inje¢des dos cinco extratos oriundos do branco).

Analisando-se os valores apresentados na Tabela 15, observa-se inicialmente
gue eles sdo maiores que 0s encontrados por alguns autores que visam detectar
pesticidas organofosforados em ambientes aquaticos naturais. Azevedo e
colaboradores (2000), por exemplo, chegaram ao limite de deteccdo de
0,0100 pg L™ para o paration metilico. Ou seja, valor aproximadamente 4 vezes
menor que 0s encontrados no presente estudo. Isso ocorre principalmente porque
nesses trabalhos séo utilizados grandes volumes de &gua para realizar o
procedimento de extracdo/concentracdo, geralmente 1 L, o que faz com que o0s
limites de deteccdo e quantificacdo obtidos sejam menores. Nesse sentido, vale
ressaltar que, no presente estudo, nao seria possivel realizar a
extracdo/concentragdo com esse volume, uma vez que, grandes volumes de
solucdes teriam que ser expostos ao sol. Desta forma, optou-se por trabalhar com a
concentracédo inicial de paration metilico nas solugdes inicias em aproximadamente
1,30 mg L?, ou seja, na faixa de ppm. Trabalhar com essa concentracdo permitiu
que a degradacao do paration metilico fosse acompanhada de maneira adequada e,
principalmente, possibilitou que o paraoxon metilico fosse detectado e quantificado
ao longo do teste de degradacdo. Caso fosse utilizada concentracdo inicial de
paration metilico menor, provavelmente, ndo teria sido possivel quantificar, com o

método proposto, o paraoxon metilico, j& que, como sera visto, possivelmente, ele



77

teria sido formado em concentracdes abaixo de 0,0400 pg L™ (LQ aproximado para
essa substancia no método proposto).

2.2 Degradacédo do paration metilico em agua ultrapu  ra com e sem

acidos humicos — experimento 1

2.2.1 Consideracg0es iniciais sobre o teste de degra  dacado e a exposicao

das solucdes a radiacao solar no experimento 1

Neste trabalho, almejou-se avaliar a degradacao do paration metilico de forma
mais proxima ao que ocorre em ambientes aquaticos naturais. Para que isso se
torne possivel, acredita-se que seja importante a adocdo de alguns procedimentos.
Desta forma, abaixo, 0s mesmos sdo expostos e, caso ndo tenham sido seguidos,

serdo apresentadas as justificativas.

» Trabalhar com aguas naturais ao invés de somente solucbes preparadas a
partir de agua ultrapura ou similares. Embora no experimento 1, devido a objetivos
especificos, tenha sido usado esse tipo de solugdo, no experimento 2 utilizou-se

agua natural nos testes.

» Utilizar como fonte de radiacdo o sol ao invés de apenas lampadas, visto
que, ndo ha lampadas que possuam espectro de emissao idéntico ao da radiacao
solar que chega a superficie terrestre. Nesse sentido, utilizou-se luz solar como fonte

de radiacao no presente trabalho.

» Trabalhar com baixas concentra¢gfes da substancia a ser estudada, ppb ou
ppt, uma vez que, como Visto no capitulo 1, sdo nessas concentracfes que as

mesmas sado encontradas em agua naturais.

Com relacdo a esse procedimento, como ja discutido, ndo foi possivel no
presente trabalho, pois se almejava também quantificar o paraoxon metilico. Desta
forma, trabalhou-se com o paration metilico na concentracéo inicial de 1,30 mg L™
para que o paraoxon metilico fosse formado na faixa de ppb (Zoh et al., 2006) e,
assim, pudesse ser quantificado pelo meétodo analitico proposto. Por motivos
similares, muitos pesquisadores (Sakellarides et al., 2003; Zoh et al., 2006; Druzina

e Stegu, 2007; Weber et al., 2009; Araujo et al., 2013) também optaram por iniciar os
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testes de degradacdo com a concentracdo de paration metilico na faixa de ppm,
entre 1,00 e 88,0 mg L™

» Utilizar frascos de quartzo, para evitar que parte da radiagcado solar seja
absorvida indevidamente antes de chegar a solugéo.

Com relacdo a realizagdo desse procedimento, embora aconselhavel, ndo é
comum nos trabalhos da area e também né&o foi realizado no presente estudo. A
maioria dos pesquisadores que avaliam a degradacdo de pesticidas
organofosforados em matrizes aquosas sob acéo da radiagao solar usam tubos de
borossilicato (Lartiges e Garrigues, 1995; Castillo et al., 1997; Mansour et al., 1997,
Sakellarides et al., 2003; Araujo et al., 2007 e 2013) ao invés de tubos de quartzo.
Essa opcdo é feita principalmente devido ao menor custo dos frascos de
borossilicato em relacdo aos de quartzo. Além disso, muitos desses autores
mencionam que o vidro de borossilicato ndo provoca grandes atenuacfes a radiacao
solar que chega a superficie da terra (A > 290). Porém, observa-se na Figura 24, na
qual se encontra, dentre outros, o espectro UV-Vis no modo de transmitancia para o
frasco de borossilicato utilizado nos experimentos, que em 300 nm 0o mesmo
absorve 50 % da radiacdo. Esses dados mostram que se realiza uma aproximacao
da realidade quando se utiliza frascos de borossilicato nos testes. Porém, acredita-
se que essa aproximacao é passivel de ser utilizada, desde que, seja exposta no
trabalho a atenuacdo da radiacdo que € ocasionada pelo tubo utilizado. Esse
procedimento é realizado por alguns pesquisadores (Vialaton e Richard, 2002;
Araujo et al., 2007 e 2013) e é importante para que se possa comparar o0s resultados

provenientes de diferentes estudos de forma mais adequada.
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Figura 24: Espectros UV-Vis obtidos no modo de absorbancia para a 4gua ultrapura com
acidos humicos (AH), para a agua ultrapura com e sem 4cidos humicos fortificadas com
paration metilico (AH com PME e AP com PME, respectivamente) e no modo de
transmitancia para o frasco de borossilicato utilizado no presente trabalho.

 E ainda, realizar o controle da temperatura para que as solu¢gbes nao
experimentem temperaturas muito elevadas, uma vez que, essas condi¢des ndo séo

comuns aos ambientes aquaticos naturais.

Esse procedimento foi realizado no presente trabalho e, vale ressaltar que,
poucos pesquisadores que trabalham com a degradacdo de pesticidas
organofosforados em matrizes aquosas sob acdo da radiagcdo solar se preocupam
em fazé-la. Acredita-se que esse procedimento seja de extrema importancia,
principalmente quando os experimentos sdo realizados em periodos muito quentes e
de radiacdo solar com elevada intensidade. Como geralmente os volumes dos
frascos onde as solucdes sao expostas ao sol sdo pequenos, caso ndo haja o
controle da temperatura, a solugdo pode chegar a temperatura bastante elevada, o

gue ndo é comum em aguas naturais.

No caso do presente trabalho, assim como feito por Araujo (2006) e Araujo e
colaboradores (2007 e 2013), foi utilizado um grande banho de &gua visando
controlar a temperatura ao longo do teste de degradacdo. Como pode ser observado
na Tabela 16, a qual apresenta também algumas condi¢des climaticas do periodo de
realizacdo do experimento 1, a temperatura maxima média alcancada pelo banho

utilizado, 27 °C, é bem menor que a temperatura maxima média determinada
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externamente, 39 °C. Além disso, observa-se que a variacdo da temperatura do
banho ao longo do experimento 1, aproximadamente 8 °C, é bem menor que a
variacdo da temperatura externa, aproximadamente 22 °C. Desta forma, como muito
provavelmente as temperaturas experimentadas pelas solucbes contendo o
pesticida ao longo do experimento 1 sdo similares as determinadas para o banho, a
sua utilizagcdo foi eficaz para que se tivesse condicdes mais proximas as
encontradas em ambientes aquaticos naturais de regibes tropicais. Nesses
ambientes, como ja mencionado, ndo é comum que se observe altas temperaturas e
grandes variacdes de temperatura ao longo do dia, j& que, 0s mesmos, geralmente,
sdo compostos por grandes volumes de agua, substancia que apresenta alto calor

especifico.

Tabela 16: Médias da intensidade da radiacdo e das temperaturas maximas e minimas do
ambiente e do banho com suas respectivas estimativas do desvio padréo, entre parénteses,
no periodo no qual o experimento 1 foi realizado.

2

Periodo Média da temperatura min. e max. (°C) Radiagdo -Wm -
®Interna PExterna 24 h 10:00 as 20:00°
06/05 a 17/07/2013 19 (1) 17 (2) 143 313
outono/inverno 27 (2) 39 (2) (214) (93)

%termAmetro colocado dentro do banho de agua; "termémetro colocado fora do banho de agua, mas
proximo ao mesmo; “Tempo Universal Coordenado (UTC, do inglés Universal Time Coordinated) o que
equivale no Brasil ao intervalo de 7:00 as 17:00 (horéario normal) e de 8:00 as 18:00 (horario de verdo).

