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RESUMO

HERINGER, Andreia Azevedo. Degradacdo do Herbicida Glifosato por Processo
Oxidativo Avancado H,O,/UV. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos
Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 20109.

Residuos de Glifosato (n-fosfonometil glicina) tem sido identificados em &guas de
superficie de diferentes lugares da Europa, Estados Unidos e Brasil. Quando em contato
com seres humanos, o glifosato pode gerar diversos tipos de problemas a saude, tais
como: cancer, problemas nos rins, autismo, Alzheimer, Parkinson e abortos. Nesse
sentido, sua remocao do meio ambiente € de grande importancia para a manutencéo da
salde e do bem-estar de seres humanos. Os Processos Oxidativos Avancados (POA)
tém se mostrado como uma alternativa viavel para remocao de herbicidas em aguas.
Assim, no presente estudo, a viabilidade do emprego do POA H202/UV para degradacao
do herbicida em amostras sintéticas em escala de bancada foi avaliado. Além disso, a
toxicidade crénica com duas espécies de plantas sob exposicdo a amostras tratadas foi
investigada, tendo como resultado o tamanho radicular da semente, com o qual foi
calculado o CEO e CENO em testes de comparacdes de médias. Variaveis do processo,
como pH, concentracdo inicial de glifosato (50 mg/L) e H,0O, foram otimizadas com
planejamento fatorial completo. Atingiu-se 77% de remoc¢ao do composto em pH 8,0,
H,O, inicial = 90 mg/L e 144 minutos de reacdo. Amostras pés-tratadas demonstraram
uma reducéao de 25% e 50% da toxicidade quando comparada com amostras nao tratadas
em ambas as sementes. Em algumas amostras do ensaio de ecotoxicidade, o tamanho
radicular ficou acima do controle, indicando uma provavel hormese. A interferéncia das
condi¢des externas no ensaio de ecotoxicidade também foi analisada. Como resultado,
constatou-se que a incubadora é essencial para diminuicdo da variabilidade sobre a
germinacao. Em adi¢cdo, um maior tempo de contato sobre refrigeracdo da amostra com
os reagentes de leitura do método de deteccdo, possibilitou uma quantificacdo precisa

do herbicida em amostras pés-tratadas com o POA H202/UV.

Palavras-chave: Glifosato; POA; H,O,/UV; Ecotoxicidade; Euruca sativa; Lactuca sativa.



Abstract

HERINGER, Andreia Azevedo. Glyphosate Herbicide Degradation by Advanced
Oxidative Process H,0,/UV. Dissertation (Master degree Program in Chemical and
Biochemical Process Engineering) — Chemical School, Federal University of Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Glyphosate (N-phosphonometyl glycine) residues were identified in superficial
waters and groundwater in several places from Europe, United States and Brazil. When
human being gets in touch with glyphosate, it can generate different health issues, such
as: cancers, kidneys problems, autism, Alzheimer, Parkinson and miscarriages. In this
way, its removal from environmental is a great concern to maintain human health and its
well-being. Advanced Oxidative Processes (AOP) have been shown as a viable
alternative in herbicides removal from waters. In this study, the viability of using H,O,/UV
AOP to promote Glyphosate degradation in synthetic water samples and in batch scale
was assessed. Moreover, chronic toxicity was investigated with two plant species under
exposure to treated samples. As a result, NOEC and LOEC was calculated by medians
difference among radicular size of samples and control obtained from germination test.
Process variables, such pH, Co Glyphosate (50 mg/L) and Co H,O, were optimized
utilizing full factorial design. In summary, 77% of compound was removed in pH 8,0, initial
H,O, = 90 mg/L and 144 minutes of process reaction. Post-treated sample have exhibited
a decrease of 25% and 50% in toxicity when compared with non-treated in both seeds.
Some samples in ecotoxicity evaluation have presented a radicular size higher than
control, indicating a probability of hormesis. The interference of external factors during
germination was also assessed. As a result, it was shown that incubator is essential to
decrease germination variability. Moreover, a longer time contact under refrigeration with
sample and reactants from detection method have allowed a precise quantification of the
herbicide in water post-treated with H,O,/UV AOP.

Keywords: Glyphosate; AOP; H,0,/UV process; Ecotoxicity; Euruca sativa; Lactuca
sativa.
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UVv-VvIS Ultravioleta visivel
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A qualidade de vida ao redor do mundo foi significativamente aprimorada devido
ao uso de pesticidas na agricultura e em ambientes urbanos com o passar dos anos.
Contudo, o uso indiscriminado desses produtos levou ao crescimento de doencas
relacionadas a mutagénese e consequente adaptacdo dos respectivos vetores. Além
disso, j& € notdério o aumento da concentracdo de pesticidas em aguas superficiais e
subterraneas que podem inviabilizar o consumo humano se tratadas de forma ineficaz.

O Glifosato (n-fosfonometil glicina), por ser um pesticida do tipo herbicida poés-
emergente e sistémico, tem sido largamente utilizado ao redor do mundo desde 1973
devido a sua caracteristica ndo-seletiva no controle de ervas daninhas (CARNEIRO et
al., 2015). Residuos de glifosato tém sido identificados em aguas de superficie de
diferentes lugares da Europa, Estados Unidos e Brasil devido ao seu uso prolongado no
controle de plantas daninhas (GRIGORI, 2019; PRIMOST et al.,, 2017; VAN DER
BRUGGEN; LEJON; VANDECASTEELE, 2003). Ainda, através de sua aplicagdo em
diversos tipos de cultivo, algumas plantas adquiriram resisténcia a esta substancia, o que
gerou a necessidade de aumentos em sua dosagem nas plantacdes (CARNEIRO et al.,
2015). Além disso, é possivel que residuos de glifosato persistam nos corpos d’agua por
um periodo que possam causar problemas aos organismos vivos aquaticos (YADAYV,
KAUR; KAUR, 2017). Herbicidas compostos por glifosato foram avaliados em estudos
ecotoxicolégicos, onde os resultados mostraram correlacbes entre estes e 0
aparecimento de diversos tipos de cancer, problemas nos rins, Transtorno de Déficit de
Atencao e Hiperatividade (TDAH), autismo, Alzheimer, Parkinson, abortos, problemas
dermatolégicos e respiratorios (ALEJANDRA PAGANELLI, VICTORIA GNAZZO,
HELENA ACOSTA, SILVIA L. LOPEZ, 2010; VAN BRUGGEN et al., 2018)

O glifosato é permitido no Brasil e sua concentragdo limite para dguas potaveis é
de 500 pg/L (Anexo XX da PCR-5/2017). Concentracdes de glifosato acima dos limites
legais foram detectadas 8 vezes no Brasil e 7.952 vezes na Europa até o ano de 2018
(GRIGORI, 2019). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)

estabelece o limite de 700 pg/L em agua potavel (EPA, 2009). A Comunidade Econémica
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Europeia (CCE) indica limites para pesticidas individuais de 0,1 pg/mL, no entanto a
concentracéo total ndo deve ultrapassar 0,5 pg/mL (EEC, 1998).

Neste cenario, visando o tratamento de aguas contaminadas por pesticidas,
diversos tipos de tecnologias tém sido investigados. Técnicas como separacao por
membranas, adsorgao por carvao ativado e filtracdo em filtros de areia, considerados
como ndo-destrutivos, necessitam de pds tratamento de correntes mais concentradas em
poluente ou da disposicao final do material adsorvente e residuos sélidos (ASSALIN et
al., 2010). Processos biologicos normalmente ndo séo utilizados para esta finalidade,
uma vez que pesticidas podem dificultar a adaptacdo dos microrganismos e minimizar a
eficiéncia do processo (ASSALIN et al., 2010). Os Processos Oxidativos Avangados
(POA), entretanto, tém sido indicados como uma alternativa eficaz na degradacédo de
pesticidas, tanto em aguas de abastecimento quanto em aguas residuarias (ASSALIN et
al., 2010).

Os POA sao tecnologias baseadas na geracao de radicais livres para promover a
degradacdo de compostos organicos de maneira ndo-seletiva. A oxidacdo da matéria
organica ocorre através da acdo desses radicais, cujo objetivo é a mineralizacdo e
geracdo de CO2 e H20. Quando néo se atinge a degradacdo completa dos compostos
organicos, os POA podem ser empregados como pré-tratamento para processos fisico-
quimicos e/ou biolégicos (DA FONSECA ARAUJO; YOKOYAMA; TEIXEIRA, 2006). No
caso de POA que utilizam H202/UV para degradacgéo do glifosato, percentuais de até 70%
sao reportados (MANASSERO et al., 2010). Outros trabalhos utilizando a mesma técnica
demonstram que, além de facil aplicacdo e operacao, esta é uma alternativa vantajosa
na degradacdo e remocdo do herbicida em aguas (LUND-HOIE, KARE; FRIESTAD,
1986).

Como desvantagens dos POA, a degradacdo incompleta de certos compostos
organicos pode levar a formacéo de intermediarios téxicos (GROTE, 2012). Neste caso,
a ecotoxicidade € um importante parametro dos processos de tratamento por ser uma
resposta biologica a monitoracdo ambiental (JUNGES et al., 2013). Esses bioensaios
podem ser conduzidos com sementes diversas (alface, Lactuca sativa, e rucula, Euruca
sativa) de baixo custo e bastante sensiveis ao glifosato (Brito-Pelegrini et al., 2007;
Nascimento et al., 2015; Fantin et al., 2009 e Rebessi et al., 2011).
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O presente trabalho tem como objetivo geral a avaliagdo do POA H202/UV na
degradacdo do herbicida glifosato presente em solugéo sintética em escala de bacada
no aspecto da viabilidade técnica e ecotoxicologica do processo. Como objetivos

especificos, destacam-se:

e I|dentificar parametros operacionais estatisticamente significativos em
planejamento experimental do POA H202/UV para a degradacao do glifosato;

e Comparar cenarios otimizados para cada parametro na degradacao do herbicida
glifosato;

e Estudar o efeito toxico do glifosato de antes e depois do tratamento proposto a

partir de ensaios com sementes Euruca sativa (rdcula) e Lactuca sativa (alface).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Defensivos Agricolas: Vantagens e Desvantagens na sua utilizacao

Defensivos agricolas sédo produtos quimicos ou biolégicos usados em lavouras
para prevenir a proliferacdo de pragas (fungos, acaros, bactérias, virus, nematoides,
insetos e plantas daninhas) que podem prejudicar o plantio. Sdo conhecidos por
diferentes denominacdes, tais como: pesticidas, praguicidas, agrotoxicos ou ainda
produtos fitossanitarios (SILVA et al. , 2012).

O uso de defensivos agricolas no agronegdécio tomou maiores proporcdes devido
a sua efetividade no combate a pragas, uma vez que estas prejudicam as safras e
diminuem a produgéo, acarretando na diminuicdo da disponibilidade de alimentos no
mercado o que leva a um aumento no valor dos produtos e menor lucratividade sobre as
safras (SINDIVEG, 2017). Alves Filho (2002) também explicita que a utilizagdo de
pesticidas é vantajosa devido a producédo de alimentos mais segura e por serem medidas
mais rapidas e eficazes no controle de pragas.

O Brasil € o sétimo pais que mais consome defensivos agricolas por hectare de
terra no mundo e o décimo terceiro que mais emprega por producéo (SINDIVEG, 2017).
Dos dez municipios brasileiros que mais utilizaram pesticidas em 2015, sete se

concentram no Mato Grosso (Figura 1).
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Figura 1 - Os dez municipios que mais fizeram uso de defensivos agricolas em 2015 no Brasil (milhdes de
litros).
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Fonte: PIGNATI et al. (2017)

No ano de 2017 a producao de soja no Brasil se destacou por utilizar cerca de 52%
do valor da safra em defensivos agricolas (Figura 2). As demais culturas utilizaram menos
que a metade deste valor, como por exemplo a cana de acucar que ficou em torno de
11% do valor da safra. Além disso, os pesticidas mais utilizados foram os herbicidas,

responsaveis por 60% do emprego na producdo agricola no mesmo ano (Figura 3).
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Figura 2 - Porcentagem monetéria utilizada no emprego de defensivos agricolas pelos tipos de culturas da
safra do ano de 2017 no Brasil.
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Fonte: Adaptado de SINDIVEG (2017).

Figura 3 - Tipos de defensivos agricolas usados na producdo de 2017 no Brasil.
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Fonte: Adaptado de SINDIVEG (2017).
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De 2012 até 2016 os oito herbicidas mais consumidos no Brasil foram, por ordem
de maior uso: Glifosato, Acido diclorofenoxiacético, Atrazina, Haloxifope-P-Metilico,
Lactofem, Diquate, Flumetsulam e Imazetapir (PIGNATI et al., 2017). Sendo o primeiro o
mais empregado no Brasil e no mundo (CARNEIRO et al., 2015).

Apesar da comprovada eficiéncia dos defensivos agricolas na protecdo da
plantacdo, problemas relacionados a sua utilizacdo tém sido relatados. Silva e Pezza
(2012) reportaram em seu estudo que, como consequéncia do emprego destas
tecnologias, plantas daninhas passaram a desenvolver resisténcia aos agroguimicos,
sendo necessérias maiores dosagens para o seu efetivo controle. Nesta mesma pesquisa
também foram citados problemas relacionados a pragas secundarias que se tornam
primarias, e a alta mobilidade destes produtos nas matrizes ambientais, o que gera
ameacas a vida silvestre, aquatica e ainda humana.

Dentre os efeitos na satde humana pelo contato com os residuos de agrotdxicos,
estdo: a inducdo de desenvolvimento direto de um conjunto de doengas como neoplasias
no cérebro, intestino, pulméo, mama, pancreas, rins, bexiga, prostata, testiculo e ovario;
modificacdes nos sistemas hematopoiéticos, imunoldgico, nervoso, gastrointestinal,
respiratério, circulatério, enddcrino, reprodutivo, da derme (alergias) e tecidos
subcutaneos; e manifestacdo de enfermidades fisicas e mentais, 6bitos acidentais e
suicidios (BEDOR, 2008; BRASIL, 2017; RATCLIFFE, 1999). Sobre o ultimo problema
citado, de 2007 a 2017 foram notificados 57.352 casos de intoxicacdo pelo contato com
agrotoxicos, dentre esses, 27% estao relacionados a tentativas de suicidio (Sistema

Nacional de Agravos de Notificagdo — SINAN).
2.1.1 Classificacao dos Herbicidas: modo de acao e aplicacao

A partir da década de 70 os herbicidas comecaram a ser vastamente produzidos
e comercializados ao redor do mundo (MARCHlI et al., 2008). Apesar da grande variedade
desenvolvida, muitos apresentavam semelhancas quanto ao principio ativo da
formulacéo (LEIN et al., 2004). Entretanto, o principio ativo ndo deve ser utilizado como
parametro de determinacéo da finalidade do produto, mas sim o seu modo de acéo e
aplicacao na planta. Quanto a acéo dos herbicidas em plantas, esta pode ser dividida

em diferentes familias, onde herbicidas com mecanismos de acao iguais demonstram
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modos de translocacdo no organismo alvo semelhantes e, consequentemente, similar
efeito de injaria na planta (ROSS; CHILDS, 1996).

Hess (2000) demonstra em seu estudo que, uma grande familia de herbicidas
atuam direta ou indiretamente nas reacdes fotoquimicas ocorridas nos cloroplastos, que
sdo organelas que apresentam coloragéo verde devido a presenca da clorofila, a qual é
um importante receptor de luz necesséario para a ocorréncia da fotossintese. O
mecanismo de acao dos herbicidas que prejudicam a fotossintese e afetam a organela
sdo unidades importantes que geram energia para a etapa bioquimica da fotossintese e,
com o ataque dos herbicidas nestas unidades, resulta-se na destruicdo da membrana
membrana e inibicdo da sintese de aminoéacidos; (iii) durante a biossintese da clorofila,
herbicidas também podem atuar inibindo a sintese da enzima protoporfirinogénio oxidase
(PROTOX), que resulta também em danos a membrana celular. Além disso, outras
familias também séo responsaveis pela (iv) inibicdo da biossintese de pigmentos de
forma direta e indireta, que sdo importantes para dissipacdo de energia e protecdo da
clorofila. Marchi et al. (2008) explicitam que outras familias agem afetando também a
membrana celular e controlando o crescimento da planta, podendo ser (i) através da
inibicdo das tubulinas, que sao responsaveis pela divisdo celular ou inibindo: (ii)
aminoacidos aromaticos; (iii) aminoacidos de cadeias ramificadas e (iv) sintese de
lipideos.

Quanto a aplicacédo, os herbicidas sdo divididos em duas classes: (a) solo e (b)
folhas. Sendo o ultimo subdividido ainda em duas classes, as quais séo: (i) contato e (ii)
sistémicos, onde o primeiro atua no local de contato com a planta e o segundo em todo
0 organismo, sendo translocado por importantes vias que regulam o crescimento,
reproducao e armazenamento (GWYNNE, D. C.; MURRAY, 1985). A Tabela 1 indica as
plantas alvos quanto a classificagéo dos herbicidas em relagéo aos fatores citados: modo

de aplicacdo e método de funcionamento (modo de agéo).
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Tabela 1 - Classificagdo de Herbicidas quanto ao modo de aplicagdo e mecanismo de funcionamento

Modo de Aplicacéao Método de Funcionamento Plantas
Solo (a) Pigmentacao DeG
(b) Crescimento:
(i) Parte aérea DeC
(il) Aérea e raizes DeC
(iii) Tubulinas G
(c)Fsi D
Aplicacdo em folhas - Contato @ FSsli D
(b) Degradagéo de membranas:
(i) Protox D
(i) FS1 DeG
(c) Glutamina DeG
Aplicagéo em folhas - Sistémico (a) Crescimento D
(b) Inibic&o da sintese de:
(i) aminoacidos arométicos DeG

(i) aminoacidos de cadeia ramificada D,GeC

(iii) lipideos G
Legenda: D = Dicotiledoneas; G = Gramineas e C = Cipericeas; FS | = Fotossistema I; FS 2 = Fotossistema
1]
Fonte: Adaptado de Vidal (1997).

2.2 Glifosato: Classificacdo, Mecanismo de Acéo e Efeitos em Plantas

O (¢lifosato, por ser classificado como um herbicida sistémico, tem como
mecanismo de acao principal a inibigdo da sintese de aminoacidos aromaticos em plantas
indesejadas. Pela acdo inibitéria no crescimento de plantas daninhas do tipo
dicotiledbneas e gramineas, também é caracterizado como nao-seletivo. Ainda, devido a
sua elevada tendéncia a adsor¢do nas particulas do solo, que n&o proporciona um
controle efetivo dos invasores, € aplicado apos a germinacéo, sendo assim definido como
herbicida pos-emergente (ROSS; CHILDS, 1996).

O mecanismo de acdo do glifosato no combate ao crescimento de plantas
daninhas consiste na sua translocacéo pela via floema da planta, devido a presenca de

surfactantes nas formulagfes comerciais. Quando atinge os drenos metabdlitos, inibe a
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sintese da enzima enolpiruvil-shiguimato-fosfato sintase (EPSP) que € responsavel pela
sintese de aminoacidos essenciais para o crescimento da planta. Este blogueio resulta
no acumulo de shiquimato na planta e na inibicdo da geracéo de aminoacidos essenciais
(tirosina, triptofano e fenilalanina), os quais séo importantes para a formacao de proteinas
responsaveis pela regulacdo do desenvolvimento da planta e formacdo de outros
compostos essenciais, como hormonios e flavonoides (HOLLAND, 1996; ROSS;
CHILDS, 1996; PETERSON, D. E.; THOMPSON, C. R.; REGEHR, D. L.; AL-KHATIB,
2001; MARCHI et al., 2008). O mecanismo de ac¢éo do glifosato em uma planta daninha
é representado na Figura 4 de forma detalhada.

Figura 4 - Detalhamento do mecanismo de agéo do glifosato sobre planta daninha.

1. Aplicagdo em
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Proteinas v
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Fonte: Adaptado de Holland (1996); Marchi et al. (2008); Peterson et al. (2001) e Ross e Childs (1996).
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ApGs a aplicacéo, em poucos dias a planta tem o crescimento impedido, as folhas
comecam a apresentar amarelecimento seguido de morte. A paralisagdo do
desenvolvimento se deve a clorose do tecido meristematico, que se procede com a
necrose dos novos tecidos (PETERSON, D. E.; THOMPSON, C. R.; REGEHR, D. L.; AL-
KHATIB, 2001; ROSS; CHILDS, 1996).

A Figura 5 mostra os efeitos apds 1 — 2 dias da aplicacdo do glifosato. E possivel
observar na Figura 5A a folhagem amarelada (banda clordtica), indicando o inicio do

amarelecimento que precede a necrose e por fim a morte do organismo.

Figura 5 - Efeito do glifosato em plantas daninhas apés 1 a 2 dias de sua aplicagéo. (A) Brachiaria brizantha
apresentando amarelemmento e (B) Sida cordifolia com temdos necrosados

Fonte: Marchi et al. (2008)

2.2.1 Usos diversos do Glifosato

O glifosato possui registro em oOrgaos reguladores de mais de 120 paises
(MESCHEDE; O, 2007) e representa 60% das vendas mundiais de herbicidas néo-
seletivos (MELO, 2018). O emprego deste pesticida € fortalecido pelas alteragbes das
praticas agricolas e pelo aumento da resisténcia de plantas, geneticamente modificadas,
ao produto (CETESB, 2018).

A utilizacdo deste herbicida em lavouras é voltada para o controle de plantas
invasoras. No Brasil, seu uso é autorizado nas culturas de: soja, cana-de-acucar, milho,
algodao, banana, arroz, café, feijao, trigo, coco, fumo, ameixa, aveia preta, azevem,

cacau, citros, maca, mamao, péssego, nectariana, pastagem, seringueira, uva, pinus,
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eucalipto, amendoim, batata, beterraba, caju, caqui, cara, carambola, cenoura, ervilha,
gréo-de-bico, gengibre, goiaba, figo, inhame, lentilha, mamé&o, mandioca, mangaba,
milho, nabo, pera e rabanete (ANVISA, 2019; CETESB, 2018). Na Tabela 2 é possivel

ver as dosagens de aplicacéo pelos tipos de cultivos permitidos.

Tabela 2 - Dosagem de glifosato (L/Ha) em cultivos brasileiros

Cultivo Dosagem (L/Ha)
Soja 5,50

Milho 0,4®
Cana-de-agucar 1,3W

Outros = 5,0@

Fonte: Pignati et al. (2017)®; Amarante Jr et al. (2002)®

Além do uso agricola, o glifosato também € direcionado para uso ndo-agricola, o
qgual envolve: jardinagem, aplicacdo em areas marginais de rodovias e ferrovias, patios
industriais, oleodutos, regides de transmissao elétrica e aceiros (CETESB, 2018). Outra
destinacdo diferente da agricultura é a aplicacdo para controle de plantas aquéticas
emersas, flutuantes e submersas. Tal uso € voltado para desobstrucdo de tomadas e
fluxos de aguas e desimpedimento para pratica de pesca e navegacdo. Neste caso, 0
herbicida é empregado sem surfactante, devido a adicdo téxica para os ambientes
aquaticos que este gera. Normalmente é utilizado em sua forma acida ou de sal com
compostos inertes (SILVA, ALINE SANTANA DA; PEZZA, HELENA REDIGOLO; PEZZA,
2012).

2.2.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Glifosato

Sintetizado em 1970 pela Monsanto, o glifosato tem como formula molecular
CsHsNOsP e massa molar de 169,1 g/mol. E um organofosforado de densidade aparente
de 0,5 g/cm?® que se funde a temperatura de 200°C. Em temperatura ambiente (25°C),
tem a forma de sélido cristalino, solubilidade em agua de 12 g/L , baixa solubilidade em
solventes organicos e estavel em presenca de luz (AMARANTEJR.; SANTOS, 2002;
MELO, 2018).

A presenca de grupamento fostato e acido carboxilico em sua composigéo confere

carater mais fortemente acido que o grupamento amonio, indicando que o glifosato
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apresenta comportamento zwiteribnico (AMARANTEJR.; SANTOS, 2002). Este
comportamento € explicado pelo grau de dissociacao dos ions, que é dependente do pH
do meio. Em ambientes mais basicos (pKa = 10,2) o composto esta em sua forma mais
dissociada com duas dissocia¢cées no grupamento fosfato (-PO,~) e uma no grupamento
acido carboxilico (-COO") (Figura 6). Em pKa mais baixo (pKa = 0,8) o glifosato se
apresenta na forma mais protonada, com um préton a mais no grupamento amina. Para
valores intermediarios de pKa (pKa = 2,2 e 5,4) a protonacdo no sitio amina ainda é
presente, uma dissociacdo nos grupamentos fosfato e carboxilico, respectivamente
(AMARANTEJR.; SANTOS, 2002).

Figura 6 - Dissociacgédo do glifosato pelo pH
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Fonte: Adaptado de Amarante Jr et al. (2002) e Melo (2018)
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2.2.3 Deteccéo do glifosato em diferentes matrizes

Diferentes matrizes sado destacadas por apresentarem niveis detectaveis de
glifosato, principalmente aquelas cuja aplicacao do produto ndo é tida como alvo principal.
Neste caso, destacam-se: solo e agua, que, a partir destes, alcancam animais aquaticos,
terrestres e seres humanos.

De acordo com o objetivo deste trabalho, nesta se¢éo sera abordada a ocorréncia
do herbicida glifosato apds sua aplicacdo em lavouras e seu possivel deslocamento para

0 solo e mananciais.
2.2.3.1 Ocorréncia em solos e dguas

Plantas daninhas quando em contato com o glifosato absorvem parte da
guantidade aplicada, sendo a outra parte deslocada para o solo. Além disso, a morte da
planta invasora também é considerada como forma de contato do herbicida com o solo
pela sua decomposicdo através de bactérias presentes no meio (MONTEZUMA,
MARCELO C; GALLI, 2005). Acumula¢cbes em solos também podem ser associadas a
adsorcao em argila e na matéria organica presente no meio, o que dificulta muitas vezes
a sua degradacdo por processos bacterianos (SIMONSEN et al., 2008; BANKS et al.,
2014; TRAVAGLIA et al., 2015; CASSIGNEUL et al., 2016; OKADA; COSTA; BEDMAR,
2016; SIDOLI; BARAN; ANGULO-JARAMILLO, 2016).

Por meio de duas rotas catabdlicas, bactérias fazem uso do composto como fonte
de energia e fésforo em sua degradacdo (AMARANTEJR.; SANTOS, 2002
MONTEZUMA, MARCELO C; GALLI, 2005; MELO, 2018). Na Figura 7 é possivel
observar essas rotas, onde na primeira 0 subproduto é a sarcosina e na segunda, o

metabdlito acido aminometilfosfonico (AMPA).
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Figura 7 - Rotas de degradacao do glifosato via processos bacterianos
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Fonte: Adaptado de Amarante JR et al (2002), Montezuma et al. (2005) e Melo et al. (2018)

Além disso, ja tendo alcancado o solo, outras possiveis destinacdes para o
composto sao citadas por Montezuma et al. (2005): adsorcdo a matriz coloidal do solo e
formacdo de complexos com ions metalicos Ca?* e Mg?* disponiveis por calagem ou
fertilizacdo. Como resultado dessa deposicao, o glifosato pode perseverar em solos com
alto teor argiloso por mais de um ano. Diferentemente, solos arenosos apresentam menor
tempo de retencdo do herbicida por serem mdveis pela presenca de vazios em sua
conformacdo (BERGSTROM; BORJESSON; STENSTROM, 2011; OKADA; COSTA;
BEDMAR, 2016; SIDOLI; BARAN; ANGULO-JARAMILLO, 2016).

De acordo com o0 senso-comum, nos anos iniciais de emprego de herbicidas,
acreditava-se que, devido a alta reten¢éo do glifosato em solos, haveria baixo potencial
de contaminacdo de aguas subterrdneas e superficiais. No entanto, fora as fracdes
retidas em solos argilosos e matéria organica, estudos demonstraram que o glifosato
pode ser carreado para aguas subterraneas apés chuvas, e, juntamente com processos
erosivos do solo, podem carrear para aguas de superficie, fazendo com que estejam
disponiveis em fase particulada e dissolvida (SIHTMAE et al., 2013;MAQUEDA et al.,
2017; RENDON-VON OSTEN; DZUL-CAAMAL, 2017; VAN BRUGGEN et al., 2018;
YANG et al., 2015).

Em aguas superficiais, as particulas de glifosato disponiveis podem ser adsorvidas

na biota ou nos sedimentos de fundo, bem como biodegradadas pela presenca de
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microrganismos no meio. Porém, a degradagado do contaminante nesta fase € muito mais
prolongada que na fase dissolvida (MAQUEDA et al., 2017; PRIMOST etal., 2017; YANG
et al., 2015). Yadav; Kaur; Kaur (2017) citam que, de modo geral, a meia vida do glifosato
em solo é de 79 dias e em aguas mantém-se até 70 dias. Van Bruggen et al. (2018)
reportaram ocorréncias em aguas de superficie e subterrdneas de diferentes locais no
periodo de 1998 a 2011. Na Tabela 3 destacam-se os Estados Unidos, cujas amostras
apresentaram concentracdo média de 430 pg/L para 100% das amostras na regido que

engloba os estados de lowa, Mississipi e Indiana.