A utilizagdo do banho para o controle de temperatura torna-se ainda mais
importante quando se avalia os dados mostrados na Tabela 17. Na mesma
encontram-se alguns resultados obtidos por Lartiges e Garrigues (1995) e Druzina e
Stegu (2007) para a degradacdo do paration metilico em solu¢cdes que foram
mantidas no escuro, porém em diferentes temperaturas. Analisando-a, observa-se
que os processos de degradacdo ndo fotoassistidos (entre eles a hidrélise) séo

extremamente dependentes da temperatura.
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Tabela 17: Tempos de meia-vida presentes na literatura para a degradacdo do paration
metilico em diversas matrizes aquosas deixadas no escuro em diferentes temperaturas.

Matriz Tempos de meia-vida e temperaturas Referéncia
6 °C 22 °C
Agua ultrapura 237 dias 46 dias _ _
. _ _ _ Lartiges e Garrigues
, Agua de rio 95 dias 23 dias (1995)
Agua de oceano 233 dias 30 dias
4°C 25°C
Agua subterranea Estavel 47 dias Druzina e Stegu
Agua de rio 124 dias 18 dias (2007)

2.2.2 Resultados cinéticos da degradacdo do paratio n metilico no
experimento 1

Os resultados obtidos para a degradacéo do paration metilico no experimento
1 s&o apresentados na Figura 25 e na Tabela 18. Alguns cromatogramas referentes

a esse estudo também podem ser visualizados nos anexos 5 e 6.
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Figura 25: Degradacao do paration metilico em agua ultrapura com e sem acidos humicos
expostas diretamente (AHC e APC) ou protegidas com papel aluminio (AHE e APE) a
radiacdo solar.

(As barras de erro representam a estimativa do desvio padrao para triplicata)
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Tabela 18: pH inicial das solucdes utilizadas no experimento 1 e dados cinéticos
determinados para a degradacdo do paration metilico nas diferentes condi¢bes testadas
considerando-se um modelo cinético de 12 ordem. (k = constante de velocidade e ty, =
tempo de meia-vida)

Condigges PMCIda o ias®) bt (dias)  R?
solugéo

APE 6,71 6,28 x 107 110 0,81

AHE 6,99 9,59 x 10° 72 0,96

APC 6,71 2,66 x 107 26 0,98

AHC 6,99 4,38 x 10 16 0,91

®Dados obtidos através da curva: In [C]/[C,] versus tempo, onde o coeficiente angular é —k e o réo
coeficiente de correlacdo ao quadrado; *Determinado através da equacao: (ty, = In2/k).

Os resultados cinéticos mostrados na Tabela 18 foram determinados
considerando-se um modelo de 12 ordem. Essa consideracao foi feita, pois, dentre
0s modelos testados (ordem zero, primeira e segunda ordem), o modelo cinético de
primeira ordem mostrou-se mais apropriado. Utilizando-o, os coeficientes de

correlacdo ao quadrado (r%) determinados foram elevados (0,81 a 0,98).

Realizando-se uma analise inicial dos resultados mostrados na Figura 25 e
Tabela 18, observa-se que quando as solucdes contendo o pesticida sédo expostas
diretamente a radiagdo solar, AHC e APC, os menores tempos de meia-vida séo
encontrados, 16 e 26 dias, respectivamente. Enquanto que, quando elas sé&o
expostas envolvidas com papel aluminio, AHE e APE, os maiores tempos de meia-
vida sdo encontrados, 72 e 110 dias, respectivamente. Esses resultados mostram
que a radiacao solar possui papel importante na degradacgéo do paration metilico.

Outra observacdo que indica que a radiacdo solar, através das reacdes
fotoquimicas, desempenha importante papel na degradacao do paration metilico € a
diminuicdo linear da sua concentracdo ao longo do tempo até o 18° e 36° dias de
exposicdo direta ao sol para as solugées com (AHC) e sem &cidos humicos (ADC),
respectivamente. Testando-se um modelo cinético de ordem zero, caracteristico de
reacoes fotoquimicas, nesses periodos, chega-se a valores de coeficientes de

correlacdo ao quadrado (r?) iguais a 0,99 e 0,97, respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Sakellarides e colaboradores

(2003) quando os mesmos avaliaram a degradacdo do paration metilico em agua
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destilada. Eles mostraram que a degradacdo do paration metilico é mais rapida
quando as solugdes séo expostas diretamente a radiacao solar.

Observa-se ainda, analisando a Figura 25 e a Tabela 18, que, a presenca de
acidos humicos, acelera a degradacdo do paration metilico, visto que, menores
tempos de meia-vida foram encontrados para a degradacédo dessa substancia nas
solugdes contendo &cidos humicos (AHE: 72 dias e AHC: 16 dias) em comparacéo
com os que foram encontrados nas solucdes preparadas em agua ultrapura (APE:
110 dias e APC: 26 dias). No caso da solucdo exposta ao sol, protegida com papel
aluminio (AHE), os acidos huamicos provavelmente aceleraram a degradacdo do
pesticida via reacbes redox néo fotoassistidas. Wolfe e colaboradores (1990) e
Mansour e colaboradores (1999) descrevem que a matéria organica pode acelerar a
degradacéo de pesticidas via reacdes redox nao fotoassistidas. Quando a solucéo
foi exposta diretamente a radiacdo solar (AHC), além das reacdes redox nao-
fotoassistidas, o processo de fotdlise indireta provavelmente aumentou a taxa de
degradacgéo do pesticida (Mansour et al., 1999; Burrows et al., 2002; Garbin et al.,
2007). Resultados semelhantes foram encontrados por Lartiges e Garrigues (1995) e
Sakellarides e colaboradores (2003). Embora esses pesquisadores ndo tenham
trabalhado especificamente com solugbes contendo &cidos hamicos obtidos
comercialmente, eles realizaram os ensaios de degradacdo do paration metilico
usando aguas contendo diferentes concentracées de carbono organico dissolvido
(ex.: &gua destilada, subterranea, do mar, de rios e lagos) e chegaram a concluséo
que se aumentando a concentracdo de carbono organico dissolvido, tende-se a
diminuir o tempo de meia-vida desse pesticida.

Embora a presenca dos acidos humicos, como discutido, tenha acelerado a
degradacédo do paration metilico, a fotdlise direta foi 0 processo mais importante

para levar a degradacao do pesticida em estudo.

Baseado na discussao apresentada por Sakellarides e colaboradores (2003),
utilizando-se as constantes de velocidade apresentadas na Tabela 18 e realizando

as consideracdes descritas abaixo, chega-se aos valores mostrados na Tabela 19.
Constante referente & hidrélise (knig): 6,28 x 107 dias ™;

Constante referente as reacfes ndo fotoassistidas mediadas pelo AH (Knsan):
9,59 x 103 dias™ (AHE) - 6,28 x 10 dias™ (ADE) = 3,31 x 103 dias ™
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Constante referente a fotdlise direta (kii): 2,66 x 102 dias® (ADC) -
6,28 x 10> dias™ (ADE) = 2,03 x 102 dias %;
Constante referente a fotélise indireta (Ksing): 4,38 x 1072 dias™ — (Knigr + Kntan +

keair) = 1,39 x 102 dias ™.

Tabela 19: Constantes de velocidade (k) e tempos de meia-vida (ty) estimados para a
degradacéo do paration metilico via diferentes processos. (k = constante de velocidade e ty»
= tempo de meia-vida)

Processos de degradacdo %k (dias ™) btyz (dias)
Reacdes néo fotoassistidas mediadas pelos AH 3,31x10° 209
Hidrolise 6,28 x 10° 110
Fotolise indireta 1,39 x 10° 50
Fotdlise direta 2,03 x 107 34

ADetermindadas como descrito anteriormente; *Determinado através da equacao: (ty» = In2/k), sendo
o k referente a cada processo de degradacéo.

Avaliando-se os valores apresentados na Tabela 19, observa-se que, nas
condi¢cbes avaliadas no presente trabalho, a ordem de relevancia dos processos que
levaram a degradacdo do paration metilico no experimento 1 foi: reacdes nao
fotoassistidas mediadas pelos AH < hidrdlise < fotdlise indireta < fotélise direta. Ha
poucos trabalhos na literatura que facam essa andlise de maneira detalhada, ou
seja, que busquem compreender de maneira mais adequada a contribuicdo de cada
processo na degradacdo do pesticida. No caso do trabalho de Sakellarides e
colaboradores (2003), onde h4 um maior detalhamento desses processos e onde 0s
pesquisadores trabalharam em condi¢Ges similares ao do presente estudo, o tempo
de meia-vida do paration metilico, via o0 processo de fotolise direta foi determinado
como sendo igual a 35 dias. Valor bem proximo ao encontrado no presente trabalho.
Acredita-se que informacdes como essa também sdo relevantes para que se possa

prever de maneira mais adequada o destino do paration metilico em aguas naturais.

2.2.3 Formacdo do paraoxon metilico e avaliacdo da toxicidade das
solucdes frente ao teste de inibicdo da AChE ao lon  go do experimento 1

Ao longo do experimento 1 foi realizada a quantificagdo do paraoxon metilico
e, ainda, foi avaliada a toxicidade das solucdes frente ao teste capaz de determinar
a porcentagem de inibicdo da AChE. Antes que os resultados dessas analises sejam

apresentados e discutidos é importante relembrar que, a maioria dos trabalhos que
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estudam a degradacao de pesticidas organofosforados em matrizes aquosas sob
acao da radiacao solar visando prever o que ocorre com 0S mesmos em ambientes
naturais (Lartiges e Garrigues, 1995; Castillo et al., 1997; Mansour et al., 1997;
Sakellarides et al., 2003; Druzina e Stegu, 2007; Araujo et al., 2007 e 2013), nao
guantifica os subprodutos gerados, apenas os identificam e, além disso, ndo avaliam
a toxicidade da solucdo ao longo do ensaio. Poucos pesquisadores fazem essas
avaliacdes (Zoh et al., 2006) e deixam claro em seus trabalhos que se trata de um
diferencial. Nesse sentido, € importante avaliar as velocidades com as quais 0s
pesticidas organofosforados sofrem degradacdo em diferentes ambientes aquéticos
naturais, porém, associar esses dados com a quantificacdo de alguns subprodutos
gerados e com avalicdo da toxicidade das solucdes ao longo dos testes de

degradacéo torna o estudo mais completo.

Na Figura 26 sdo mostrados os resultados obtidos para a determinacao do
paraoxon metilico e para a avaliacdo da porcentagem de inibicdo da AChE ao longo
do experimento 1. Nos anexos 7 e 8 sdo apresentados ainda alguns cromatogramas

obtidos para a determinacdo do paraoxon metilico.
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Figura 26 : Concentrac&o do paraoxon metilico, em pg L™, e porcentagem de inibicéo da
AChE ocasionada pelas solu¢des ao longo do experimento 1.
(As barras de erro representam a estimativa do desvio padrdo para triplicata)
Com relacdo a analise do paraoxon metilico ao longo do teste de degradacéo,

0 mesmo so foi quantificado nas solu¢gBes contendo o pesticida que foram expostas
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diretamente a radiacdo solar, AHC e APC. Nas demais, AHE e APE, ele encontrava-
se sempre abaixo dos limites de deteccao, ou seja, provavelmente nao foi formado
quando as solug¢des contendo o pesticida foram acondicionadas no escuro. Desta
forma, chega-se a conclusdo que o mesmo é um subproduto oriundo da degradacao
fotoquimica do paration metilico. Resultados similares foram encontrados por
Sakellarides e colaboradores (2003), Druzina e Stegu (2007) e Arauljo e
colaboradores (2013). Embora esses pesquisadores cheguem a mesma concluséao,

eles nao discutem como essa conversao acontece.

Nesse sentido, como o paraoxon metilico foi detectado tanto na solucdo
preparada com agua ultrapura que foi exposta diretamente a radiacdo solar (APC)
como naquela contendo matéria organica dissolvida (AHC), acredita-se que o

mesmo pode ser formado tanto pelo processo de fotélise direta como indireta.

No caso da formacdo desse subproduto via o processo de fotdlise direta,
Garbin e colaboradores (2007), estudando a degradacdo fotoquimica da atrazina,
imazaquin e iprodiona em agua ultrapura utilizando radiagdo com comprimento de
onda superior a 280 nm, mostraram que pequenas sobreposi¢cdes entre 0 espectro
de absorcao dos pesticidas e a radiacdo que chega a solucdo sao suficientes para
gue o processo de fotolise direta possa ocorrer. Em 2002, Santos e Rezende,
também ja haviam realizado essa verificacdo trabalhando com o paration etilico em
agua ultrapura e radiagdo com comprimento de onda superior a 280 nm ou 313 nm.
Desta forma, observa-se na Figura 24 que a radiacdo que chega a solucéao (A > 290
nm) quando a mesma € exposta ao sol é capaz de interagir com o paration metilico
e, provavelmente, de realizar a fotélise direta dessa substancia. Na verdade,
acredita-se que, essa absorcao de radiacao, entre 290 e 300 nm, faz com que o que
0 processo de fotélise direta do pesticida em estudo se inicie, uma vez que, ela &
capaz de promover elétrons presentes na molécula. Uma vez iniciado o processo de
fotdlise direta, provavelmente com a quebra da ligagéo 1 entre o fosforo e o enxofre
(Meallier et al., 1977), o atomo de oxigénio que substitui o enxofre nessa conversao
poderia vir das moléculas de agua ou de oxigénio, ja que, trabalhou-se sempre com
solugcdo aquosa e a concentracdo de oxigénio dissolvido nas solu¢des no inicio do
experimento era de aproximadamente 7,70 mg L™. Porém, Weber e colaboradores
(2009), trabalhando com a fotolise direta do paration metilico em agua ultrapura com

e sem oxigénio dissolvido (desgaseificada) e utilizando radiacdo com comprimento
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de onda superior a 300 nm, mostraram que a formacdo do paraoxon metilico
independe da presenca da molécula de O,. Desta forma, acredita-se que o0 oxigénio
que substitui o enxofre provém da molécula de agua e, baseado no que foi discutido
e nas hipdteses apresentadas por Meallier e colaboradores (1977), na Figura 27
apresenta-se um possivel caminho para a formagdo do paraoxon metilico via o

processo de fotdlise direta.
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Figura 27: Conversdo do paration metilico em paraoxon metilico via o processo de fotdlise
direta.

Vale ressaltar que, o caminho proposto por Weber e colaborares (2009) para
a formacéo do paraoxon metilico via o processo de fotdlise direta € diferente. Eles
acreditam que o grupo nitro, presente na estrutura do paration metilico, ao ser
irradiado em solucdo aquosa possibilita a formacdo de radicais hidroxila que
posteriormente levam a conversdo do paration metilico a paraoxon metilico. Nesse
sentido, Araujo (2004) mostrou que ha conversdo do clorpirifés em clorpirifés-oxon
em solucédo aquosa sob irradiacdo solar, mas, como pode ser visto na Figura , ndo
ha grupo nitro na estrutura do clorpirifdés. Desta forma, acredita-se que a suposi¢cao

de Weber e colaboradores (2009) esteja equivocada.

J& no caso da geracdo do paraoxon metilico via o processo de fotdlise
indireta, provavelmente € o radical hidroxila formado nas solu¢gbes contendo acido
hamico que foram expostas diretamente a radiacéo solar (AHC) que participa dessa
conversao (Mansour et al., 1999; Garbin et al., 2007). Garbin e colaboradores (2007)
mostraram, através da técnica de ressonancia paramagnética eletrbnica (EPR, do
inglés electron paramagnetic resonance), que ha formacdo de radicais hidroxila
quando solucdes contendo acidos humicos séo irradiadas (280 < A < 480 nm).

Sendo assim, na Figura 28 € proposto um caminho para a conversdo do paration
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metilico em paraoxon metilico, via o processo de fotdlise indireta, que leva em

consideracao a formacéao do radical hidroxila.

7 T T T
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Figura 28 : Conversao do paration metilico em paraoxon metilico via o processo de fotélise
indireta.

Ainda com relacéo a formacéo do paraoxon metilico, observa-se na Figura 26
que o mesmo chegou a ser detectado na concentracdo aproximada de 20 ug L™
Valor coerente com o0 encontrado por Zoh e colaboradores (2006), aproximadamente
70 pg L, trabalhando com a degradacéo do paration metilico (C; = 10 mg L™?) em

agua ultrapura sob acéo da radiacéo solar.

Com relacéo a determinacao da porcentagem de inibicdo da AChE ao longo
do experimento 1, apenas houve variagdo nos resultados obtidos com relagdo ao
tempo inicial, nas solu¢des que foram expostas diretamente a radiagao solar, AHC e
APC. Para as demais solucdes, AHE e APE, ndo se observou variagdo na
porcentagem de inibicdo. Ou seja, 0s valores obtidos ficaram proximos a zero, valor
igual ao obtido para as solu¢cdes no tempo inicial. Desta forma, conclui-se que,
provavelmente, ha relagdo entre a formacdo do paraoxon metilico e o aumento da
toxicidade da solucao frente ao teste de inibicdo da AChE, uma vez que, como pode
ser observado na Figura 26, quando a concentracdo de paraoxon metilico aumenta
nas solucdes, a porcentagem de inibicdo da AChE aumenta e, quando ela diminui, a
porcentagem de inibicdo também diminui. Essa correlacdo entre a concentracdo do
paraoxon metilico e a toxicidade das solugbes era esperada ja que como foi
mostrado no capitulo 2, o paraoxon metilico € aproximadamente 1000 vezes mais
toxico que o paration metilico frente ao teste de inibicdo da AChE. Além disso, varios
autores (Dzyadevych e Chovelon, 2002; Santos e Rezende, 2007; Kralj et al., 2007a
e 2007b; Colovi¢ et al., 2010 e 2011; Aydin et al., 2011; Patrick, 2013) citam ou

comprovam que 0s subprodutos que possuem a ligagdo P=0O sdo mais toxicos,
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frente ao teste de inibicAo da AChE, que os pesticidas originais que possuem a
ligagéo P=S.

Relacionando os resultados obtidos nessa parte do trabalho com alguns
presentes na literatura (Dzyadevych e Chovelon, 2002; Zoh et al., 2006; Kralj et al.,
2007a e b), observa-se que os encontrados por Dzyadevych e Chovelon (2002) e
Kralj e colaboradores (2007a e b) sdo similares aos do presente estudo, enquanto

que, ha certas diferencas com os determinados por Zoh e colaboradores (2006).