Tabela 3 - Ocorréncias reportadas na literatura do glifosato em aguas de superficie e subterraneas

Conc.
Local Ano Meio Ocorréncia média Referéncia
(ng/L)
0,
Canada 2002 sp 22%dasamostras g, Humphiries et al, 2005
testadas
i 0,
Estados Unidos 2002 sp 36% das amostras 8.7 Battaglin et al, 2005
(centro-oeste) testadas
i 0,
Estados Unidos 2013 sp 44% das amostras 278 Mahler et al, 2017
(centro-oeste) testadas
Estados Unidos
(Washington, 2005 - 100% das amostras .
Maryland, lowa, 2006 SP testadas 328 Battaglin et al, 2009
Wyoming)
Estados Unidos 2004 - 100% das amostras
(lowa, Mississipi, SP testadas apés 430 Coupe et al, 2011
. 2008
Indiana) chuva
0,
México 2015 s 100%dasamostras 4 ., Dzul-Caamal, 2017
testadas
0,
Argentina 2012 sp Sd%dasamostras 5, ;5 Aparicio etal, 2013
testadas
Alemanha 1998 gp N deamostras g Skark et al, 1998
positivas nao citado
Suica 2016 Sp Maioriadas 2,1 Poiger et al, 2017
amostras testadas
2007 - 41% das amostras .
Espanha 2010 SB testadas 2,5 Sanchis et al, 2012
. 2010 - SP e 50% das amostras ..
Hungria 2011 SB  testadas 0,001 Mortlr et al, 2013
- 0,
Dinamarca 1999 SP 25% das amostras 31 Rosenbom et al, 2010
2009 testadas
- 0,
Dinamarca 2000 SB 4% das amostras 0,67 Rosenbom et al, 2010
2009 testadas
2003 - 91% das amostras .
Franca 2004 SP testadas 165 Villeneuve et al, 2011

Legenda: SP - aguas de superficie e SB - aguas subterraneas
Fonte: Adaptado de Van Bruggen et al. (2018)
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No Brasil, dados coletados no periodo de 2014 até 2017 do Sistema de Informacao
de Vigilancia da Agua para Consumo Humano (Sisagua) do Ministério do Meio Ambiente,
foram compilados em uma base de dados interativa em formato de mapa. E possivel ver
na Figura 8 o numero de agrotoxicos detectados na agua para cada municipio. As
andlises do SISAGUA foram realizadas para os seguintes defensivos agricolas: Alaclor;
Atrazina; Carbendazim; Clordano; DDT + DDD + DDE; Diuron; Glifosato; Lindano;
Mancozebe; Permetrina; Trifluralina; 2,4 D + 2,4,5 T; Aldicarbe; Aldrin; Carbofurano;
Cloripirifés; Endossulfan; Endrin; Metamidofés; Metacloro; Molinato; Perationa Metilica;

Pendimentalina; Profenofés; Simazina; Tebuconazol e Terbufos.

Figura 8 - Mapa dos agrotdxicos detectados no Brasil
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Fonte: GRIGORI et al. (2019)

Ainda de acordo com a Figura 8, para as grandes metrépoles do pais, como Rio
de Janeiro, Salvador e Fortaleza, o glifosato foi detectado em 100% das amostras

testadas, como pode ser verificado na Tabela 4. Pela maior quantidade de amostras
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analisadas na cidade de Sao Paulo esta percentagem cai para 98% de ocorréncia do
herbicida em aguas superficiais.

Tabela 4 - Ocorréncia do glifosato em metrépoles brasileiras
Local Amostras Ocorréncia Limite tolerado

S3o Paulo (SP) 561 98% D(_antro do_Iin_1ite brasileiro

Acima do limite europeu (*)
Dentro do limite brasileiro
Acima do limite europeu (*)
Dentro do limite brasileiro
Acima do limite europeu (*)

Fortaleza (CE) 9 100% Dentro dos limites brasileiro e europeu (*)
Fonte: Adaptado de GRIGORI et al. (2019)
(*) Limite europeu = 0,1 pg/mL para pesticidas individuais e 0,5 pg/mL para pesticidas totais.

Rio de Janeiro (RJ) 17 100%

Salvador (BA) 7 100%

2.2.3.2 Métodos de deteccdo do glifosato

O herbicida glifosato ndo apresenta agentes cromoforos em sua molécula, o que
leva a uma grande dificuldade em sua deteccao e quantificacdo (DE SOUZA et al., 2006).
Devido a isso, diversas metodologias foram desenvolvidas a fim de se identificar o
composto nas matrizes aquaticas para seu controle e possivel remocao.

Os métodos cromatograficos sdo normalmente empregados para a identificacdo e
quantificacdo do glifosato (SILVA et al.,, 2012) . Dentre os diversos tipos de analises
cromatograficas, para esta finalidade, destacam-se a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM), cromatografia liquida e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (NAGARAJA; BHASKARA, 2006). No entanto, as técnicas usuais de
extracdo e derivatizacdo empregadas nestes métodos ndo se aplicam normalmente ao
glifosato, pois este apresenta alta polaridade e solubilidade em agua (ALFERNESS;
IWATA, 1994).

O processo de derivatizagao requer muitas etapas a fim de se alcancar uma melhor
resolucao e seletividade da amostra analisada. Em virtude disso, tempos para extragéo
e analise mais longos séo requeridos, bem como a utilizagdo de solventes durante este
processo que ainda podem facilitar a geracdo de compostos interferentes nesta etapa
(SILVA, ALINE SANTANA DA; PEZZA, HELENA REDIGOLO; PEZZA, 2012). Nesse
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sentido, um método de deteccao direto, sem que haja etapas da derivatizagéo, se faz
necessario.

Neste cenario, métodos espectrofotométricos tém se mostrado uma alternativa
viavel aos métodos cromatograficos. Apesar de tal método apresentar uma sensibilidade
menor na detec¢do quando comparado aos métodos cromatograficos (LQ cromatografia
= 0,0075 pg/L e LQ espectrofometria = 110 pg/L), as respostas sdo apresentadas de
maneira direta, solida, com um custo relativamente baixo e o método € de facil operacao
(NAGARAJA; BHASKARA, 2006). Tal método, aplicado neste trabalho, baseia-se na
utilizacdo de reagentes que geram produtos capazes de emitir radiacdo eletromagnética
que pode ser absorvida na regido ultravioleta (UV) e visivel (UV-VIS) do espectro
eletromagnético.

A metodologia selecionada para este trabalho foi a proposta por Bhaskara e
Nagaraja (2006), pois 0 método proposto é direto, sensivel e robusto quanto a diversas
formulacg@es de glifosato em diferentes amostras de agua testadas. O método € baseado
na reacao, em meio aquoso a 100°C, do glifosato com o reagente cromogénico ninidrina,
tendo como catalisador o molibdato de sodio (Figura 9). Tal reacdo apresenta cor purpura

de Ruhemann, a qual € absorvida em 570 nm e apresenta estabilidade por até 10 horas.

Figura 9 - Proposta de rota da reacdo entre glifosato e ninidrina na presenca do molibdato de s6dio
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Fonte: Adaptado de Bhaskara e Nagaraja (2006)



35

2.2.4 Efeitos do Glifosato

Assim como a maioria dos defensivos agricolas, o glifosato demonstra efeitos
toxicos para diferentes organismos. Nesse sentido, € possivel tracar uma linha entre
causa e efeito dos residuos do glifosato para com os organismos afetados por estes. Na
Figura 10 é possivel observar que, apos ser pulverizado em cultivos, o glifosato alcanca
primeiramente plantas e solo. A partir do Ultimo, pode ser deslocado para 4gua e animais
aguaticos sofrem efeitos pela presenca deste contaminante na agua. Seres humanos e
animais terrestres também séo afetados pelo consumo de aguas e ingestao de alimentos
contaminados. Além disso, aguas podem ser contaminadas por este mesmo composto
através da secrecdo eliminadas por humanos e animais terrestres (VAN BRUGGEN et
al. 2018).

Figura 10 - Ciclo do Glifosato apds uso em areas de controle de plantas daninhas.

Plantas
Glifosato

¥

Animais

Fonte: Adaptado de Van Bruggen et al. (2018)

Nesta secao serdo abordados esses efeitos apds 0s organismos citados entrarem

em contato com o glifosato residual.
2.2.4.1 Efeitos de Resisténcia em plantas

O desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas se deu, inicialmente,
devido ao glifosato, a fim de promover maior produtividade nos cultivos de soja, milho,
canola e algoddo fazendo uso do herbicida (MESCHEDE; O, 2007). A partir da
mutagénese da EPSP do milho, obtém-se uma enzima resistente a compostos

organofosforado. Esta é inserida em exemplares de fumo, tomate, algodao, linho e batata,
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e desenvolve-se linhagens comerciais resistentes ao glifosato. Ja& no caso da soja, 0
desenvolvimento dessas linhagens se da pela introdu¢do do gene codificador da EPSP
no genoma da planta. O gene codificador € desenvolvido através da bactéria
Agrobacterium tumefaciens estirpe CP4, capaz de metabolizar o herbicida (MESCHEDE;
0, 2007).

Uma preocupacao acerca do uso de culturas resistentes ao glifosato se d& pela
continua utilizacdo destas em uma Unica area e por um periodo prolongado, que resulta
no surgimento de plantas daninhas também resistentes. Meschede (2007) e Silva et al.
(2012) citam que este fendmeno pode estar relacionado a insergdo natural dos genes
resistentes em outras plantas. Ainda, plantas daninhas do tipo Amaranthus palmeri,
Ambrdsia artemisifolia, Conyza bonariensis, Eleusine indica, Lolium multiflorum, Digitaria
insulares e Euphorbia heterophylla apresentaram carater resistente em areas de uso de
culturas geneticamente modificadas.

A resisténcia ao herbicida em algumas areas por parte de algumas plantas
daninhas é um fenbmeno natural. O herbicida atua como um agente selecionador de
organismos com bidtipo natural e herdado que seleciona tais individuos a sobreviverem
e se reproduzirem apOs a exposicdo letal ao agente (MONTEZUMA, MARCELO C;
GALLI, 2005).

Montezuma et al. (2005) citam que o desenvolvimento da resisténcia de modo
natural ao glifosato € um acontecimento pouco frequente, pois o herbicida apresenta
caracteristicas quimicas moleculares e mecanismo de acdo que desfavorecem esse
efeito. Os autores explicitam que esses casos sao observados por fatores de erro de
aplicagdo ou condi¢cdes ambientais desfavoraveis. Neste mesmo estudo, os autores
exemplificaram que, em 30 anos de uso do herbicida, apenas trés tipos de plantas
daninhas desenvolveram resisténcia natural em areas onde culturas geneticamente
modificadas ndo foram empregadas, sendo elas: Lolium rigidum (Australia, Africa do Sul
e Estados Unidos); Lolium multiflorum (Chile e Brasil) e Conyza canadensis (Estados
Unidos).

Plantas tratadas com o glifosato ndo produzem aminoacidos aromaticos pela acao
inibitoria da enzima EPSP por parte do herbicida. Assim, como foi citado anteriormente,

a planta fica exposta a patdgenos pela nao producéo de defensivos como as fitoalexinas.
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Devido a auséncia de defesas nas plantas daninhas, frequentemente estas também
morrem por infeccdo nas raizes causada por patdégenos presentes em solos (BABIKER
et al., 2011; JOHAL; HUBER, 2009; LEE et al., 2012; MERILES et al., 2008; RASHID et
al., 2013; VAN BRUGGEN et al., 2018). Neste cenéario, estudos tém reportado problemas
de infecgdo nas raizes de plantas pela acéo de residuos do herbicida presentes em solos
em que este foi empregado anteriormente (VAN BRUGGEN et al., 2018). Como exemplo,
dois casos foram relatados, sendo estes: (i) casos de sindrome de morte subita da soja,
causada pelo Fusarium virguliforme, foram intensificados em plantas resistentes ao
glifosato e em cultivos ndo modificados geneticamente (KREMER; MEANS, 2009); e (ii)
infeccbes em beterrabas do tipo Beta vulgaris, causadas pelas espécies Fusarium e
Rhizoctonia, também foram aumentadas em locais ap6s uso do glifosato (LOGAN;
BIRKETT, 2007).

2.2.4.2 Efeitos em seres humanos e animais terrestres

Devido a auséncia da via shiqguimato em mamiferos, répteis e anfibios, a toxicidade
aguda do glifosato tende a ser baixa (800 — 5000 mg/Kg) (WEIR et al., 2016). No entanto,
devido a biocumulacdo ambiental do composto, pesquisas tém sido realizadas para
melhor compreensédo dos efeitos cronicos deste herbicida em diferentes organismos
(VAN BRUGGEN et al., 2018).

A dose letal para o herbicida varia de acordo com a presenca ou nao de
surfactantes na formulacdo. O polioxietilenoamina (POEA) € um dos surfactantes que
mais aumentam a toxicidade do glifosato, enquanto o LDs, (dose letal mediana) do
agrotoxico sem surfactante € 4,8 g/kg, com a presenca do POEA o valor aumenta para
1,2 g/Kg (DURKIN, 2011).

No caso de humanos e animais terrestres, 0os alimentos e agua para consumo Sao
considerados 0os maiores veiculos de insercédo de contaminantes em seus corpos (Figura
10). A Tabela 5 apresenta andlises realizadas na urina de humanos e animais de acordo

com a ocorréncia de resultados positivos para a presenca de glifosato.
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Tabela 5 - Ocorréncias de glifosato em urina de animais terrestres e humanos

Grupo amostral Ocorréncia Concentracdo Referéncia
Fazendeiros e animais de fazenda 30 - 80% N/I Q) (2) (3)
Publico em geral, incluindo criancas (US) 60 - 80% 2 - 233 ug/L Q) (2) (3)
Publico em geral, incluindo criancas (Europa) 44% <1-5ug/L (3)

Legenda: N/I - ndo informado; US (Estados Unidos); (1)Kruger et al,2014 a; (2)Kriger et al, 2014 b; (3)
Niemann et al, 2015
Fonte: Adaptado de Van Bruggen et al. (2018)

A presenca de glifosato em animais terrestres tem evidenciado efeitos prejudiciais
relacionados a: (i) infertilidade e malformacéao fetal em porcos, devido a presenca do
herbicida nos rins (KRUGER, M., SHEHATA, 2014); e (ii) deterioracdo das funcoes
ovarianas em células de ovarios de gado expostas a baixas dosagens do composto (0,5;
1,7 e 5mg/L) (PEREGO et al., 2017).

Em seres humanos, pesquisas de correlacdo e experimentos tém demonstrado
que, com o aumento do uso de glifosato, as seguintes doencas tendem a surgir: (i)
diferentes formas de cancer; (ii) problemas nos rins; (iii) problemas mentais como TDAH,
autismo, Alzheimer e Parkinson; (iv) abortos (FLUEGGE; FLUEGGE, 2016; FORTES et
al., 2016; JAYASUMANA; GUNATILAKE; SENANAYAKE, 2014; MESNAGE et al., 2015);
e (v) problemas dermatolégicos e respiratérios (estudo de caso: pulverizacdo em area
para remocao de cultura de coca na Colémbia) (CAMACHO; MEJIA, 2017).