Dzyadevych e Chovelon (2002), por exemplo, avaliando a toxicidade das
solucdes ao longo da degradagdo do paration metilico por fotélise direta promovida
por lampada, mostraram que ha acréscimo da inibicdo da AChE conforme a
concentracdo de paraoxon metilico aumenta. Nesse trabalho, os autores mostraram
ainda que, quando se usa o teste de toxicidade com a bactéria Vibrio Fischeri, os
resultados ndo sdo similares. Nesse caso, a formagdo do paraoxon metilico ndo
aumenta a toxicidade da solucdo. Nesse sentido, os proprios autores e, também,
outros (Aydin et al., 2011), mostram que para esse teste, o paration metilico é mais
toxico que o paraoxon metilico. Provavelmente, como o0s proprios autores
mencionam, a inibicdo dessa bactéria pelos compostos organofosforados ndo se da
pela inibicdo da AChE. Por isso, uma maior acao anticolinesterasica do paraoxon

metilico nesse caso ndo resulta numa maior inibicdo dessa bactéria.

Kralj e colaboradores (2007a e b), trabalhando com a degradacdo do
clorpirifds e do malation por fotdlise direta ou por fotocatalise heterogénea (TiO,)
utilizando radiacéo artificial em ambos os casos, também mostraram que conforme
ocorre a degradacao dos pesticidas originais com a ligagdo P=S e a formagéo dos
subprodutos contendo a ligacdo P=0, a porcentagem de inibicdo da AChE aumenta.
Indicando assim, mais uma vez, que ha relacdo entre o aumento da inibicdo da

AChE e a formacé&o dos subprodutos contendo a ligagao P=0.

Com relagcdo ao estudo desenvolvido por Zoh e colaboradores (2006), os
mesmos avaliaram a degradacdo do paration metilico por fotolise direta e
fotocatalise heterogénea (TiO,), utilizando o sol como fonte de radiagdo em ambos
0S casos, e analisaram o paraoxon metilico e o p-nitrofenol. Estes autores avaliaram
a toxicidade das solucdes ao longo dos testes de degradacgédo utilizando a bactéria
Vibrio Fischeri e o crustaceo Daphnia Magna, ndo usando o teste de inibicdo da
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AChE. Os resultados obtidos pelos mesmos mostraram que houve reducédo na
toxicidade das solu¢cdes conforme o paration metilico degradava e formava o
paraoxon metilico e o p-nitrofenol. Para o teste utilizando-se a bactéria Vibrio
Fischeri esse resultado é realmente esperado, pois, como ja mencionado, o paration
metilico € mais toxico para a mesma. Com relacdo ao teste com Daphnia Magna,
embora no caso estudado pelos autores, a toxicidade das solugdes tenha realmente
diminuido com a degradacdo do paration metilico, ndo sera sempre que isSso ira
acontecer. Segundo Galli e colaboradores (1994) e Aydin e colaboradores (2011),
geralmente, os subprodutos que possuem a ligacdo P=0 sdo mais toxicos frente ao
teste com Daphnia Magna do que seus compostos originais com a ligacdo P=S. No
caso do paration metilico e do paraoxon metilico, por exemplo, os valores de ECsg
determinados para os mesmos foram, respectivamente, 1,14 mg L e 0,28 mg L™
(Aydin et al., 2011). Desta forma, provavelmente, no caso dos experimentos
realizados por Zoh e colaboradores (2006) sé houve diminuicdo da toxicidade frente
ao teste com Daphnia Magna porgue as concentragcfes de paraoxon metilico ndo se
elevaram o suficiente para que a toxicidade das solu¢cbes aumentasse e nao porque

0 paraoxon é menos téxico frente a esse teste como mencionam os autores.
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CAPITULO 4

DEGRADACAO DO PARATION METILICO EM
AGUA DO RIO PARAIBA DO SUL: DADOS
CINETICOS, DE TOXICIDADE E ANALISE

DO PARAOXON METILICO
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Neste capitulo serdo apresentadas as metodologias, resultados e discussdes
referentes ao teste de degradacdo do paration metilico em agua do rio Paraiba do
Sul “in natura” e autoclavada (experimento 2 - degradacdo biotica e abidtica do
paration metilico). Como sera visto, de forma similar ao experimento 1, além da
determinacdo dos dados cinéticos para a degradacdo do paration metilico nas
solucdes preparadas a partir da agua do rio “in natura” e autoclavada, foi realizada a
avaliacdo da toxicidade das mesmas frente ao teste de inibicdo da AChE e a
determinacdo da concentracdo do paraoxon metilico ao longo do teste de
degradacdo. Nesse capitulo ainda sdo apresentadas as metodologias, resultados e
discussdes referentes a validacdo do método de analise utilizado para quantificar o
paration metilico e o paraoxon metilico nas solucdes utilizadas nessa etapa do

trabalho.
1. METODOLOGIA

1.1 Coleta e tratamento inicial da 4gua do rio Para  iba do Sul

A coleta da &gua do rio Paraiba do Sul para a realizagdo do experimento 2 foi
feita no dia 28/08/2014. A aquisicdo da agua aconteceu antes da passagem do rio
pelo centro do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ (21°44'23.41"S
41°19'58.71"W). No proprio local de coleta, foram determinados os valores de pH
(medidor de pH-MV-Temperatura - Lutron - pH206) e da concentragédo de oxigénio
dissolvido (medidor de oxigénio - Lutron — DO5510).

No laboratério, toda a dgua do rio coletada foi filtrada a vacuo (filtro qualitativo n°
1-11 pm - 90 mm - Whatman) e parte dessa agua filtrada foi autoclavada (120 °C e
1,1 atm durante 20 minutos). Neste trabalho, a agua do rio que foi apenas filtrada &
denominada de agua do rio “in natura” (RI), enquanto que, a que foi filtrada e

autoclavada, é denominada de agua do rio autoclavada (RA).

O processo de autoclavagem foi realizado no Instituto Federal Fluminense —
Campus/Campos-Centro utilizando uma autoclave vertical de 50 litros (Phoenix
Luferco — AV30). A verificacdo da eficiéncia do processo de esterilizacao foi feita
utilizando-se a fita de autoclave (Autoclave 1255 — Vapor da 3M) durante o processo
de autoclavagem e, ainda, realizando-se, em duplicata, semeaduras em placas de

contendo o meio APC (HIMEDIA), do inglés Plate Count Agar, da agua do rio “in
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natura” e autoclavada. Apos aplicacdo das aguas no meio de cultivo, as placas
foram incubadas por 48 horas em estufa (SPlabor — SP200) a 37 °C.

ApOs o processo de autoclavagem, as aguas foram utilizadas para realizar a
validacdo do método de analise e para o preparo das solu¢des que foram utilizadas
no experimento 2. Um volume das mesmas foi utilizado, ainda, para a realizacao de

analises fisico-quimicas.

1.2 Analises fisico-quimicas realizadas na 4guador io “in natura” e

autoclavada

As analises fisico-quimicas foram realizadas para a agua do rio “in natura” e
autoclavada separadamente. As analises de condutividade e pH foram realizadas no
proprio laboratério. O valor de condutividade foi determinado utilizando-se um
condutivimetro de bancada (Biocristal — NTCVM) da Digimed e o valor de pH foi
determinado usando-se um pHmetro de bancada (B374) da Micronal.

As determinacdes dos seguintes fons: K*, Na*, Ca®*, Mg?*, Fe**, Cu®*, zZn*?,
Mn%*, COs%, HCO3, SO4%, CI', Pb?" e Cd?* foram realizadas, de maneira terceirizada
no Laboratério de Quimica de Solos da FUNDENOR, sob responsabilidade técnica
do Engenheiro Quimico Lauro Robaina Rangel — CREA-RJ 1982105615.

Assim como no experimento 1, as analises de carbono organico dissolvido
foram feitas pelo Laboratorio de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LCA/UENF). Para essas quantificacées foi
adicionado 5 pL de HCl 2 mol L™ nas solucdes e as medidas foram feitas no
aparelho TOC 5000 (Shimadzu) com injetor automatico ASI — 5000.

1.3 Validacdo do método de analise

A validacdo do método de andlise utilizado para quantificar o paration metilico
e 0 paraoxon metilico em agua do rio “in natura” e autoclavada foi realizada de
maneira idéntica a apresentada no capitulo 3. Nesse procedimento, assim como
para a solucdo do pesticida em agua contendo acido humico, a extracdo em fase
sélida foi realizada apenas com o cartucho SampliQ OPT (60 mg/3 mL) da Agilent
Technologies.
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1.4 Degradacéo bidtica e abiotica do paration metil  ico em agua do

rio Paraiba do Sul “in natura” e autoclavada — exper  imento 2
1.4.1 Preparo e exposicao das solucdes a radiacdo s olar

Para a realizacdo do teste de degradacédo foram preparadas solucdes do
paration metilico (Pestanal — 99,8 %) em agua do rio “in natura” e autolcavada na
concentracdo aproximada de 1,30 mg L™. Essas solucdes foram deixadas sob
agitacado por meia hora e depois desse tempo foi determinada a concentracdo de
oxigénio dissolvido (medidor de oxigénio — Lutron — DO5510). Apds esse
procedimento, as solugbes foram transferidas, sem “headspace”, para frascos de
borossilicato de 40 mL da Weathon. Alguns desses frascos, antes da exposicédo a
radiacdo solar, foram envolvidos com papel aluminio com o objetivo de se avaliar os
processos de degradacdo nado fotoassistidos (ex. hidrolise, termoélise e reacgfes
redox que ocorrem na auséncia de radiagdo). Desta forma, nesse experimento, a
degradacéo do paration metilico foi avaliada em quatro condi¢cdes. Um resumo das
mesmas e, ainda, 0s provaveis processos que podem levar a degradacdo do

pesticida em estudo em cada uma delas, encontram-se na Tabela 20.