Em células, diferentes investigacdes foram feitas a nivel experimental e indicaram

que:

e Dosagens de 42 mg/L de glifosato e AMPA causam aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) em glébulos vermelhos, levando
assim a estresse oxidativo que pode gerar diferentes doencas
(KWIATKOWSKA; HURAS; BUKOWSKA, 2014);

e Glifosato e AMPA diminuem a atividade do neurotransmissor AChe
(acetilcolinesterase), o que resulta em problemas nas terminacfes de
transmissdo sinaptica, ou seja, em desordens neuroldgicas
(KWIATKOWSKA; HURAS; BUKOWSKA, 2014);

e Apoés ratos serem expostos a 4000 mg/L por 24h, células neurais e axénios

tiveram o desenvolvimento prejudicado, sendo o segundo um neurdnio
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responsavel por conduzir impulso elétrico a diferentes partes do corpo
(COULLERY; FERRARI; ROSSO, 2016);

e Células sanguineas periféricas foram expostas a: (a) altas dosagens (85 —
1690 mg/L) e tiveram efeitos negativos em leucdcitos; e (b) baixa dosagem
(42 mg/L) revela a diminuicdo da metilagdo do DNA, alterando assim o
equilibrio entre a proliferacdo de células cancerosas e morte programada
de células comuns (KWIATKOWSKA; HURAS; BUKOWSKA, 2014);

e Longa exposicdo (60 dias) de ratas gravidas a 3600 mg da formulacao
Roundup geraram filhotes com comportamento depressivo (CATTANI et al.,
2017);

e J4 ratos que foram expostos a baixas dosagens do composto (50 ng/L e 4
ng/Kg) também por um longo periodo (2 anos), apresentaram problemas no
figado, rins e tumores (MESNAGE et al., 2015);

e ExposicOes de baixa concentracdo (5 mg/Kg) em repetidas aplicacdes
(ABARIKWU et al., 2015) e em alta concentracdo (500 mg/Kg) em unica
dose (DAl et al., 2016), ndo surtiram efeitos negativos a fertilidade em ratos
machos. Por outro lado, ratos alimentados com leite de soja contendo 100
mg/L de glifosato obtiveram: (a) diminuicdo na producéo de espermas; e (b)

crescimento anormal da morfologia de espermas (NARDI et al., 2017).
2.2.4.3 Efeitos em animais aquaticos

Assim como nos animais terrestres, formulacbes de glifosato contendo
surfactantes afetam mais a salde de diferentes animais aquéticos do que as formulacdes
que ndo os contém. Ensaios expondo Danio rerio (peixe) e Artemia salina (micro
crustaceo) a amostras com e sem glifosato contendo o surfactante POEA, tiveram como
evidéncia este efeito (DE BRITO RODRIGUES et al., 2017). Resultado similar ao citado
no tépico anterior sobre ensaios empregando células, foram encontrados em diferentes

peixes:
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e Em baixas concentracdes de glifosato (1 — 676 mg/L, para mexilhdo), a
atividade do neurotransmissor AChe foi prejudicada pela exibicdo destes
organismos ao glifosato sem surfactante (SANDRINI et al., 2013);

e Doses baixas de glifosato (0,01 mg/L) lesaram os motoneurdnios primarios
de Danio rerio, resultando em movimentos anormais em peixes jovens
(ZHANG et al., 2017);

e Altas concentracdes (50 mg/L) afetaram embrides de Danio rerio que
desenvolveram prosencéfalo, mesencéfalo e olhos deficientes (ROY;
CARNEIRO; OCHS, 2016);

e Problemas renais em dourados (Carassius auratus) causados pelo estresse
oxidativo gerado pela superproducdo de EROs devido a exposicdo a
concentracao de 34 mg/L de glifosato (LI et al., 2017);

e Alteracdes em células do figado e mitocéndrias de carpas (Cyprinos carpio)
causadas pela exibicdo a altas doses (205 e 410 mg/L) do herbicida de
formulacdo Roundup (SZAREK et al., 2000);

e Diminuicdo das células de defesa do peixe zeza (Rhamdia quelen) por
aplicacdo de dose sub-letal (0,73 mg/L por 96h), resultando em uma
exposicdo do organismo ao patdogeno Aeromonas hydrophila e gerando
uma gueda na taxa de sobrevivéncia destes (KREUTZ et al., 2010);

e Mudancas significativas em comunidades aquaticas geradas pelo
desequilibrio entre organismos hospedeiros, patdgenos e parasitas em
aguas de superficie causados pela exposicao destes a residuos de glifosato
(VAN BRUGGEN et al., 2018).

2.2.5 Legislacéo

O Limite Maximo de Residuo (LMR) para pesticidas em cultivos alimentares e nédo
alimentares no Brasil € determinado pela ANVISA, os quais podem ser vistos na Tabela
6 (ANVISA, 2019). Ja a Autoridade em Seguranca Alimentar da Europa (EFSA) define o
limite maximo de glifosato para alimentos de 0,1 mg/Kg (EFSA, 2019).



Tabela 6 — Limite Maximo de Residuo para pesticida em alimentos no Brasil

Cultivo Limite (mg/Kg)
Algodao 3,00
Ameixa 0,20
Amendoim 0,01
Arroz 0,20
Aveia preta 20,00
Azevém 10,00
Batata-doce e yacon 0,01
Banana 0,02
Beterraba 0,01
Cacau 0,10
Café 1,00
Caju 0,01
Caqui 0,20
Cana-de-acucar 1,00
Cara 0,01
Carambola 0,20
Cenoura 0,01
Citros 0,20
Coco 0,10
Ervilha 0,01
Feijdo 0,05
Gréao-de-bico e Gengibre 0,01
Goiaba 0,20
Feijdo 0,01
Figo 0,20
Inhame e Lentilha 0,01
Maca 0,20
Mamao 0,10
Mandioca e mandioquinha 0,01
Mangaba 0,20
Milho 1,00
Nabo 0,01
Nectariana 0,20
Pastagem 0,20
Péra e Péssego 0,20
Rabanete 0,01
Soja 10,00
Trigo 0,05
Uva 0,20

Fonte: Adaptado de ANVISA (2019)
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Em aguas, os valores limites de acordo com o uso da 4gua podem ser vistos na
Tabela 7. O valor de referéncia do contaminante para consumo humano é de 500 pg/L no
Brasil (PCR-5/2017), enquanto a US EPA define para esta mesma finalidade o valor de
700 pg/L e a EEC determina que, para pesticidas individuais o limite maximo tolerado &
0,1 pg/mL e a concentracao total de pesticidas é de 0,5 pug/mL (EEC, 1998; EPA, 2009).

Tabela 7 - Limites tolerados em aguas no Brasil

Meio Uso Preponderante da Agua Limite (pg/L)

Agua Potavel®* Padr&o de potabilidade 500

Agua doce®” Classe 1e 2 65
Classe 3 280

Agua Subterranea® Consumo humano 500
Dessedentacdo de animais 280
Irrigacao** 0,13;0,6; 0,4
Recreacdo 200

Legenda: *Valores para Glifosato + AMPA; ** Valores conforme taxa de irrigacao;
Fonte: WAnexo XX da PRC-5/2017; @CONAMA 357/2005; ®CONAMA 396/2008

2.3 Tratamento de aguas superficiais contaminadas por glifosato

Diferentes métodos tém sido propostos para remover defensivos agricolas de agua
superficial a fim de se minimizar os impactos socioambientais associados aos residuos
destes compostos (ASSALIN et al., 2010; BAMBA et al., 2008; FENG et al., 2008; HU;
ZHAO; SOROHAN, 2011). Tratamentos fisico-quimicos tradicionais sdo empregados
para essa finalidade, tais como: coagulacéo/floculacdo, adsorcdo em carvao ativado,
filtros de areia, cloracdo, membranas de separacédo, etc. (MASON; CHOSHEN; RAV-
ACHA, 1990; THOMAS; ASSOCIATE, 1994; YUAN et al., 2018). No entanto, muitos
destes processos se tornam onerosos e de dificil aplicacdo devido ao(a): (i) serem nao-
destrutivos e transferirem o contaminante de uma fase para outra, necessitando
tratamento adicional; (ii) requerimento de reativagdo de sitios ativos de material
adsorvente; e (iii) disposicao final de rejeitos provenientes do tratamento empregado
(ASSALIN et al., 2010; PEREZ et al., 2006). Biodegradacg&o normalmente néo é aplicada
para esta finalidade visto que problemas associados ao emprego dessas metodologias,
por exemplo, toxicidade inferida ao consoércio microbiano sdo encontrados. Autores
relatam dificuldades como especificidade dos contaminante, processo mais lento e
necessidade de manutencao de biofilmes em reatores (HUSTON; PIGNATELLO, 1999).
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Devido as dificuldades de aplicagdo de técnicas tradicionais, um método mais
eficiente e que possibilite alcancar os padrdes de potabilidade de forma a diminuir os
efeitos a salde humana pelo consumo de aguas contaminadas por pesticidas se torna
desejavel (DAl et al., 2016). Técnicas de oxidacdo tém sido investigadas para essa
finalidade e tém se mostrado uma alternativa viavel e eficiente para aguas e efluentes

contaminados com estes compostos (ASSALIN et al., 2010).

2.3.1 Processos Oxidativos Avancados

Processos oxidativos avancados sao técnicas que se baseiam na degradacao de
compostos organicos a partir da utilizacdo de espécies de alta reatividade, gerados de
maneira ndo espontanea durante o processo reacional. Tais espécies temporarias sao
denominadas radicais livres e sdo caracterizados por apresentarem um elevado potencial
de reducéo, baixa seletividade e transitoriedade na qual esta correlacionada diretamente
com o meio reacional (ARAUJO, 2008; FERREIRA, 2015). O uso de POA permite que,
em condicdes Otimas, compostos organicos sejam mineralizados, transformados em
agua (H,0), dioxido de carbono (CO,) ou ainda em ions inorganicos (DA FONSECA
ARAUJO; YOKOYAMA,; TEIXEIRA, 2006).

A geracao de radicais livres em um processo oxidativo avancado ndo ocorre de
maneira espontanea, esta € provocada por ativadores, catalisadores ou foto indutores.
Dentre os diversos tipos de radicais livres, destaca-se o radical hidroxila (*OH), o qual
possui 0 maior potencial de oxidacdo (E" = 2,8 V) com menor risco ao ambiente, a
populacao e ao processo. Porém, uma nova abordagem pelo uso de radicais sulfato tem
sido empregada nos POA (WANG; WANG, 2018). Na Tabela 8 é possivel observar as

espécies oxidativas e seus respectivos potenciais de reducéao.
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Tabela 8 - Espécies oxidativas e seus respectivos potenciais de reducgao

Espécies oxidativas E° (V)
Flaor 3,03
Radical hidroxila 2,8
Oxigénio atdmico 2,42
Ozbnio 2,07
Peréxido de hidrogénio 1,78
Permanganato de potassio 1,69
Acido cloroso 1,58
Di6xido de cloro 1,56
Cloro 1,36
Oxigénio 1,23
Persulfato (PS) 2,01
Peroximonosulfato (PMS) 1,82
*SOy4 2,5-31

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2015) e WANG e WANG (2018)

Devido ao elevado potencial de reducéo que o *OH apresenta, o principal objetivo do
POA esta na promoc¢do da degradacdo de compostos em aguas e efluentes. Aradjo
(2008) descreveu trés mecanismos sequenciais de degradacdo da matéria organica

presente no meio reacional pelo *OH:

1. Abstracdo de hidrogénio das ligacbes C-H, promovendo a formacgéo de radicais;

2. Transferéncia de elétrons, pela conversao do *OH em ion hidréxila (HO);

3. Adicdo radicalar, onde o *OH reage por adicdo em sistemas insaturados,
resultando na formacao de radicais organicos. Nesta etapa, radicais secundarios
reagem com o *OH ou com outros compostos, levando a uma série de reacdes em

cadeia.

7

Desta forma, é importante destacar que o radical organico possui certo potencial
oxidativo que leva a oxidagédo de outras moléculas organicas presentes no meio e gera,
assim, um conjunto de reag¢des consecutivas, as quais resultam na completa oxidacao
da matéria organica a CO2 (ARAUJO, 2008; SUN et al., 2007).

Além disso, uma grande vantagem vista na aplicacdo dos POA € caracteristica de
serem tratamentos destrutivos se conduzidos de forma adequada, ou seja, podem levar
a degradacado completa do composto através de rea¢des quimicas ao inveés de somente

transferi-lo de fase. Ademais, o radical hidroxila s6 permanece no meio aquoso durante
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a reacao de oxidacdo do contaminante, ap0s isso, este € combinado com ions H* para
produzir H20 (ARAUJO, 2008; HASSEMER, 2006).

Como desvantagens dos POA pode-se destacar a ndo degradacao completa do
composto organico, o que pode gerar subprodutos mais complexos e/ou toxicos que 0s
primarios. Além disso, operacdes em condicbes 6timas de eficiéncia, nas reacdes de
geracdo das espécies oxidativas, sdo necessarias, caso contrario pode ocorrer maior
consumo dos agentes oxidantes, diminuindo assim a eficiéncia da degradagao e aumento
do custo (SILVA, 2016).

2.3.1.1 Processo H202/UV para remocéao de glifosato

O emprego de H202 juntamente a luz UV (H202/UV) é capaz de promover a remogao
de poluentes de modo acessivel e eficiente pela geracdo de *OH (DA FONSECA
ARAUJO; YOKOYAMA; TEIXEIRA, 2006; MANASSERO et al., 2010). Além disso, por
nao necessitar de tratamento adicional para os agentes da reacdo e por nao gerar rejeitos
do processo, este método se apresenta como intrinsicamente limpo, e tem sido
pesquisado para aplicagcdo em Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) e EstagOes de
Tratamento de Aguas (ETA) (MUNTER, 2001). Nesse sentido, por ser um processo limpo,
de 6timo custo-beneficio quando operado de modo adequado (SILVA, 2016), o presente
trabalho adotou esta metodologia para estudar a degradacédo do herbicida glifosato de
agua.

Através da fotoclivagem do H20:2 pela acdo da irradiacdo da luz UV, séo formados
dois radicais hidroxila (Reacédo 1), os quais, combinados com a matéria disponivel no
meio aquoso, podem levar o composto organico complexo em CO2, H20 e sais

inorganicos (Reacéao 2).

H,O, + hv —» 2 «OH (Reacédo 1)
R-H + «OH — CO,, H,0, NO;~, CI (Reacao 2)

No entanto, quando o H20: esta presente em excesso no meio reacional, este age
como um capturador da espécie reativa do meio, levando a diminuicdo da taxa de

degradacdo do composto alvo (Reacdo 3). Devido a isso, h4 uma necessidade de se
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fazer um controle adequado das variaveis do processo para que seja possivel alcancar a
maior eficiéncia de remocdo (DA FONSECA ARAUJO; YOKOYAMA; TEIXEIRA, 2006).

*OH + H,0, — HO,* + H,0 (Reacao 3)

Quanto as variaveis que influenciam a eficiéncia do processo, estas sdo descritas por
Silva (2016): (i) concentracéo inicial de H202; (ii) intensidade e tipo de lampada; (iii) tempo
reacional; (iv) pH; (v) formato do reator; (vi) temperatura; e (vii) concentracao inicial do
composto organico.

A concentracao inicial de H202 esta relacionada com a intensidade da lampada, pois
lampadas de baixa pressao (A = 254 nm) requerem maior dosagem de H202 para garantir
uma degradacdo eficiente. Porém, elevadas dosagens de H20:2levam a captagao de OHe
disponiveis no meio, levando assim a uma queda na eficiéncia (FONSECA, 2003; SILVA,
2016).

O tempo reacional definira a dose de irradiacdo UV (J/m?2) necessaria para a completa
degradacdo do contaminante, onde longos tempos de exposicdo levam a um maior
consumo energético e diminuicdo do tempo de vida uatil da lampada, o que torna o
processo oneroso e inviavel para aplicacdo industrial (FONSECA, 2003; MUNTER,
2001).

O pH é considerado um importante parametro para as reacdes de POA, pois de
acordo com a Reacdo 4, em meio alcalino predomina a espécie OH2, que quando
exposta a irradiacdo UV leva a formacado de apenas um unico radical hidroxila (Reacao
5), enquanto que, abaixo da neutralidade a reacéo favorece a geracéao de dois radicais
(Reagéo 1) (SILVA, 2016).

H202 < OH2 + H* (Reacéo 4)
OH2 + hve «OH + O (Reacao 5)

A eficiéncia de degradacdo do herbicida glifosato empregando o processo H202/UV
ainda n&o foi comprovada, uma vez que poucos trabalhos s&o reportados (JONSSON;
CAMM; HALL, 2013). Apesar disso, Manassero et al. (2010) indica que, para esta



47

finalidade, tal técnica se mostra conveniente e simples. Os trabalhos que aplicaram o
processo H202/UV visando a remocéo de glifosato em aguas estao descritos na Tabela
9.