Tabela 20: Condi¢Bes nas quais a degradacdo do paration metilico (PME) foi avaliada no
experimento 2, siglas utilizadas e provaveis processos de degradacdo do pesticida em
estudo nas mesmas.

Condicbes Siglas  Processo(s) de degradacédo provavel  (veis)

Hidrdlise, termdlise e reacbes nao
RAE  fotoassistidas mediadas pela matéria organica
e outras substancias
Hidrdlise, termdlise, degradacéo bidtica e

PME em agua do rio autoclavada
protegida com papel aluminio

PME em agua do rio “in natura”

_ . RIE reacOes nédo fotoassistidas mediadas pela
protegida com papel aluminio . a A
matéria organica e outras substancias
PME em agua do rio autoclavada Hidrdlise, termdlise, reacbes nao fotoassistidas
exposta diretamente a radiacédo RAC mediadas pela matéria organica e outras
solar substancias, fotolise direta e indireta

Hidrélise, termdlise, degradacéo bidtica,
reacOes nédo fotoassistidas mediadas pela
matéria organica e outras substancias, fotolise
direta e indireta

PME em agua do rio “in natura”
exposta diretamente a radiacdo RIC
solar




95

Assim como no experimento 1, a exposicdo das solu¢des a radiacdo solar foi
feita no telhado do anexo do Centro de Ciéncia e Tecnologia (CCT) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), a qual esta localizada no
municipio de Campos dos Goytacazes no estado do Rio de Janeiro, Brasil, tendo as
seguintes coordenadas geogréficas: 41,2914°W e 21,7609° S. Os frascos contendo
as solugbes foram imersos em um grande banho de agua (1000 L) segundo
procedimento descrito por Araudjo (2006) e Araujo e colaboradores (2007). A

exposicao das solucdes ocorreu entre os dias 31/08/2014 e 11/11/2104, Figura 29.

Figura 29 : Frascos de borossilicato, contendo as solu¢des com paration metilico, expostos
ao sol imersos em agua no tempo inicial do experimento 2.
(A = SolugBes expostas diretamente a radiagdo solar “Claro - C”; B = Solu¢des expostas a radiagao
solar envolvidas (protegidas) com papel aluminio “Escuro - E”)
Todos os demais procedimentos com relacdo a exposicdo das solucdes a
radiagcéo solar foram feitos de maneira idéntica aos realizados para o experimento 1

(item 1.4.1 do capitulo 3).

1.4.2 Quantificacdo do paration metilico e do parao xon metilico e
avaliacdo da toxicidade das solucdes frente ao test e de inibicdo da AChE ao
longo do experimento 2

Para se avaliar a degradacdo do paration metilico e a possivel formacao do
paraoxon metilico ao longo do experimento 2, foram realizadas quantificacbes no
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tempo inicial (quadruplicata) e ap0s a exposicao ao sol durante 2, 4, 6, 9, 12, 15, 18,
25, 30, 43, 55 e 72 dias. Para cada um dos dias mencionados, trés frascos
(triplicata) de cada uma das quatro condicbes avaliadas foram retirados para a
realizacdo das analises. Os processos utilizados para realizar a quantificacdo do

paration metilico e do paraoxon metilico foram descritos no item 1.2 do capitulo 3.

Nos mesmos dias que foram realizadas as quantificacfes do paration metilico
e do paraoxon metilico, foram determinados os valores de inibicdo da AChE, em
triplicata, para cada uma das condi¢cGes avaliadas no experimento. O procedimento
descrito no item 1.2 do capitulo 2 foi o utilizado para essas determinagfes. Um
volume de 10,0 pL das solugbes aquosas foi o utilizado nos testes e o controle foi
feito, em sextuplicata, utilizando-se também 10,0 yL das respectivas matrizes
aguosas (adgua do rio “in natura” e autoclavada) usadas no preparo das solucoes
iniciais de paration metilico. Foi realizado, ainda, um teste para verificar se havia, na
agua do rio Paraiba do Sul “in natura”, substancias que inibiam a AChE antes da
fortificacdo da mesma com paration metilico. Para isso realizou-se o teste de
inibicdo, em sextuplicata, utilizando-se 10,0 yL da agua do rio “in natura” e 10,0 pyL

agua ultrapura (controle).
2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Tratamento inicial da agua do rio Paraiba do Su | e andlises
fisico-quimicas

Com relacao a verificacdo da eficiéncia do processo de autoclavagem, ambos
os procedimentos, uso da fita de autoclave e semeadura das placas contendo o
meio APC, mostraram que a esterilizacao foi realizada de maneira adequada. A
Figura 30, por exemplo, apresenta placas que foram semeadas com a agua do rio
“in natura” e autoclavada e deixadas em estufa por 48 h a 37 °C. Observando-se a
mesma, chega-se a conclusdo que sO0 houve crescimento de microrganismos na

placa semeada com agua do rio “in natura”.
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Figura 30: Placas que foram semeadas com agua do rio “in natura” ou autoclavada e
deixadas em estufa por 48 h a 37 °C.
Com relagdo as andlises fisico-quimicas da &gua do rio “in natura” e

autoclavada, os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Andlises fisico-quimicas da &gua do rio “in natura” e autoclavada realizadas no
presente estudo e alguns parédmetros presentes na resolucdo 357/2005 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) do Ministério do Meio Ambiente.

_ . Agua do rio 2Parametros CONAMA
Matrizes / Analises .
“in natura” autoclavada 357
®Oxigénio dissolvido (mg L™ 6,00 Maior que 5
°oH 7,20 6-9
°COD (mg L™ 2,94 2,91 -
Condutividade (uS cm™) 74 77 -
K 2,35 2,74 -
Na" 6,21 6,77 -
ca* 8,36 9,03 -
Mg?* 1,37 1,44 -
Fe* 0,11 0,07 0,3
cu* °nd nd 0,009
Zn? nd nd 0,18
Mn?#* nd nd 0,1
Pb** nd nd 0,01
cd* nd nd 0,001
CO5” nd 2,25 -
HCO3 13,72 10,83 -
S0,* 2,00 1,80 250
Cl 5,83 6,58 250
Total dos fons analisados (mg L™) 37,12 41,51 -

#Agua doce de classe 2; ®local de coleta; “Carbono Organico Dissolvido (COD);dCOncentragéo dos
fons em mg L™; ®n&o detectado.
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Além das andlises fisico-quimicas, foram obtidos os espectros UV-VIS dessas
matrizes, Figura 31. Nessa figura sdo apresentados também os espectros UV-VIS
das matrizes fortificadas com paration metilico e da agua ultrapura contendo acidos
hamicos utilizada no experimento 1 para comparacdo e, ainda, do frasco de

borossilicato no modo de transmitancia.

1,0 100

08 FErasco de borossilicato
—~ 77 (Transmitancia) - 80 =
E; 0,6 g
I 19 ] - 60 <2}
g %
«C 3)
e 014- B Q.
8 40 S
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260 ' 360 ' 460 ' 560 ' 660 ' 760 ' 860
Comprimento de onda (nm)
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—— Rl com PME — RA com PME

Figura 31: Espectros UV-Vis obtidos, no modo de absorbancia , para a dgua do rio “in
natura” (RI) e autoclavada (RA), fortificadas ou ndo com paration metilico (PME), para a
solucdo aquosa contendo acido humico utilizada no experimento 1 (AH) e, no modo de
transmitancia , para o frasco de borossilicato utilizado nos testes de degradacéo.
Iniciando a analise da Tabela 21, pode-se afirmar que o oxigénio dissolvido,
pH, Fe**, SO,* e CI estdo dentro das especificacdes da resolucdo 357/2005 do
CONAMA para a agua utilizada no presente estudo. Com relacdo aos demais ions
que sao regulamentados por essa resolucédo e foram analisados, Cu?*, Zn**, Mn?",
Pb®>* e Cd**, provavelmente 0os mesmos também se encontram dentro das

especificacdes uma vez que nao foram detectados.