Tabela 9 - Trabalhos que investigaram a remocéo de glifosato por H202/UV

Ref. Conc. Inicial Condicdes operacionais Tempo (h) Método de Remocao
(mg/L) guantificacdo (%)

() 50 Lampada de baixa pressao; 5 cromatografia 70
H202= 115 mg/L; pH 7,0

(2) 300 Lampada de baixa presséo; 15 Espectrofotome 52
H202=5,03 g/L; pH 7,0 tria

3) 50 Lampada de baixa pressao; 12 cromatografia 76
H202= 140 mg/L; pH 5,2

4) 50 Lampada de baixa pressao; 5 cromatografia 36

H202= 120 mg/L; pH 5,2
Fonte: (1) Manassero et al. (2010); (2) Bourgeois (2012); (3) Vidal et al. (2015); (4) Junges et al. (2013).

E possivel observar que o maior percentual de remocao (76%) foi alcancado em pH
5,2 com maior dose de H202 (140 mg/L) e 12 h de reagdo. Contudo, remocoes
equivalentes de 70% (mesma ordem de grandeza), foram atingidas em condi¢des de
neutralidade (pH = 7,0), menor concentracdo de H202 (115 mg/L) e em tempos bem
menores (5 h em comparacao a 12 h). Essa analise esta em concordancia com o que foi
exposto anteriormente, no qual condicbes 6timas do processo devem ser atingidas para
evitar reacfes secundarias de consumo de radicais oxidativos, que podem diminuir a taxa
de degradacdo do composto organico. Vale ressaltar que os tempos de contato
empregados nestes trabalhos, com excec¢do do aplicado por Bourgeois (2012), foram
demasiadamente longos, o que é uma desvantagem para ampliagdo do processo de
bancada para escala industrial, visto que os valores de aplicagéo de condi¢gOes parecidas
seriam onerosos. Neste cenério, faz-se necessario uma investigacdo aprofundada das
variaveis do processo, a fim de se encontrar o cenario otimizado com a menor utilizacdo
de reagentes e tempos reacionais.

Durante a reacao do processo H202/UV, assim como em todos os POA, subprodutos
sdo formados, os quais, como apresentado anteriormente, podem ser mais toxicos que o
composto primario. Para o contaminante utilizado neste trabalho, Manassero et al. (2010)
propés um caminho para a degradacéo deste pelo método H202/UV em pH 7,0. Esta rota
pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11 - Caminho tedrico da degradacao do glifosato
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Fonte: Adaptado de Manassero et al. (2010)

Em pH 7,0, o grupamento protonado € o amina, 0s demais se encontram ionizados.
Na Etapa 1, através da clivagem da ligacdo C-P pelo *OH, forma-se um radical com
carbono centrado *CH,—NH,"™—CH,—COO~ e um fosfato. Tal radical, ao entrar em
contato com um oxigénio disponivel (Etapa 2), forma o novo radical COO™—CH,—

NH,*—CH,—0—O0¢, que reage diretamente com uma molécula de agua e da origem a
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glicina, formaldeido e o radical hidroperoxila (*OH2) (Etapa 3). O formaldeido é
decomposto a acido formico sob a acdo de oxidacdo gerada pelo oxigénio + UV (Etapa
4). Através da abstracdo da ligacdo H—C do acido formico por um *OH livre, forma-se o
radical *COOH (Etapa 5) que, ao ser combinado com oxigénio (Etapa 6), resulta em CO,
e HO,e.

Concomitantemente, a partir da descarboxilacdo do a-aminoacido pela acdo do
radical hidroxila (Etapa 7), forma-se CO, + *CH,NH;*. Apés isso, dois caminhos sdo
propostos para a decomposicdo do CH,NH;*: (Etapa 8) pela combinacdo com um radical
hidroxila, sendo formados formaldeido e o ion amdnio; e (Etapa 9) pela adicdo do
oxigénio molecular, que gera um radical hidroperoxila, formaldeido e ion aménio.

O radical nitrogénio, grupamento formado na Etapa 7 de degradacao da glicina, pode
reagir com um *OH disponivel no meio e dar origem a um intermediario de hidroxilamina
protonada (Etapa 10). A partir deste ultimo, pela adicdo de um *OH, forma-se metanol e
NH,*—OH (Etapa 11). O radical nitrogénio da Etapa 11 reage com um oxigénio e da
origem ao *O—O—NH,"—OH, que pode ainda se reorganizar e formar acido nitroso
(Etapa 12). Por meio de hidrélise, o acido nitroso origina &cido nitrico (Etapa 13). Em
adicao, o metanol formado na Etapa 11 pode ser oxidado pela acdo de um <OH, dando
origem a um formaldeido e agua.

Em suma, apesar do autores terem identificado a mineralizacdo parcial do glifosato,
subprodutos estaveis ainda sao identificados, como: (i) glicina; (ii) formaldeido; (iii) acido
férmico; (iv) ion nitrato; (v) ambnia; e (vi) anion fosfato (MANASSERO et al., 2010).

2.4 Ecotoxicidade

Ecotoxicologia visa estudar os efeitos produzidos por substancias naturais ou
sintéticas sobre diferentes seres vivos, englobando animais e vegetais. E uma importante
ferramenta de monitoramento ambiental, pois demonstra as reagdes produzidas por
agentes estressores a organismos individuais de uma populacdo. Além disso, na
aplicacado de metodologias de analise de toxicidade, busca-se aproximar as condi¢des

de anélise as mais proximas do ambiente natural do organismo teste, para que assim
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possa ser possivel analisar apenas o efeito do contaminante sobre este (MAGALHAES,
D.P. & FERRAO FILHO, 2008).

Existem trés diferentes classificacdes de bioensaios, sendo estes: (i) Toxicidade
aguda — avalia apenas a influéncia do agente estressor sobre uma Unica parte da vida do
organismo teste, onde sdo realizados ensaios de curta duracdo, nos quais obtém-se
como resposta a mortalidade, imobilidade ou influéncia no metabolismo; (ii) Toxicidade
cronica — testes mais longos que podem abranger todo o ciclo de vida do organismo teste
— onde avalia-se a reproducédo, crescimento e deformidades fisiolégicas; (iii) Toxicidade
cronica de curta duracdo — periodo de ensaio mais curto em comparagdo aos tempos
empregados nos ensaios de toxicidade cronica — visa analisar uma parte especifica e
sensivel do ciclo do organismo teste, onde obtém-se como resposta parametros subletais
(NIPPER et al., 1998).

De acordo com a estabilidade do agente estressor, os testes podem também ser
realizados de duas formas: (i) estatico — ndo ha renovacdo do meio de teste; e (ii) semi-
estatico — ha renovacdo do meio de teste. A segunda forma € normalmente aplicada
guando o contaminante apresenta alta degradabilidade pelo tempo (HAMADA, 2008;
NIPPER et al., 1998).

As respostas dos bioensaios sdo expressas em um valor de concentracdo de
contaminante absoluto (Toxicidade Aguda) ou uma faixa de sensibilidade da
concentracéao (Toxicidade Cronica) (HAMADA, 2008). As respostas dadas de acordo com
o tipo de ensaio podem ser verificadas na Figura 12, onde a toxicidade aguda é expressa
por CL50 (Concentracdo Letal a 50% dos organismos teste) e CE50 (Concentracdo
Efetiva a 50% dos organismos teste). Ja a toxicidade cronica, € expressa por CENO
(Concentracdo de Efeito ndo Observado) e CEO (Concentracdo de Efeito Observado).
Quando ha os resultados de toxicidade aguda e cronica pode-se definir a Concentracdo
Inibitoria (ClI).
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Figura 12 - Respostas dos ensaios de ecotoxicidade.

Toxicidade Toxicidade
Aguda Cronica
CL50 Cl CENO
CES0 CEO
Legenda:

CE50: Conc. efetiva a 50% dos organismos teste;
CL50: Conc. letal a 50% dos organismos teste;
Cl: Conc. Inibitdria;

CENO: Conc. de efeito ndo observado;

CEO: Conc. de efeito observado.

Fonte: Adaptado de Hamada (2008)

2.4.1 Ecotoxicidade aplicada ao glifosato

Ensaios de ecotoxicidade empregando sementes avaliam a Toxicidade Crodnica,
onde obtém-se como resposta efeitos sobre a germinacdo. O CENO e o CEO séo
definidos a partir da medicao do crescimento da radicula (FANTIN et al., 2009).

O processo de germinacdo esta relacionado aos seguintes fatores: externos
(ambientais) e internos (dorméncia e inibidores). A 4gua é um dos fatores ambientais
mais importantes, pois retira a semente do estado de dorméncia através da reidratacao
dos tecidos. A partir disso, intensifica-se as atividades metabdlicas, a geracdo de energia
e nutricdo para desenvolvimento da semente. Neste processo, 0s contaminantes
presentes no meio liquido sdo absorvidos pelas plantas, acumulados nos tecidos e, em
concentragdes danosas, causam um retardamento no crescimento.

Devido a presenca de residuos do glifosato em aguas e tal composto ser poés-
emergente, é essencial avaliar o comportamento da germinagédo de sementes mediante
a este produto em meio aquoso. Além disso, a avaliagdo da toxicidade utilizando

sementes apresenta baixo custo e possui uma sensibilidade razoavel para determinar o
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efeito do herbicida glifosato em diferentes concentragdes sobre os organismos teste.
Ademais, € um método rapido e simples para determinar se aguas poés-tratadas tiveram
a toxicidade reduzida (BRITO-PELEGRINI et al., 2007).

Diversos trabalhos tém demonstrado que as sementes Lactuca sativa e Euruca
sativa sdo organismos sensiveis ao herbicida glifosato. Fantin et al. (2009) reportou que
sementes de alface ao serem expostas a diferentes concentragdes do glifosato tiveram
reducdo da germinacao e diminuicdo da emergéncia de plantulas. Neste mesmo estudo,
a autora demonstrou que, em determinadas concentracdes, o glifosato inativa o
crescimento das sementes de rucula.

Nascimento et al. (2015) submeteram sementes de alface a diferentes
concentracbes de glifosato e pbdde observar a sensibilidade destas em baixas
concentracdes, indicando assim que este é bom organismo teste para ser empregado em
ensaios de ecotoxicidade. Em outro estudo, Rebessi et al. (2011) indicaram que
sementes de rucula apresentaram perda de sustentacdo no caule, reducéo das plantulas
e crescimento retardado nas raizes e caule.

Desta forma, para o presente trabalho, amostras sem tratamento e pdés-tratadas
com o processo H202/UV tiveram a ecotoxicidade avaliada através do emprego das
sementes L. sativa e E. sativa como organismos testes em ensaios de toxicidade crénica
de modo estatico, a fim de garantir que os subprodutos da reacdo, apesar de estaveis,
nao inferem toxicidade a amostra final em relacdo ao composto primario testado na

amostra antes de tratada.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de tratamento das amostras contendo glifosato com o POA
H202/UV e os testes de avaliacdo de toxicidade do efluente sem tratamento e pos
tratamento, empregando as sementes Euruca sativa e Lactuca sativa, foram realizados
no Laboratério de Tratamento de Aguas e Reuso de Efluentes (LabTare), Escola de
Quimica — UFRJ.

As etapas realizadas neste trabalho estdo representadas na forma de diagrama
na Figura 13, a qual indica que, apds o preparo da amostra com o glifosato comercial, o
tratamento com o POA foi realizado num cenario experimental, a fim de se identificar as
variaveis estatisticamente significativas para o processo e encontrar o caminho da
otimizacao dado pela analise do planejamento. Apoés identificacdo dos fatores relevantes,
foi realizada a determinacado do cenario 6timo de acordo com as variaveis importantes e,
por fim, a analise de toxicidade antes do tratamento e apds o tratamento. Além disso, o0s
reagentes utilizados, o preparo das amostras, métodos de deteccdo e analiticos,
otimizacao de parametros, bem como descricdo do ensaio de toxicidade serédo dadas nos

préximos itens deste capitulo.

Figura 13 - Descri¢éo da rota de trabalho

Preparo da amostra com Glifosato
de formulag&o comercial

Identificacao das variaveis
estatisticamente significativas ||  Tratamento com H,0,/UV
para o processo S v,

Otimizagao de parametros

Analise de toxicidade com sementes
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3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram: glifosato para padrdo (98 % de pureza, Ak
Scientific), glifosato comercial (Round up WG, 79,25 %, Monsanto), peréxido de
hidrogénio (581,45 g/L, Perdxidos do Brasil), ninidrina (Quimica Moderna, P.A.),
molibdato de sddio dihidratado (Exodo Cientifica), bissulfito de sédio (Vetec, P.A.), acido
sulfarico (95 — 98 %, Bio-Grade) e meta vanadato de aménio (Vetec, P.A.).

3.2 Remocao de Glifosato em Reator H202/UV

3.2.1 Testes preliminares

Testes preliminares foram conduzidos para identificacdo do comportamento da
degradacdo do composto alvo removendo uma das variaveis do processo (H202 e UV) e
comparando estas com um experimento com ambas as variaveis. Tais testes foram feitos
com uma concentracéo inicial do glifosato de 50 mg/L, 60 mg/L de H202, pH 8,0 por 180
minutos de contato. A concentracdo do contaminante, peroxido de hidrogénio inicial e pH
foram estabelecidos a partir da literatura, a qual foram empregados em diferentes
trabalhos de processos oxidativos avancados para promover a degradacao do herbicida
glifosato (ASSALIN et al., 2010; MANASSERO et al., 2010; YUAN et al., 2018). Além
disso, aliquotas de cada teste foram retiradas nos tempos de: 0, 36, 72, 108, 144 e 180
minutos e a remocao do herbicida foi estimada pelo método de Bhaskara e Nagaraja
(2006).

Cinéticas de remocéo de glifosato foram calculadas através do modelo de pseudo-
primeira-ordem (Equacéo 1), onde Co e C sdo as concentracdes inicial (t =to =0) e final (t
=to+i) do herbicida, t € o tempo de reacéo e kobs € a constante cinética de pseudo-primeira-
ordem. Este modelo cinético é caracterizado por representar reagcdes em que um dos
reagentes esta em excesso (GONZALEZ URENA, 2001).

C ~
lnF0 = kops X t (Equacao 1)
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3.2.2 Planejamento Experimental

A propriedade de interesse, ao se realizar um experimento, € chamada de
resposta. Diversas sao as varidveis que podem influir numa resposta. Por exemplo,
quando se busca o rendimento de uma reacdo, estas podem ser. pH do meio,
temperatura, tempo de reacdo e dosagem dos reagentes. As variaveis sdo conhecidas
como fatores ou como parametros. Ademais, a resposta também pode ser influenciada
pelo nivel dos parametros, ou seja, os valores diferentes atribuidos a estes (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001; CALADO, VERONICA; MONTGOMERY, 2003).

Planejamento experimental € uma ferramenta estatistica voltada para a
investigacao da influéncia dos parametros e seus respectivos niveis na resposta de maior
relevancia. Com esta ferramenta, é possivel satisfazer diferentes objetivos ao se realizar
um experimento, tais como: encontrar maior concordancia entre valores nominais e
pretendidos, bem como reduzir tempo de um determinado processo, reduzir custos e
alcancar um rendimento mais elevado de um processo (CALADO, VERONICA;
MONTGOMERY, 2003).