Ainda com relagdo a Tabela 21, observa-se que os valores de carbono
organico dissolvido (COD) apresentados sdo mais baixos que o obtido para a
solucado de &cido himico utilizada no experimento 1, 3,72 mg L™. Esses valores s&o
também menores que os encontrados por Araujo e colaboradores (2007) para a
agua do mesmo rio: 8,6 e 6,4 mg L™, respectivamente, para a 4gua do rio “in natura”

e autoclavada. Nesse sentido, a agua do rio Paraiba do Sul coletada para a
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realizacdo do experimento 2 apresentava-se inesperadamente limpida e essa baixa
turbidez corrobora os baixos e incomuns valores de carbono orgénico dissolvido
(COD) que foram encontrados. Além disso, observa-se na Figura 31, que as aguas
do rio “in natura” e autoclavada utilizadas no experimento 2, Rl e RA,
respectivamente, praticamente ndo absorvem radiacdo na regido do visivel. A
absorcdo das mesmas nessa regido também €& menor do que a observada para a
solucédo de acidos humicos utilizada no experimento 1. Isso, mais uma vez, mostra
que essas matrizes (agua do rio “in natura” e autoclavada) estavam extremamente

limpidas.
2.2 Validagao do método de analise

Como pode ser observado na Figura 32 A e B 0 método proposto se mostrou
seletivo para a andlise do paration metilico e do paraoxon metilico em agua do rio “in
natura” e autoclavada, ja que, ndo houve substancias que, apds a realizagdo do
processo de extragdo/concentracdo e injecdo da agua do rio “in natura” e

autoclavada (brancos), apresentassem 0 mesmo tempo de retencdo desses

CompOStOS.
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0.0
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Figura 32 A e B: Comparacao de cromatogramas obtidos a partir dos brancos de diferentes
matrizes extraidos com o cartucho SampliQ OPT (linha rosa = agua do rio “in natura” e linha
azul = 4gua do rio autoclavada) com um cromatograma obtido a partir do ponto mais
concentrado da curva analitica (linha preta) do paration metilico (A) e do paraoxon metilico

(B).
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Os resultados obtidos para a taxa de recuperagcdo das substancias de

interesse em agua do rio “in natura” e autoclavada sdo mostrados na Figura 33.
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Figura 33 : Taxas de recuperacao do paration metilico e do paraoxon metilico em agua do
rio “in natura” (RI) e autoclavada (RA) utilizando-se o cartucho SampliQ OPT para extracéo
em fase solida.

(As barras de erro apresentadas se referem aos limites de confianga da média com 95 % de
probabilidade (n=5; tsyqent=2,78))

Analisando-se a Figura 33, observa-se que, assim como para a extracdo das
substancias de interesse em agua ultrapura com e sem &acidos humicos, valores
elevados de recuperacdo foram encontrados quando se utilizou como matrizes a
agua do rio “in natura” e autoclavada. Esses valores, acima de 84,0 %, foram
julgados adequados para que o método de analise proposto fosse utilizado para a

realizacdo da quantificacdo das substancias de interesse no experimento 2.

ApOs as avaliacbes da seletividade, exatiddo e precisdo do meétodo de
analise, a etapa sequinte foi verificar a linearidade do método na faixa de interesse.
Os parametros das curvas analiticas que foram preparadas para esta etapa do

trabalho sdo mostrados na Tabela 22.
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Tabela 22: Pardmetros das curvas analiticas do paration metilico (1,30; 1,00; 0,700; 0,400 e
0,0500 mg L™) e do paraoxon metilico (30,0; 15,0; 7,50; 3,75 e 0,500 pg L™*) em &gua do rio
“in natura” e autoclavada.

Substancia/Matriz Agua do rio “in natura” Agua dor i0 autoclavada

Equacéo da reta r Equacéo da reta r
Paration metilico 1,48E+06 X + 7,90E+03 0,996 1,30E+06 X + 2,33E+04 0,992
Paraoxon metilico 1,60E+02 X + 1,15E+02 0,990 1,55E+02 X + 1,20E+02 0,991

Analisando-se a Tabela 22, observa-se que, assim como ocorreu para o
experimento 1, as curvas analiticas confeccionadas foram julgadas adequadas para
serem utilizadas no experimento 2, uma vez que os valores de r encontrados foram

superiores a 0,990.

Os valores de limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) que foram
determinados para essa etapa do trabalho sdo mostrados na Tabela 23. Pelos
motivos jA mencionados no capitulo 3, eles possibilitam que o método de analise

proposto seja utilizado ao longo do experimento 2.

Tabela 23: Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método de anélise, em pg L™,
obtidos para determinag¢do do paration metilico (PME) e do paraoxon metilico (POM) em
agua ultrapura com e sem acidos humicos.

Substancia/ Rio “in natura” Rio autoclavada
Matriz (ug LY (ug L™
'S ’s LD LQ 'S ’s LD LQ
PME 1,48E+06 27,47 00,0613 0,186 1,30E+06 33,23 (0,0844 0,256
POM 1,60E+02 0,810 0,0167 0,0505 1,55E+02 0,74 0,0158 0,0478

's: coeficiente angular da curva analitica (obtido apés confeccéo das curvas analiticas); ’s: estimativa
do desvio padrédo do branco (obtido apds as injecBes’ dos cinco extratos oriundos do branco).

2.3 Degradacéo do paration metilico em agua do rio Paraiba do Sul

“In natura” e autoclavada — experimento 2
2.3.1 Exposicéo das solugbes a radiacao solar

A Tabela 24 apresenta dados referentes a intensidade da radiacdo solar no
periodo de realizacdo do experimento 2, assim como, as médias das temperaturas
maximas e minimas do banho utilizado e do ambiente préximo ao mesmo.
Analisando-se a mesma, observa-se que, de forma similar ao observado no

experimento 1, o uso do banho foi eficiente para evitar grandes variacdes na
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temperatura das solu¢cées contendo o pesticida e, evitou ainda que, as mesmas
chegassem a temperaturas elevadas.

Tabela 24: Médias da intensidade da radiacdo e das temperaturas maximas e minimas do

ambiente e do banho com as estimativas do desvio padrdo, entre parénteses, no periodo no
qual o experimento 2 foi realizado.

, Média da temperatura min. e max. (°C) Radiacdo - W m *
Periodo a b . c
Interna Externa 24 h 10:00 as 20:00
31/08 a 11/11/2014 23 (2) 21 (2) 236 515
inverno/primavera 32 (3) 41 (3) (318) (133)

%termAmetro colocado dentro do banho de agua; "termémetro colocado fora do banho de agua, mas
proximo ao mesmo; “Tempo Universal Coordenado (UTC, do inglés Universal Time Coordinated) o que
equivale no Brasil ao intervalo de 7:00 as 17:00 (horario normal) e de 8:00 as 18:00 (horéario de verdo).

2.3.2 Resultados da degradacao do paration metilico no experimento 2

Os resultados obtidos para a degradacao do paration metilico no experimento
2 sao apresentados na Figura 34 e na Tabela 25.

1,4
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0,0
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Figura 34: Degradacao do paration metilico em agua do rio Paraiba do Sul “in natura” e
autoclavada expostas diretamente (RIC e RAC) ou protegidas com papel aluminio (RIE e
RAE) a radiagdo solar.

(As barras de erro representam a estimativa do desvio padrdo para triplicata)
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Tabela 25: pH inicial das solucgdes utilizadas no experimento 2 e dados cinéticos
determinados para a degradacdo do paration metilico nas diferentes condi¢bes testadas
considerando-se um modelo cinético de ordem zero (RAC e RIC) ou de 12 ordem (RAE e
RIE). (k = constante de velocidade e t;,, = tempo de meia-vida)

Condicoes pH inicial da soluc&o k ti (dias) R?
RAE 6,90 31,37 x 10 51 20,97
RIE 6,86 31,58 x 102 bgq 30,96
RAC 6,90 °1,46 x 10”7 417 °0,98
RIC 6,86 °1,71 x 107 414 °0,96

2Dados obtidos através da curva: In [C]/[C,] versus tempo, onde o coeficiente angular é —k (dias™) e o
R? é o coeficiente de correlagéo ao quadrado; ®Determinado através da equacio: (ty, = In2/k); “Dados
obtidos através da curva: concentragdo versus tempo, onde o coeficiente angular € —k (mol L* dias'l)
e 0 R? é o coeficiente de correlacdo ao quadrado; Determinado através da equacao: (ty, = [Col/2K).
O modelo cinético de ordem zero se mostrou mais adequado para o
tratamento dos dados da degradacdo do paration metilico nas solucfes expostas
diretamente a radiacdo solar (RAC e RIC), enquanto que, para as demais (RAE e

RIE), foi 0 modelo cinético de 12 ordem.

Analisando-se inicialmente os resultados mostrados na Tabela 25, observa-se
que os tempos de meia-vida encontrados para a degradacéo do paration metilico em
agua do rio “in natura” e autoclavada sao semelhantes (RAE: 51 dias = RIE: 44 dias
e RAC: 17 dias = RIC: 14 dias). Diferengcas maiores sdo encontradas quando se
compara os tempos de meia-vida dessa substéncia nas solugbes que foram
expostas diretamente a radiacdo solar ou protegidas com papel aluminio
(RIE: 44 dias >> RIC: 14 dias e RAE: 51 dias >> RAC: 17 dias). Isso indica que,
nessas condi¢des, processos de degradacdo abidticos sdo mais relevantes do que
0s bidticos para levar a decomposi¢cdo do paration metilico na dgua do rio Paraiba
do Sul. Como pode ser visto na Tabela 26, resultados similares foram encontrados
por Araujo e colaboradores (2007) quando os mesmos estudaram a degradacao do
paration metilico formulado (Folisuper 600 BR da Agripec) também em agua do rio
Paraiba do Sul “in natura” e autoclavada. Analisando a mesma, observa-se que,
assim como no presente estudo, os tempos de meia-vida encontrados para a
degradacdo do paration metilico em agua do rio “in natura” e autoclavada sé&o
semelhantes (5,37 dias = 3,47dias e 3,72 dias = 2,75 dias). Nesse sentido, embora
Araujo e colaboradores (2007) tenham se preocupado em estudar a degradacao do

paration metilico via processos biodticos e abioticos, a maioria dos trabalhos que
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avaliam a degradacéo de pesticidas organofosforados em aguas naturais sob acéo
da radiacéo solar (Lartiges e Garrigues, 1995; Castillo et. al., 1997; Mansour et. al.,
1997; Sakellarides et. al., 2003; Druzina e Stegu, 2007) ndo faz esse tipo de
diferenciacéo e, acredita-se que, informacdes como essa sao relevantes para que se
possa prever de maneira mais adequada o destino dessas substancias em aguas

naturais.