Objetiva-se empregar o planejamento experimental no presente estudo com a
finalidade de apontar as variaveis estatisticamente significativas para o0 processo
H202/UV na degradacdo de glifosato. Desta forma, sera possivel identificar quais
parametros conferem maior influéncia na resposta, assim como no intervalo de seus
respectivos niveis que conferem maior remoc¢ao do contaminante. Assim, o planejamento
fatorial estatistico completo se mostra ideal para esta finalidade (tipo simultaneo), no qual
analisa todas as possiveis intera¢des da variabilidade dos niveis de cada fator sobre a
resposta, calculando assim o efeito final dos parametros empregados no processo. Além
disso, apesar deste tipo de planejamento néo indicar o ponto 6timo, este indica o caminho
para que esta regiao seja alcancada (ARAUJO, 2008).

Neste trabalho, foi empregado o programa Statistica 6.0 (Statsoft) para a conducao
do planejamento experimental do tipo fatorial completo 23, no qual o valor 2 é referente
ao numero de niveis (inferior e superior) e 3 a0 numero de parametros independentes, 0
gue resulta em 8 experimentos. No entanto, foram realizadas 3 corridas em ponto central,
a fim de se identificar o caminho de otimizacdo através de uma curva de superficie de

resposta, resultando assim em 11 corridas totais, tendo como fatores independentes (ou
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parametros) a concentracao inicial de glifosato, razdo molar de H202:DQO e pH inicial; e
fatores dependentes (ou resposta) TOC e DQO. As condi¢cdes experimentais, assim
como as variaveis e 0s niveis empregados (-1; 0; +1) no programa estdo disponiveis na
Tabela 10.

Tabela 10 — Condi¢8es para realizacdo do planejamento experimental

Variavel Valor

Concentracao inicial de glifosato (mg/L) 50; 100 e 150

H.0./DQO 1:1=1;1.2=0,5;¢3:1=0,33
pH inicial 44:.6,2e8,0

Tempo de reacdo (min) 60

Temperatura (°C) 22 -24

Resposta final em % de remocao DQO e TOC

Para os célculos de eficiéncia de remocdo (%) de TOC e DQO foi utilizada a

Equacéo 2, onde Co e C séo as concentracdes inicial (t =to =0) e final (t = to+i) do herbicida.

% Remog¢do = 100 X (Co — C)/Co (Equagéo 2)

A validacdo do planejamento experimental foi realizada com dosagens de H202
iguais a 60, 90 e 180 mg/L, concentracéo de glifosato fixa em 50 mg/L e variacédo do pH
de 4,4 a 8,0. Além disso, um tempo reacional de 180 minutos foi empregado, objetivando-
se alcancar a total mineralizacdo do composto, o qual ndo foi possivel com o tempo
empregado no planejamento (1h). Maiores elucidacfes sobre estes testes podem ser
encontradas no item 4.4.

As reacdes de fotodegradacéo do glifosato foram realizadas em um foto-reator
cilindrico de ago inoxidavel (modelo UV GPJ-JUNIOR) com uma lampada de arco voltaico
de mercurio de baixa pressao (Figura 14), protegida por um tubo de quartzo acoplado no
interior do equipamento. O foto-reator opera em modo de batelada com uma lampada
germicidal (A = 253,7 nm) localizada no eixo axial da camara de desinfeccdo de

capacidade maxima de 1300 mL.
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Figura 14 - Detalhamento do foto-reator cilindrico de aco inoxidavel
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STl . ST: Saida tratado
+ AZ Alimentagdo (220V)
+ LG: Lampada germicidal (3 = 233,7)
+ CD: Camara de desinfecgao (1.3L)

A estabilizacdo da lampada por 10 minutos, anteriores ao inicio das reacdes, é
uma etapa fundamental para evitar flutuagdes nos valores de medicao de irradiacdo, bem
como para garantir a limpeza do sistema. Assim, as diferentes condi¢cdes de solugao de

glifosato (Tabela 10) foram inseridas ap0s esse tempo.

3.2.3 Métodos Analiticos

As amostras antes e depois do tratamento foram submetidas as analises de TOC,
DQO, H20:2 residual e absorbancia (Tabela 11), além da quantificacdo do glifosato pelo
método de Bhaskara e Nagaraja (2006) descrito no item 3.2.4. Para realizacdo dos
métodos descritos, aliquotas das amostras foram coletadas e analisadas de pronto ou
acondicionadas em geladeira para analise posterior em no maximo um dia. A fim de se
evitar resultados superestimados devido a acédo do peroxido de hidrogénio residual, uma
solucdo de 100 mg/L de bissulfito de sodio foi preparada e utilizada para interromper a
reacao de oxidacédo apds o tempo de investigacdo. O volume de bissulfito pipetado na
amostra foi proporcional ao valor determinado pela analise de H202 descrito na Tabela
11.
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Tabela 11 - Descri¢cdo dos métodos analiticos

Parametros Método Equipamento

TOC® 5310 B Analyzer-Hipertoc 1000

DQOW 5220 D - faixa baixa Espectrofotdmetro Hach DR-2800
H,O, residual® Colorimétrico (466 nm) Espectrofotometro Hach DR-2800
Absorbancia Varredura (200 - 700 nm) Shimadzu UV - 1800
Quantificacdo  Colorimétrico (570 nm) Shimadzu UV - 1800

do Glifosato®

Fonte: APHA (2012)(1); Oliveira (2005) @:Bhaskara e Nagaraja (2006)(3)
3.2.4 Quantificacdo do Glifosato: Preparo da Curva e Validacédo da Metodologia

Solucao de 100 pg/mL de glifosato padrao em agua deionizada foi preparada e a
partir desta, diluicbes seriadas foram feitas para construgéo da curva de calibracdo do
meétodo de deteccdo em diferentes pH (natural = 4,4; 6,2; 8,0). Desta forma, foram obtidas
solugcbes com concentracdes finais de glifosato variando entre 0,1 e 3,5 pg/mL
(satisfazendo-se a Lei de Lambert-Beer). Solucdo de 1000 pug/mL de glifosato foi utilizada
para realizacao dos experimentos de H202/UV.

Solucdo cromogénica de 5%, utilizada para obtencdo do reagente colorimétrico,
foi preparada através da dissolucao de 5g de ninidrina (2,2-diidroxi-hidrindeno-1,3-diona)
em béquer com agua Milli-Q e avolumado em baldo volumétrico de 100 mL. Através da
dissolucdo de 5g de molibtado em béquer com agua Milli-Q e avolumado em baldo
volumétrico de 100 mL, péde-se obter a solucao catalisadora de 5%. Para obtencao do
reagente colorimétrico, 250 pL da amostra contendo glifosato a ser quantificado, foi
disposta em um frasco de vidro, no qual teve adicionado 1 mL da solucdo de 5% de
ninidrina, 1 mL da solucao de molibdato de sédio e, em seguida, levado a aquecimento a
100 £ 2°C por 5 minutos (Figura 154). O produto reacional foi o aparecimento da cor
purpura Ruhemann, na qual varia-se a intensidade com a concentracdo do herbicida no
meio (NAGARAJA; BHASKARA, 2006).



Figura 15 - Estrutura de banho de aquecimento para obten¢éo do roxo de Ruhemann
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ApoOs a reacao em aquecimento, a amostra foi resfriada em temperatura ambiente,

avolumada com agua deionizada para 10 mL, e a quantificacdo do glifosato foi realizada

a 570 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV — 1800). Este mesmo procedimento foi

realizado para construcdo da curva de calibragao (Figura 16).

Figura 16 - Curva de calibragdo construida pelo método de Bhaskara e Nagaraja (2006)
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Fonte: préprio autor.
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Para validacdo desta metodologia, foi utilizada a ferramenta de validagao
desenvolvida por Ribeiro et al. (2008), a qual consiste em uma planilha que estima figuras
de mérito para validacdo de métodos analiticos. O Limite de Deteccéo (LD) e Limite de
Quantificacdo (LQ) séo descritos como sendo indicadores do bom desempenho da
técnica. No Brasil, os 6rgdos que regulam o procedimento de validacdo de metodologias
sdo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO) (RIBEIRO et al., 2008).

A partir dos valores de LD e LQ define-se a sensibilidade de um método. O primeiro
refere-se a deteccdo da menor concentracdo da espécie de interesse pelo método
utilizado e o segundo estima a mais baixa concentracdo dentro de limites de preciséo e
exatiddo do método (RIBEIRO et al., 2008).

Desta forma, os valores de LD e LQ foram determinados, comparados com 0s
estimados pelos autores da técnica e as curvas de calibracdo tiveram o coeficiente de
determinacdo (R?) comparado com o minimo estabelecido pelas agéncias reguladoras

para validacdo da metodologia.

3.3 Avaliacao da Toxicidade

O potencial de germinacéo foi avaliado a partir da disposicdo de 20 sementes de
Euruca sativa ou Lactuca sativa (ISLA Sementes LTDA.) em placa de Petri com papel de
filtro quantitativo (Adria Laboratoérios — faixa preta) conforme mostra a Figura 17. Tais
organismos testes foram expostos durante cinco dias a 1,5 mL de amostra, a qual foi
diluida a fim de se identificar as diluicbes que afetam e ndo afetam o crescimento das
sementes. Esta diluicédo foi feita em modo seriado, como pode ser visto na Figura 18.
Além disso, a agua de diluicho empregada foi preparada com fertilizante vegetal
(Orquidea Garden) e agua deionizada, objetivando assim, propiciar um meio adequado
a germinagcdo de modo que somente a interferéncia do agente estressor (herbicida
glifosato) possa ser visualizada (BRITO-PELEGRINI et al., 2007).
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Figura 17 - Placas com organismos testes, vedadas e preparadas para ensaio

Fonte: préprio autor

Figura 18 - Dilui¢do seriada da concentragdo do agente estressor
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Fonte: préprio autor

ApGs o preparo do meio, as placas foram seladas com papel filme e mantidas em
uma incubadora (SOLAB BOD SL-224) com uma faixa de temperatura de 23 £ 2°C e um
fotoperiodo de 8/16 horas (claro/escuro) por cinco dias. Neste trabalho, as sementes
testes foram expostas a trés amostras: (1) Bruto, (2) ndo-tratado e (3) pds-tratado, nas
quais, as condi¢des de teste utilizadas para obtencéo de cada uma pode ser visualizada
na Tabela 12. A amostra (1) foi empregada com o objetivo de melhor visualizar o
comportamento da germinagdo em maior concentragao do contaminante (500 mg/L inicial
corresponde a diluicdo de 100% encontrada na Tabela 12). Os ensaios foram feitos em

duplicata, incluindo o grupo controle negativo contendo apenas agua de diluicdo.
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Tabela 12 - Concentrag¢8es de glifosato em cada diluicdo das amostras empregadas na avaliagdo da
toxicidade com as sementes de E. sativa e L. sativa

Diluicdo % (v/v) Bruto® (mg/L) N&o-tratado® (mg/L) Pos-tratado® (mg/L)
100% 500,00 50,00 12,45
50% 250,00 25,00 6,20
25% 125,00 12,50 3,10
12,50% 62,50 6,20 1,60
6,20% 31,25 3,10 0,80
3,10% 15,63 1,60 0,40
1,60% 7,81 0,80 0,20
0,80% 3,91 0,40 0,10
0,40% 1,95 0,20 0,05
0,20% 0,98 0,10 0,03
0,10% 0,49 0,05 0,01

Condices das amostras: WGlifosato inicial = 500 mg/L, H20z inicial = 0 mg/L e pH 4,4; @Glifosato inicial = 50
mg/L, H,0, inicial = 60 mg/L e pH 8,0; ®Glifosato inicial apds tratamento = 12,45 mg/L, H,O, inicial =0 mg/L e
pH 8,0.

3.3.1 Determinacgéo da Germinacéo e Andlise dos dados

A germinacéo foi determinada a partir da medig&o do crescimento da radicula com
o auxilio de um paquimetro digital. Para analise estatistica dos resultados da medicéao,
utilizou-se o teste de hipdtese de bioequivaléncia no programa TOXTAT 3.3 para estimar
a ocorréncia ou ndo do efeito toxico nas amostras: ndo-tratado (50 mg/L) e pés-tratado
(12,45 mg/L). Tal analise foi conduzida a partir da comparacgéao dos resultados do controle
com as demais amostras (ERICKSON; MCDONALD, 1995).

O teste de bioequivaléncia permite avaliar se a média da germinacéo no controle
difere estatisticamente da média das amostras contendo o herbicida, considerando-se
ndo somente o efeito estatistico puramente, mas biologicamente significativo
(ERICKSON; MCDONALD, 1995; PROSPERI, 2002).

Os testes de hipdtese foram realizados inicialmente averiguando a normalidade
dos dados com o Teste de Qui-Quadrado. Em seguida, para determinagdo da
homogeneidade da variancia, aplicou-se o Teste de Barlett para os dados néo
transformados. Apos verificacdo da normalidade e homogeneidade dos dados, ou seja,
verificando-se que o0 grupo amostral apresenta comportamento similar e foram
selecionados de modo aleatério, admitindo-se assim a distribuicdo normal, procedeu-se
com os testes de comparacdes multiplas entre as médias das amostras de interesse e 0
controle (CALADO, VERONICA; MONTGOMERY, 2003; ERICKSON; MCDONALD,
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1995). A fim de se comparar e validar o resultado estimado estatisticamente entre as
médias, foram empregados os Testes de Dunnett, Williams e Bonferroni. A significancia
estatistica foi mantida em a = 0,05.

Além disso, a diferenca entre as meédias encontradas nos testes indicaram a
Concentracdo de Efeito Observavel (CEO) e Concentracdo de Efeito Nao-Observavel
(CENO). O CEO é definido como a menor concentracdo que causa efeito deletério
estatisticamente significativo para o parametro avaliado, jA o CENO aponta a maior
concentracdo do contaminante que nao causa efeito prejudicial ao organismo teste
(MAGALHAES, D.P. & FERRAO FILHO, 2008). Assim, apds identificacdo no programa
das diluicbes que apresentaram essa diferenca estatistica significativa, os conceitos de
CEO e CENO foram aplicados para localizacédo das concentracdes que apresentaram ou

nao efeito na germinagcao das sementes.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos neste estudo.
Inicialmente serdo mostradas as etapas de validacdo do método de deteccédo do glifosato
em aguas, visto que o método nao foi proposto para aguas pés-tratadas e sim para aguas
de superficie e subterraneas. Além disso, sera discutida uma proposta de adaptacao
desta metodologia de deteccdo do glifosato aplicado a amostras pés-tratadas com o
processo H202/UV. Apés isso, serdo demonstradas varreduras preliminares para
identificacdo do comportamento da degradacdo do composto mediante a remocéo de
uma das variaveis do processo (H20:2 e UV) e comparando-se estas com todos os fatores
da reacdo inclusos. Em seguida, serdo apontadas, por andlise estatistica, as variaveis
que influenciam a remocéao de DQO e a mineralizacdo do composto atraves de analise
de TOC. Apés a identificagdo dos parametros reacionais e do refinamento em diferentes
condicdes dos fatores do método, um caminho para uma condi¢éo otimizada foi tracado.

Por fim, sera exibida a toxicidade antes e ap0s 0 emprego do processo de tratamento.
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4.1 Validacdo da metodologia de detecc¢ao do glifosato

Para validacdo da metodologia proposta por Nagaraja e Bhaskara (2006), curvas
de calibracdo em diferentes pH (4,4; 6,2 e 8,0) com glifosato de pureza 98% foram
construidas a fim de se identificar se o comportamento zwiteribnico do glifosato teria
alguma influéncia na leitura em 570 nm e se o pico de leitura seria deslocado ou né&o
devido a isso. Os resultados do R? (coeficiente de determinacado), equacdes das retas,
Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) para cada pH estdo fornecidos
na Tabela 13. J& as curvas de calibracdo, bem como as figuras das varreduras

descontando os valores de brancos, podem ser encontrados no Apéndice |.

Tabela 13 - Dados de validagdo da metodologia de deteccéo

pH Equacdo da reta R? LD (mg/L) LQ (mg/L)
4,4 Y =0,08196*X - 0,01292 0,9904 0,0293 0,1061
6,2 Y =0,08351*X - 0,02705 0,9726 0,0622 0,2671
8,0 Y = 0,08532*X - 0,03819 0,9753 0,0543 0,2557

Legenda: R? = coeficiente de determinacéo; LD = limite de detecc¢do; LQ = limite de quantificacdo

De acordo com os parametros fornecidos pelo INMETRO (2016), pode-se
identificar que as curvas apresentam Otima linearidade analitica, pois os valores dos
coeficientes de determinacéo se encontram acima de 0,90. Além disso, os valores de LD
e LQ reportados por Nagaraja e Bhaskara (2006) sdo, respectivamente: 0,04 e 0,11.
Desta forma, os valores encontrados neste trabalho estdo de acordo com o reportado na
literatura. Assim, como os autores do estudo citado anteriormente reportaram um pico
menor na faixa de 410 — 460 nm, em todas as varreduras foi encontrado este mesmo pico
gue, segundo citam os autores como sendo menos expressivo quando comparado com
o de 570 nm (ANEXO I). Ademais, o roxo de Ruhemann teve maxima absor¢cdo no UV-
VIS em 570 nm nas varreduras realizadas em todos os pHs testados, o que também esta
de acordo com a metodologia proposta. Portanto, a metodologia se mostra validada e

adequada para ser empregada nas leituras de glifosato neste trabalho.
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4.1.1 Aprimoramento do método de deteccéo

A metodologia desenvolvida pelos autores Bhaskara e Nagaraja (2006) foi voltada
para a deteccdo do herbicida glifosato em aguas de superficie e subterraneas. No
presente estudo, essa metodologia foi utilizada para deteccdo do contaminante em
amostras de aguas pos tratadas pelo POA H,O,/UV. Como problema encontrado, a
absorbancia das amostras deveria apresentar uma diminuicdo como efeito do tratamento,
no entanto, estavam apresentando um aumento apds o tempo de contato da reacao, ou
seja, um comportamento contrario ao esperado (ARANHA; ARANHA; RIBEIRO, 2016).

A Figura 19 apresenta um teste realizado somente com a luz UV para degradacao
de glifosato, onde aliquotas foram coletadas a cada 10 minutos durante 180 minutos.
Com o passar do tempo reacional, esperava-se uma reducao de menos de 10%, devido
a auséncia do agente oxidante da reacdo, porém, como pode ser observado na figura,
ha um aumento da absorvancia. Aranha (2016) relatou que, ao empregar a mesma
técnica para deteccao do glifosato em amostras pés-tratadas por TiO,/UV, este mesmo
comportamento na leitura foi detectado. No mesmo estudo foi reportado que esse
fenbmeno pode estar relacionado ao erro de 2% da leitura e a ndo distincdo por
espectrofotometria do composto principal e dos secundarios gerados pelo processo de
oxidagao.

Figura 19 — Varredura no espectro de UV-vis pelo tempo no qual a amostra contendo 50 mg/L de glifosato
ficou em contato com aluz UV por 180 minutos e pH = 8,0.

0,35
0,30
0,25
0,20
015
0,10
0,05

0,00
0 0%?0,00 470,00 570,00 670.00 770,00 870,00 970,00 1070,00 1170,00

-0,10
-0,15
0 min. 10 mim. 20 min. 30 min. A0 min, =—50 min, =G0 min.

——T0 min, =320 min, =90 min. =100 min, =110 min. 120 min. 130 min.
140 min. 150 min. 160 min, =—— 170 min. =—— 130 min.



66

De fato dois subprodutos estaveis podem ser os causadores da interferéncia na
leitura. O caminho da degradacao pelo POA H,0,/UV descrito no item 2.3.1.1 indica a
geracdo de nitrato e fosfato como produtos secundarios e estes, segundo Bhaskara e
Nagaraja (2006), podem interferir na leitura. No entanto, € necessario investigar se a
quantidade destes interferentes gerados esta dentro do limite aceitavel pela técnica, que
€, para ambos os subprodutos, de 300 pug/mL (NAGARAJA; BHASKARA, 2006).

O presente trabalho adotou como aprimoramento desta técnica, 0 armazenamento
das amostras em contato com os reagentes da leitura sob refrigeracdo por até 10 horas.
A refrigeracdo foi empregada a fim de se manter a amostra em conservacéo e o longo
tempo foi adotado para aumentar a probabilidade da colisdo efetiva entre as particulas
dispostas no meio. Desta forma, a coliséo entre as espécies pdde provavelmente resultar
numa leitura efetiva dos grupamentos alvos, diminuindo assim a probabilidade de
menores tempos de contato levarem a erro de leitura (BRASIL, 2017; MAIA CIRINO;
ROBINSON DE SOUZA, 2010).

Apesar desta abordagem ter se mostrado efetiva para leitura das amostras (Figura
20), é necesséaria uma melhor investigacdo acerca do mecanismo que levou a uma
adequacao positiva para amostras tratadas por H202/UV. Além disso, é interessante o
aprimoramento desta metodologia para deteccdo em amostras tratadas por outros

processos oxidativos.
4.2 Testes preliminares

Testes preliminares ao planejamento experimental foram realizados a fim de
confirmar a efetividade do POA H202/UV na degradacdo do glifosato através da
irradiacdo UV, e com somente o agente oxidante H202. Na Figura 20A séo apresentados
os resultados obtidos a partir da solugéo inicial contendo glifosato (50 mg/L), H,O, (60
mg/L no caso das reacdes com este agente) a pH = 8,0. Somente H202 ou UV nao foram
suficientes para promover a degradacao do herbicida. Diferentemente de quando o POA
H202/UV é aplicado a solucéo de glifosato, onde remocdes de até 80% séo observadas
no periodo total de 180 minutos.

A cinética de degradacéao de glifosato (Figura 20B) foi calculada de acordo com o

modelo de pseudo-primeira ordem descrito na Equagéo 1. Como nao houve degradacao
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do glifosato para os tratamentos com H202 e UV, 0 kons N0 pOde ser determinado. Para
o tratamento com POA H202/UV, o kobs foi de aproximadamente 0.009 min-!. Fotografias
das amostras podem ser encontras no Apéndice Il.

De acordo com Assalin et al. (2010), somente a radiacdo UV néo foi capaz de
promover a degradacdo do composto, 0 que estd em concordancia com o comportamento
encontrado no presente trabalho. Lund-Hoie Kare e Friestad (1986) indicaram que o
glifosato é relativamente estavel em presenca de UV (YADAV; KAUR; KAUR, 2017). Além
disso, somente o H202 também néo é suficiente para a degradacéo do glifosato pois, o
herbicida apresenta resisténcia a degradacdo por oxidagdo quimica com potencial de
reducdo da faixa do perdxido de hidrogénio (LUND-HOIE, KARE; FRIESTAD, 1986;
YADAV; KAUR; KAUR, 2017). Manassero et al. (2010) alcancou 76% de remocéo de
glifosato em 5 horas e Bourgeois (2012) obteve uma mineralizacdo do composto de 52%
apos 1.5 horas de reacdo, ambos utilizaram a combinacdo H202/UV, valores de pH
neutro, lampada de baixa presséo e maiores dosagens de H202 (Tabela 9).

Figura 20 — Remoc¢ao de glifosato (A) e sua cinética de remogao (B) em diferentes processos: H202/UV; H202
e UV. Condigdes iniciais: glifosato = 50 mg/L, H202 =60 mg/L e pH =8,0
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4.3 ldentificacdo das variaveis estatisticamente significativas para o processo
4.3.1 Variaveis que influenciam aremoc¢é&o do TOC

A andlise de TOC para verificac@o da eficiéncia dos POA é de extrema relevancia,
pois é possivel detectar se a mineralizacao do composto foi alcancada ou ndo. Isto indica
qgue tanto o composto alvo quanto seus subprodutos gerados foram totalmente
degradados a agua e diéxido de carbono (DA FONSECA ARAUJO; YOKOYAMA,;
TEIXEIRA, 2006).

Para identificar as variaveis significativas do processo empregado, o planejamento
experimental estatistico foi utilizado. Na Tabela 14 é possivel observar as variaveis
dependente (TOC) e independentes e seus respectivos niveis representados por: (+1)

como nivel superior; (0) ponto central; e (-1) como nivel inferior.
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Tabela 14 - Resposta do Planejamento Estatistico empregado para estudo da remoc&o de TOC em amostras
contendo diferentes concentracdes de glifosato

Ensaio pH [H202/DQO]  Glifosatop TOCf (mg/L) TOCo(mg/L) Remocéo

(mg/L) de TOC (%)
1 4,4 1:1 50 102,2 95,2 -7,3
2 8,0 1:1 50 14,46 60,0 75,9
3 4,4 1:3 50 94,85 139,8 32,2
4 8,0 1:3 50 11,91 139,8 91,5
5 4,4 1:1 150 318,5 190,5 -67,2
6 8,0 1:1 150 34,66 180,0 80,7
7 4,4 1:3 150 264,4 279,7 55
8 8,0 1:3 150 32,38 279,7 88,4
9 6,2 1:2 100 20,62 151,9 86,4
10 6,2 1:2 100 21,91 151,9 85,6
11 6,2 1:2 100 23,57 151,9 84,5

De acordo com os resultados obtidos € possivel observar que os valores menores
de pH (4,4) e H202 (H,0,/DQO - 1:1) levaram a um aumento do TOC de 67,2 e 7,3%,
provavelmente pela formacdo de subprodutos organicos, que pode estar relacionado a
dissociacao do glifosato em diferentes pH. Essa premissa pode ser confirmada com a
analise de ambos pH 6,2 e 8,0, no qual a remocao de TOC atinge niveis maiores que
75%. De acordo com a Figura 6, entre os pH 2,2 a 5,4 o glifosato apresenta duas
dissocia¢des, uma no grupamento carboxilico e outra no fosfato, ja para pH na faixa de
54 e 10,2, encontra-se com trés dissocia¢cdes, com duas no fosfato. Além disso,
considerando a Figura 11, a reacao inicial de degradacdo do glifosato ocorre pela
remocao do fosfato da molécula, na qual a energia de ativacdo da reacdo sera menor
guanto mais dissociada for.

Na Figura 21, é possivel observar a curva de regressao linear gerada pelos valores
experimentais obtidos e os valores preditos pelo modelo. Observa-se que os resultados
obtidos estédo proximos da linha de predicdo, o que indica que, dentro de um intervalo de
95% de confianca, para um valor de correlacdo de 0,99237, cerca de 99% da resposta €
explicada pela regresséo linear. Assim, é possivel dizer que o modelo é vélido para a

interpretacdo dos resultados do planejamento.
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Figura 21 - Regressao linear para os valores obtidos e preditos do modelo gerado a partir do planejamento
estatistico com a variavel dependente TOC
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Para identificacéo dos fatores e interacdes significativas, observa-se a Tabela de
ANOVA (Tabela 15). Fatores e interacdes que geram valor de p-level < 0,05 possuem
95% ou mais de confianca. Ainda, é possivel visualizar os valores marginalmente
significativos, 0os quais se encontram entre 0,05 e 0,1. Acima de 0,5 os fatores e
interagcbes sao considerados pouco significativos estatisticamente (CALADO,
VERONICA; MONTGOMERY, 2003). Todas as variaveis (ou fatores) e interacdes
apresentaram-se estatisticamente significativas para a resposta de TOC, com p-value <
0,05.

Tabela 15 - Andlise de Variancia (ANOVA) para planejamento experimental — TOC

Fator Variancia Graus de liberdade F p-level
(1) pH 20643,67 1 11342,68 0,000088
(2) H202 2295,03 1 2522,01 0,000396
(3) Glifosato inicial 901,00 1 990,11 0,001008
1)*(2) 987,90 1 1085,61 0,000920
(D)*(3) 974,61 1 1071,00 0,000932
(2)*(3) 80,01 1 87,92 0,004282
Erro puro 1,82 2

Total 27905,41 10
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Analisando esta tabela, observa-se que as variaveis que influenciam
significativamente a remocdo do TOC de amostras contendo glifosato s&o pH,
concentracgédo inicial de H202 e glifosato inicial. Além dessas, as interagbes pH* H202,
pH*Glifosato inicial e H202*Glifosato inicial também apresentaram valores de p-value
estatisticamente significativos para a remoc¢cédo do TOC. Nenhuma das interagdes foi
determinada como marginalmente significativa.

Os efeitos das variaveis e interacfes estatisticamente significativas na resposta
(TOC) séo importantes para selecdo de parametros que possuem maior influéncia nos
resultados experimentais. Tal efeito € calculado pelo software e consiste na divisdo do
valor do coeficiente pelo erro experimental. O resultado dessa divisdo pode ser: (i)
positivo: indicando que, quando o fator passa do nivel inferior para o superior, causa um
aumento na resposta; e (ii) negativo: quando o fator passa do nivel superior para o inferior
causa uma retracdo na resposta (CALADO, VERONICA; MONTGOMERY, 2003;
FONSECA, 2003). A Tabela 16 apresenta os efeitos para o planejamento estatistico em
guestéo.

Tabela 16 - Calculo dos efeitos dos fatores e interagdes na resposta TOC: Coeficiente, Erro Padrao e Efeito

(T(2))

Fator Coeficiente Erro Padrao Efeito (T(2))
QD) pH((L+Q) 133,0201 1,341379 197,8813
(2) H202 -33,8750 0,674537 -50,2196
(3) Glif. Inicial -21,2250 0,674537 -31,4660
(D*(2) 22,2250 0,674537 32,9485
(1)*(3) 22,0750 0,674537 32,7262
(2)*(3) -6,3250 0,674537 -9,3768

Legenda: L + Q = Linear + Quadrético.

O pH causa um efeito positivo na resposta, indicando que, quando passa do nivel
inferior para o superior, um aumento na resposta de TOC é encontrada, o que favorece
a confirmacéo da hipotese de que o pH natural 4,4 esta atribuido as menores remocgdes,
provavelmente pela resisténcia a oxidacado encontrada no composto em sua forma néo
dissociada (YADAV; KAUR; KAUR, 2017). E possivel observar este efeito nos
percentuais de remocdo de TOC da Tabela 14, onde os testes 1, 3,5e 7 com o pH 4,4
apresentaram, respectivamente: -7,3%, 32,2%, -67,2% e 5,5%. Enquanto as remocdes
entre o pH 6,2 e 8,0 ficaram acima de 70%. Além disso, os fatores H20:2 e Glifosato inicial

tiveram uma influéncia negativa, o que significa que, quando estes ascendem seus niveis,
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causam uma retracdo na resposta, o que também € esperado, visto que: (i) quanto maior
a concentracdo de H202, menor é a eficiéncia do processo, pois este captura os radicais
hidroxila disponiveis no meio quando esta em excesso; e (ii) a maior concentracao inicial
de contaminante causa uma retracdo no processo dada a maior competicdo pelos
agentes oxidantes disponiveis (ASSALIN et al., 2010; MANASSERO et al., 2010).