Tabela 26: Resultados encontrados por Araujo e colaboradores (2007) para a degradacédo
do paration metilico formulado (Folisuper 600 BR da Agripec) em agua do rio Paraiba do Sul
“in natura” e autoclavada.

Condicoes “tp
Agua do rio autoclavada exposta a radiag&o solar protegida com papel aluminio 5,37
Agua do rio “in natura” exposta a radiag&o solar protegida com papel aluminio 3,47
Agua do rio autoclavada exposta diretamente a radiagio 3,72
Agua do rio “in natura” exposta diretamente a radia¢io 2,75

*Tempo de meia-vida, em dias, obtido através de um modelo cinético de 12 ordem.

Analisando-se em conjunto, a Figura 34 e a Tabela 25, observa-se que, assim
como ocorreu no experimento 1, a degradacdo do paration metilico foi mais rapida
nas solucdes que foram expostas diretamente a radiacdo solar. Os tempos de meia-
vida determinados para o pesticida nessas condi¢cdes foram de: 17 e 10 dias,
respectivamente para as condicdes denominadas de RAC e RIC, enquanto que,
quando as solucdes foram expostas a radiagdo solar protegidas com papel aluminio
foram de: 51 e 44 dias, respectivamente para as condicées denominadas de RAE e
RIE. Esses resultados reforcam a hipotese de que a radiacdo solar desempenha
papel relevante na degradacdo do paration metilico em matrizes aquosas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Lartiges e Garrigues (1995),
Sakellarides e colaboradores (2003) e Druzina e Stegu (2007). Lartiges e Garrigues
(1995), por exemplo, estudando a degradacdo do paration metilico em agua do rio
Eau Bourde (Franga), encontraram tempos de meia-vida iguais a 11, 23 e 95 dias
guando as amostras foram expostas diretamente a radiacao solar ou permaneceram
no escuro a 22 e 6 °C, respectivamente. Druzina e Stegu (2007), trabalhando com a
degradacdo do mesmo pesticida em agua do rio Kamniska Bistrica (Eslovénia),
encontraram tempo de meia-vida igual a 19,7 dias quando a solucdo foi exposta
diretamente a radiacdo solar. J& quando a solu¢do permaneceu no escuro, a mesma

temperatura, eles consideraram o paration metilico estavel uma vez que o0 mesmo
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praticamente ndo sofreu degradacao nessa condicdo. Esses resultados, que sao os
mais comumente encontrados na literatura, mostram que a radiagdo solar possui
papel importante na degradacéo do paration metilico. Porém, vale ressaltar que, em
alguns casos, parece haver outros fatores preponderantes para levar a degradacéo
do paration metilico em matrizes aquosas. No trabalho realizado por Araujo e
colaboradores (2007), por exemplo, como pode ser observado na Tabela 26, o
paration metilico apresentou tempos de meia-vida parecidos em todas as condicbes
avaliadas, independente das solucBes terem sido expostas diretamente ou ndo a
radiagdo solar. Nesse trabalho, as condi¢cdes climaticas eram parecidas com as
observadas no presente estudo. As médias das temperaturas maximas e minimas
do banho utilizado por Araujo e colaboradores (2007), por exemplo, foram de 30 e
23 °C, respectivamente, enquanto que, no presente estudo foram de 32 e 23 °C
(Tabela 24). Ou seja, parece haver outro processo, diferente da hidrélise, da fotdlise,
de fatores bidticos, que possui papel relevante na degradacdo do paration metilico
nas condicdes estudadas por Araujo e colaboradores (2007). Provavelmente havia
na agua do rio Paraiba do Sul coletada por Araujo e colaboradores (2007) alguma
substancia capaz de catalisar a degradacdo do paration metilico que ndo estava
presente na agua utilizada no presente estudo. Nesse sentido ainda, Lartiges e
Garrigues (1995), estudando a degradagcdo do paration metilico em agua de mar,
encontraram tempos de meia-vida iguais a 34 e 30 dias quando as solu¢des foram
expostas diretamente a radiacdo solar ou permaneceram no escuro a 22 °C,
respectivamente. Ou seja, também nesse caso, a radiagdo solar ndo foi o fator
preponderante para levar a degradacédo do pesticida. O que foi discutido mostra que,
embora existam alguns trabalhos na literatura que avaliem a degradacdo de
pesticidas organofosforados em ambientes aquaticos naturais sob acéo da radiacao
solar, ainda ha resultados dificeis de serem explicados e que precisam de
avaliacdes adicionais para que possam ser elucidados.

2.3.3 Formacdo do paraoxon metilico e avaliacdo da toxicidade das
solucdes frente ao teste de inibicdo da AChE ao lon  go do experimento 2

Assim como realizado no experimento 1, ao longo do experimento 2 foi feita a

andlise do paraoxon metilico e, também, foi avaliada a toxicidade das soluc¢des
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frente ao teste capaz de determinar a porcentagem de inibicdo da AChE. A Figura
35 apresenta os resultados obtidos nessas determinagdes.
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Figura 35 : Concentrac&o do paraoxon metilico, em pg L™, e porcentagem de inibic&o da
AChE ocasionada pelas solug¢des ao longo do experimento 2.
(As barras de erro representam a estimativa do desvio padrao para triplicata)

Analisando-se inicialmente a Figura 35, observa-se que, assim como ocorreu
no experimento 1, o paraoxon metilico s6 foi detectado nas solugdes que foram
expostas diretamente a radiacdo solar (RIC e RAC). Porém, no caso da solucéo
preparada a partir da agua do rio “in natura” que foi exposta diretamente a radiacdo
solar (RIC), o0 mesmo s6 foi encontrado em baixas concentracées (< 2,00 pg L™Y).
Provavelmente, essas baixas concentracdes determinadas nessa condicdo (RIC) é
devido a degradacdo mais rapida do paration metilico nessa solugcéo e, também,
provavelmente a decomposi¢do também mais rapida do paraoxon metilico. Nesse
sentido, ha pesquisadores (Deng et al., 2015) que mostram que, em alguns casos, 0
paraoxon metilico sofre degradacdo por microorganismos mais rapidamente que o
paration metilico. Desta forma, pode ser que a degradacédo mais rapida do paraoxon
metilico ocorra devido a processos bidticos. Porém, para que isso seja afirmado,

avaliacdes adicionais devem ser feitas.

Ainda analisando-se a Figura 35, observa-se que, somente para a solugéo
preparada a partir da agua do rio autoclavada que foi exposta diretamente a
radiacdo solar (RAC), houve aumento da inibicdo da AChE ao longo do experimento

2. Para as demais condi¢cbes, RIC, RIE e RAE, n&o foi observado variagdo na
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porcentagem de inibicdo com relagdo ao controle. Para as solugbes que foram
expostas a radiacdo solar protegidas com papel aluminio, RIE e RAE, isso
provavelmente ocorreu porque nao houve formacdo do paraoxon metilico nessas
condi¢cbes. Ja para a solucao que foi preparada a partir da agua do rio “in natura” e
foi exposta diretamente a radiag&o solar, isso provavelmente ocorreu devido a baixa
concentracdo do paraoxon metilico nessa solucdo. Esses resultados reforcam a
ideia de que o0 aumento da porcentagem de inibicdo da AChE tem relacao direta com

0 aumento da concentracdo do paraoxon metilico.



CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS
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1. CONCLUSOES

Os resultados obtidos através da anélise dos espectros de RMN de *C e 'H e
de massas obtidos para o O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato sintetizado
confirmam que o mesmo, embora com baixo rendimento na rota sintética
inicialmente proposta, foi obtido com sucesso. Desta forma, foi possivel concluir que
a proposta de formacao dessa substancia ao longo da degradacao fotoquimica do

paration metilico realizada por Araujo (2006) estava correta.

Com relacdo a determinacdo dos valores de ICsp (3 horas) da AChE para o
paration metilico e para alguns dos seus subprodutos, foi possivel concluir que a
ordem de toxicidade para as susbtancias frente ao teste de inibig&do é: p-nitrofenol <
0,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato < paration metilico < paraoxon metilico. Esses
resultados estdo em consonancia aos dados da literatura e indicam que a formacao
do O,O-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato e do p-nitrofenol ao longo da degradacéo
do paration metilico possivelmente leva a diminuicdo da toxicidade da solucéo,

engquanto que, a formacdo do paraoxon metilico provavelmente leva ao acréscimo.

Sobre os testes de degradacdo do paration metilico, devido a complexidade
desse processo em ambientes aquéticos naturais, a estratégia utilizada no presente
trabalho foi realizar o aumento gradativo das variaveis. Por isso, inicialmente
trabalhou-se com solu¢cbes do pesticida em agua ultrapura com e sem acidos

hamicos e, posteriormente, em agua de rio “in natura” e autoclavada.

Com relacdo aos resultados cinéticos obtidos, oS mesmos mostraram que a
hidrolise, reacdes redox ndo fotoassistidas e processos bidticos, nas condicbes
estudadas, promovem a degradacdo do pesticida em estudo apenas lentamente.
Também baseado nesses resultados, pode-se verificar que a radiacdo solar possui
papel relevante na degradacdo do paration metilico em solucdo aquosa, tanto via o
processo de fotdlise direta como indireta. Porém, fazendo-se uma analise detalhada
dos resultados cinéticos obtidos no experimento 1 baseado nas ideias de
Sakellarides e colaboradores (2003), foi possivel verificar que o processo de fotélise
direta, nas condi¢gBes estudadas nesse experimento, € mais relevante para levar a

degradacéao do pesticida em estudo do que a fotélise indireta.

Com relacdo aos resultados obtidos na anélise do paraoxon metilico e na

avaliacdo da toxicidade da solucdo ao longo do processo de degradacdo do
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pesticida, 0s mesmos mostraram que o paraoxon metilico é formado apenas nas
solucdes expostas diretamente a radiacao solar, ou seja, 0 mesmo é um produto da
degradacédo fotoquimica do paration metilico. Mostraram ainda que, s6 houve
aumento na toxicidade da solucdo em relacdo ao tempo inicial também quando as
solucbes foram expostas diretamente a radiagdo solar, indicando assim que, ha
relacdo entre o aumento da toxicidade da solugcdo e a formacédo do paraoxon
metilico. Somente quando as soluc¢des foram preparadas a partir da agua do rio “in
natura” e expostas diretamente a radiacdo solar que ndo foi observado um
acréscimo da toxicidade da solugdo. Isso ocorreu provavelmente devido as baixas
concentragbes encontradas para o paraoxon metilico nessas solugdes que,
provavelmente sofre degradacdo mais rapida nessas condi¢cdes. Esse resultado &
ambientalmente interessante, uma vez que, indica que essa substancia,

extremamente toxica, degrada-se rapidamente na agua do rio Paraiba do Sul.

Para finalizar, concluiu-se que o teste de inibicdo da AChE foi adequado para
analisar a variacdo da toxicidade da solucdo ao longo da degradacédo do paration
metilico. Desta forma, acredita-se que esse tipo de procedimento deve ser mais

explorado com essa finalidade.
2. PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando-se os resultados obtidos no presente trabalho, propdem-se as

seguintes realizacOes futuras:

» Teste de degradacao de outros pesticidas organofosforados que possuam
seus processos de degradacdo em matrizes aquosas pouco conhecidos utilizando-

se procedimentos similares aos usados no presente trabalho;

» Realizacdo de teste de degradacdo do paraoxon metilico para conhecer

melhor o seu processo de degradacao em diferentes matrizes aquosas.
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ANEXO 1: Extracéo da AChE de cérebros de ratos

Os ratos para extracdo da AChE foram gentilmente fornecidos pela Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Ri0), consistindo de animais sadios
gque foram sacrificados depois de estudos no Departamento de Psicologia daquela
universidade. Com ajuda de uma tesoura de ponta fina fez-se um orificio na parte de
trds da cabeca do rato, que é mais macia, e partiu-se o cranio do animal como
mostra a Figura 36.

Figura 36: Retirada do cérebro de um rato saudavel para extracdo da AChE.

Com o auxilio de uma pinga, o cérebro foi retirado e colocado em um tubo de
ensaio com tampa. Todos os ratos foram descartados ao final desse processo.
Acrescentou-se agua destilada gelada e depois os cérebros foram triturados com a
ajuda do aparelho Turrax formando uma mistura mais homogénea de células,
tecidos e sangue. Para fazer a extragcdo da enzima, foi preciso centrifugar essa
mistura em uma centrifuga refrigerada (HERAEUS MULTIFUGUE modelo X3R) com
rotacdo de 3000 G. O sobrenadante foi separado do precipitado e foi transferido
para outro tubo de ensaio para ser centrifugado novamente. O precipitado foi
descartado. A Figura 37 mostra a mistura ap0s realizacéo da centrifugagéo.
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Figura 37: Mistura do cérebro de rato apos ser triturada e centrifugada.

Apobs a mistura do cérebro de rato ser triturada, centrifugada, separada do
precipitado e armazenada, a extracdo da enzima estava concluida e a mesma
encontrava-se pronta para a realizacdo dos testes. Testes de atividade da AChE no
sobrenadante e no soélido foram realizados para verificar a completa extracdo. A
utilizacdo da AChE de cérebros de rato apresenta varias vantagens em relacédo a
purificada. O custo € bem menor, oferece uma simulacdo mais real da inibicdo da
enzima, pois no extrato existe a presenca de diversos tipos de enzima e ndo s6 a
AChE para metabolizar os compostos e 0 extrato preparado € mais sensivel a
presenca desses agrotoxicos do que a enzima purificada. Observa-se ainda que,
nesse procedimento de extracdo, ndao foi usado detergente o que faz com que
apenas a fracdo soluvel da AChE seja extraida. Segundo Viana (2008), esse
procedimento de extracdo é adequado para a finalidade a qual a enzima foi utilizada
no presente trabalho e resulta em um extrato enzimatico com atividade especifica de

aproximadamente 1300 U mg™.
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ANEXO 2: Espectro de RMN de *3C do O,0-dimetil O- p-hidroxifenil tiofosfato
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Figura 38: Espectro de RMN de **C do O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato.
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ANEXO 3: Espectro de RMN de *H do O,0-dimetil O- p-hidroxifenil tiofosfato
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Figura 39: Espectro de RMN de 'H para o O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato.
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as para as solugdes do

Tabela 27: Porcentagens de inibicdo da AChE encontradas para as solugdes do paration
metilico e de alguns de seus subprodutos.

. O,0-dimetil Paration Paraoxon
Compostos p-nitrofenol O-a;g;g;?;;genll metilico metilico
(ngOE'Cle(;Erﬁgal?'l)a by ‘M DP | P ‘M | ‘DP b| cM | 9Dp | Y| ‘M | DP
-8,00 1,00 7,00 15,0
1,00 6,00 | -0,70 /7,00{19,0/9,30| 9,10 | 5,00 |1,00/8,70/6,00|13,0]| 6,20
0,00 8,00 -9,00 18,0
7,00 11,0 45,0 20,0
10,0 0,00 | 1,70 [4,70|23,0/13,7| 8,30 | 41,0 | 38,7,7,80|38,0|27,7|9,30
-2,00 7,00 30,0 25,0
2,00 7,00 93,0 77,0
50,0 9,00 | 5,00 3,60(15,0(11,7| 4,20 | 94,0 |93,0/1,00 68,0|69,7|6,70
4,00 13,0 92,0 64,0
4,00 16,0 95,0 60,0
100 -1,00 | -2,00 |6,60|27,0/21,0| 5,60 | 93,0 | 94,7/1,50|72,0|71,0| 10,5
-9,00 20,0 96,0 81,0
6,00 12,0 94,0 96,0
400 6.00 | 530 6,40/2%9/207| 9,00 | 899 1910/2,60 920]947 2,30
-5,00 30,0 90,0 96,0

°mg L™ para o p-nitrofenol, O,0-dimetil O-p-hidroxifenil tiofosfato e paration metilico e pg L™ para o
paraoxon metilico; bPorcentagem de inibicdo; “Média da porcentagem de inibicao; Estimativa do
desvio padrao da porcentagem de inibic&o.
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ANEXO 5: Cromatogramas obtidos a partir de solugdes do paration metilico em

agua ultrapura com acidos humicos no tempo inicial e apo6s 15 e 72 dias de
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Figura 40: Cromatogramas obtidos a partir de solucdes do paration metilico em agua

ultrapura com acidos humicos no tempo inicial e ap6s 15 e 72 dias de exposi¢cdo — Analise

do paration metilico.



ANEXO 6: Cromatogramas obtidos a partir de solugdes
agua ultrapura no tempo inicial e apés 15 e 72 dias
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Figura 41: Cromatogramas obtidos a partir de solu¢ges do paration metilico em agua

ultrapura no tempo inicial e apds 15 e 72 dias de exposi¢cao — Analise do paration metilico.
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ANEXO 7: Cromatogramas obtidos a partir de solugdes do paration metilico em
agua ultrapura com acidos humicos no tempo inicial e apo6s 15 e 72 dias de

exposicdo — Analise do paraoxon metilico.
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Figura 42: Cromatogramas obtidos a partir de solucdes do paration metilico em agua
ultrapura com &cidos humicos no tempo inicial e apds 15 e 72 dias de exposi¢do — Analise

do paraoxon metilico.
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ANEXO 8: Cromatogramas obtidos a partir de solugdes do paration metilico em

agua ultrapura no tempo inicial e apés 15 e 72 dias de exposicao — Andlise do

paraoxon metilico.
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Figura 43: Cromatogramas obtidos a partir de solucdes do paration metilico em agua

ultrapura com &cidos humicos no tempo inicial e apds 15 e 72 dias de exposi¢do — Analise

do paraoxon metilico.