Para melhor visualizagdo desses efeitos relatados e validagédo das conclusdes
obtidas, requer-se uma analise no grafico de Pareto (Figura 22), o qual mostra que 0s
valores das barras das variaveis e interacdes maiores que o valor do teste Student
calculado, admitindo-se o p-level de 0,05, sdo estatisticamente importantes para o

processo e seus respectivos efeitos.

Figura 22 - Gréafico de Pareto para variaveis e interagdes significativos, bem como seus respectivos efeitos -

TOC
(1)pH(L) -138,3542
pH(Q) 5952707
(2)H202 Ratio(L) 50,2196
1Lby2L | 3294853
1Lby3L 32 72616
(3)GIif. inicial (mg/L)(L) -31.466
2Lby3L -9 3768
p=.04

As interagbes pH* H,O,, pH*Glifosato Inicial e H,0,*(3)Glifosato Inicial foram
estatisticamente significativas. Desta forma, para melhor visualizacdo da predicdo do
modelo de seus efeitos no comportamento da resposta, analisa-se o grafico de superficie,

onde na lateral consta a eficiéncia de remoc¢édo do TOC em %.
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Figura 23 - Superficie de resposta para a interagdo pH*H,O, predizendo o comportamento da remocgéo do
TOC
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Figura 24 - Superficie de resposta para a interacdo pH*Glifosato Inicial predizendo o comportamento da
remocgéo do TOC
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Figura 25 - Superficie de resposta para a interagdo H,O,*Glifosato Inicial predizendo o comportamento da
remocgéo do TOC
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Observando a Figura 23, € possivel notar que, a medida que os valores de pH
passam do nivel inferior para o superior, a remocdo de TOC tende a ser elevada, e a
faixa entre 6,5 e 7,5 de pH demonstra ser o caminho para alcancar a regido mais
otimizada do processo, buscando-se uma maior remocdo do TOC. Nesta interacdo, a
concentracéo inicial de H,O, apresenta curvas de niveis retilineas, o que esta relacionado
a interacdo linear encontrada pelo software (CALADO, VERONICA; MONTGOMERY,
2003). Para este fator, ainda na Figura 23, é possivel notar que menores razdes estao
relacionadas as menores taxas de remocao do TOC, o que é esperado, pois baixas
dosagens podem ser um fator limitante da reacao (VIDAL et al., 2015).

Na Figura 24, é possivel notar que, a medida que a concentracdo do contaminante
€ aumentada, menor é a eficiéncia na remocao do TOC. Este comportamento esta em
concordancia com o reportado por Manassero et al. (2010), no qual, ao submeter 3
diferentes concentragdes iniciais de glifosato na reacdo de H,0,/UV, observou que a
menor mineralizacdo foi encontrada na amostra de maior concentracdo. Além disso, o0
mesmo desempenho com relagdo a concentracéo do glifosato inicial pode ser observada
na interacao H,O,*Glifosato inicial na Figura 25. Ainda nesta mesma Figura, observa-se
que o H,O, em maiores razbes molares (2:1 e 3:1 - 0,5 e 0,3) favoreceram a remocao do

TOC, porém, a taxa de remocdo para ambas nas menores concentracdes do
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contaminante (40 — 60 mg/L) ficou em 100%, indicando que n&o ha diferenca na resposta
TOC quando ascendo da razéo 0,5 para a 0,3. O que estd em concordancia com as taxas
de remocédo encontradas na Tabela 14, a qual mostra que a remoc¢ao nos testes onde
essas taxas foram empregadas ficou entre 80 e 90%.

Desta forma, é possivel concluir que o caminho para maior remocéo esta entre: (i)
para finalidade de estudo, entre as menores concentracdes de contaminante; (ii) para a
faixa de pH entre 6,5 e 7,5; e (iii) razdes de H,O, entre 0,2 e 0,5, visto que valores acima
podem resultar na reducdo da eficiéncia do processo pelo efeito capturador de *OH

disponivel pelo excesso de H,0,.

4.3.2 Variaveis que influenciam a remocao da DQO

A demanda quimica de oxigénio (DQO) é um importante parametro a ser analisado
e monitorado para potabilidade de aguas, pois é considerado um indicador do potencial
de poluicdo de aguas. Tal parametro consiste na medicdo da quantidade de oxigénio que
€ requerida para levar a oxidacao de compostos organicos a CO, e H,0 pela acdo de um
forte agente oxidante quimico (Reacéo 6) (VALENTE; PADILHA; SILVA, 1997; ZUCCARI,
GRANER; LEOPOLDO, 2005).

Composto organico + agente oxidante ©*'— m(CO,) + H,O + inorganicos (Reagé&o 6)

Assim, para selecdo das variaveis do processo que levam a maior remocao de
DQO, o planejamento estatistico também foi adotado, sendo para este também 11
ensaios com planejamento fatorial completo 22 com 3 pontos centrais. A Tabela 17
apresenta a resposta de DQO ap6s o emprego do processo H,O,/UV e sua eficiéncia de

remocao em valor percentual, calculado pela Equacéao 2.
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Tabela 17 - Resposta do Planejamento Estatistico empregado para estudo da remoc¢éo de DQO em amostras
contendo diferentes concentracdes de glifosato

. Glifosatoo Remogao

Ensaio pH [H202/DQO] DQOf (mg/L) DQOo (mg/L) de DQO
(mg/L) %)
1 4.4 1.1 50 38,8 47,6 18,5
2 8,0 1.1 50 0,0 30,0 100,0
3 4.4 1.3 50 37,9 69,9 45,9
4 8,0 1.3 50 0,0 69,9 100,0
5 4.4 1.1 150 28,8 95,2 69,8
6 8,0 1.1 150 19,3 90,0 78,6
7 4.4 1.3 150 30,7 139,8 78,0
8 8,0 1.3 150 0,0 139,8 100,0
9 6,2 1.2 100 0,0 76,0 100,0
10 6,2 1.2 100 16,0 76,0 79,0
11 6,2 1.2 100 0,0 76,0 100,0

Observando esta tabela, é possivel notar que muitos resultados se assemelham
aos encontrados nas respostas do planejamento para TOC. Nota-se que os valores em
pH natural 4,4 também levaram a um menor percentual de remocéo (testes 1 e 3) e, entre
6,2 e 8,0 o percentual de remocéo foi bem aproximado para as condi¢des 2, 4, 6, 8, 9, 10
e 11, resultando assim em remoc¢des superiores a 70%. Além disso, para a concentracao
de 50 mg/L de glifosato, o valor H202 sendo maior ou menor razao molar, ndo modificou
a resposta (100% de remocéo de DQO) para pH 8,0. De forma contraria, nos maiores
niveis de glifosato e pH (150 mg/L e 8,0, respectivamente), a baixa concentracdo de H202
promoveu uma menor remocéao (ensaio 6) quando comparado com a maior taxa molar
empregada no ensaio 8. Desta forma, tal resultado pode estar associado a uma limitacao
da reacéo pela baixa dosagem de agente oxidante (MANASSERO et al., 2010) .

De forma a se obter uma andlise estatistica mais aprofundada, o modelo de
regressao linear para a resposta DQO consegue explicar 93% do comportamento desta
para as variaveis do estudo. O coeficiente de correlacdo encontrado € de 0,92904 para
um intervalo de confianca de 95%. E possivel notar pela Figura 26 que os pontos

experimentais se encontram aproximados da linha de predigao.
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Figura 26 - Regressao linear para os valores obtidos e preditos do modelo gerado a partir do planejamento
estatistico com a variavel dependente DQO
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Além disso, com a Analise de Variancia (ANOVA) para estes fatores, niveis e

respostas, podemos observar na Tabela 18 as variaveis e interagdes estatisticamente

significativas para o processo.

Tabela 18 - Andlise de Varidncia (ANOVA) para planejamento experimental - DQO

Fator Variancia Graus de liberdade F P

(1) pH (Linear) 3461,120 1 23,54503 0,039944
pH (Quadratico) 500,618 1 3,40556 0,206268
(2) H,0, 406,125 1 2,76276 0,238373
(3) Glif. Inicial 480,500 1 3,26871 0,212345
1*2 25,205 1 0,17146 0,718999
1*3 1372,880 1 9,33932 0,092463
2*3 0,605 1 0,00412 0,954683
Erro puro 169,652 2

Total 2667,502 10

E possivel notar que apenas a variavel pH (Linear) foi estatisticamente significativa

e apenas a interacdo pH*Glifosato inicial foi marginalmente significativa. Ademais,

nenhuma das outras varidveis ou interacdes foram estatisticamente importantes para a
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remocao da DQO. Além disso, é necessério avaliar o efeito da variavel pH e a interacédo
1*3 na influéncia da resposta, se esta é positiva ou negativa. Podemos fazé-lo
observando a Figura 27, onde situa-se o gréafico de Pareto, o qual oferece uma visao

geral das variaveis significativas e seus respectivos valores de efeito.

Figura 27 - Gréfico de Pareto para variaveis e interagdes significativas, bem como seus respectivos efeitos -

DQO
(1)pHL) 4852323
pH(Q) 1,845417
(3)GIif. inicial (mg/L)(L) 1,807957
(2)H202 Ratio(L) -1,66215

p=.05

Assim como para TOC, o efeito do pH na resposta é positivo, isto implica que,
guando este ascende de nivel, causa uma maior eficiéncia na remocéo da DQO. Poucos
estudos reportaram a remocdo da DQO para amostras de glifosato tratadas pelo
processo oxidativo avancado H,O,/UV. Izidio et al. (2007), através de modelagem para
predicdo do melhor cenério de otimizacdo empregando o POA em questéo, trabalharam
com as variaveis: (i) pH; (ii) conc. H,0,; e (iii) temperatura, tendo como fator dependente
a DQO. Como respostas do modelo, obteve que a otimizacdo estaria em: (i) valores
acidos de pH; (ii) temperatura ambiente; (iii) dosagem de H,O, ndo definida. Desta forma,
tal cenario levaria a uma possivel remocéao de até 35%. No entanto, o estudo investigou
apenas valores de pH entre 3,0 e 5,0 e, naturalmente o modelo indicaria faixas acidas
para o melhor cenario, visto que outros valores ndo foram analisados. Assim, visto que
para TOC e DQO, o pH natural (4,4) reduziu a porcentagem de remocdo quando

comparado com as remocgdes encontradas em valores entre 6,2 e 8,0 (> 70%), pode-se
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concluir que, para a maior eficiéncia da remocao da resposta DQO, a faixa de pH
adequada situa-se em valores acima do natural da amostra.

Este efeito pode ser observado na curva de superficie da Figura 28, que
demonstra o comportamento da remocdo na interacdo marginalmente significativa
pH*Glifosato inicial, na qual apresentou um efeito negativo na resposta (Efeito = -
26,2000).

Figura 28 - Superficie de resposta para a interacdo pH*Glifosato inicial predizendo o comportamento da DQO
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Assim como para as figuras de superficie apresentadas no item anterior para TOC,
elevados valores do contaminante reduzem a eficiéncia do processo, bem como o pH
natural também néo favorece a remocao. Além disso, a mesma faixa encontrada como o
caminho da otimizacdo para remocéo de TOC, foi detectada na resposta DQO, entre 6,5
e 7,5, com o diferencial de valores alcalinos também terem demonstrado ser favoraveis

para a remocao da DQO.
4.4 Estudo dainfluéncia das variaveis e validacdo do modelo predito
4.4.1 pH

Em estudos prévios onde a degradacdo de compostos organicos foi investigada,
foi demonstrado que o pH inicial estava diretamente relacionado com a reatividade dos

materiais, 0 que favorecia ou ndo a eficiéncia do processo, uma vez que este é
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responsavel pelo balanco das condicdes do meio e disposicdo de carbonatos,
bicarbonatos e ions de acido carb6nico (BOJANOWSKA-CZAJKA et al., 2006; HOMLOK;
TAKACS; WOJNAROVITS, 2010). Em vista dos resultados do planejamento
demonstrando o quéo relevante esta variavel é para a eficiéncia da degradacédo do
glifosato reportado sob forma de matéria organica e, visto o seu papel na reacao, a
investigacdo deste fator é de extrema importancia. Além disso, a identificacdo de um pH
favoravel para a otimizacdo da degradacédo do glifosato é importante do ponto de vista
econdmico, uma vez que o ajuste do pH pode se tornar oneroso e requerer reparos em
reatores devido a incrustacdo de produtos secundarios (DE SOUZA et al., 2006).

Testes empregando tempos maiores (até 3 h) que o planejamento experimental (1
h) e variando os niveis de pH (4,4, 6,2 e 8,0) foram realizados, a fim de se validar os
resultados do planejamento e definir o pH 6timo de degradacéo do glifosato pelo processo
H202/UV. Na Figura 29 estao dispostos os resultados obtidos da degradacao do glifosato
(A) e sua cinética de degradacéo (A’), bem como a remogao de TOC (B) e DQO (C)
(Apéndice 1V) para concentracao inicial do herbicida de 50 mg/L e H202 60 mg/L.

Figura 29 — (A) Degradacéo do glifosato, (A’) cinética de degradagéo do glifosato, (B) Remogao de TOC em
diferentes pH (4,4, 6,2, e 8,0). Condic¢6es iniciais: Glifosato = 50 mg/L, H,O, = 60 mg/L.
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A degradacéo do glifosato é fortemente influenciada pela variacdo do pH do meio
reacional, como discutido anteriormente, onde os valores de pH iguais a 6,2 e 8,0 levaram
as maiores remocdes de glifosato (78 e 79%, respectivamente) quando comparado aos
valores de pH iguais a 4,4 (67% de remocao de glifosato), em 180 minutos de reacdo. As
constantes cinéticas de remocao de glifosato foram calculadas pela Equacao 2 de acordo
com os dados da Figura 209A e demonstradas na Figura 209A'. Como discutido
anteriormente, a taxa de degradacao do herbicida diminui em pH mais baixo por causa
do menor grau de dissociacdo do grupamento fosfato, ou seja, em pH 4,4 o0 kobs € igual a
0,0062 min-, contudo, para pH 6,2 e 8,0 0 kobs aumenta para 0,0126 e 0.0086 min*,
respectivamente.

Remocdes de TOC de 64, 48 e 38% foram atingidas para os valores de pH iguais
a 4,4, 6,2 e 8,0, respectivamente. Contudo, considerando a Figura 209B, diferencas
significativas entre os valores de pH 6,2 e 8,0 ndo puderam ser vistas, uma vez que a
analise apresentou erro médio em torno de +7.3%. Apesar de nas primeiras horas de
reacao a remocao de TOC apresentar os mesmos resultados para todos os pH avaliados
(considerando o erro médio), apos 144 minutos de reacédo o teste conduzido a pH 4,4
diminuiu 0 TOC em 43%, esse comportamento pode ser explicado pela maior energia de
ativacao requerida para degradar o composto organico menos dissociado, o que requere
um maior tempo, bem como pela possivel formacao de subprodutos mais reativos que o
composto inicial (VIDAL et al., 2015). E importante destacar que este comportamento se

demonstrou diferente de um tipico POA H202/UV, no qual baixos valores de pH induzem
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a uma maior geragdo de *OH. Contudo, para o caso especifico do glifosato, sua
dissociacado no meio reacional se mostra de extrema importancia para a conducao ideal
do processo.

A analise de DQO (Apéndice IV) apresentou remocdes de 100% para valores de
pH iguais 4,4 e 8,0 em 72 minutos de reacao. Contudo, devido ao erro apresentado na
maioria das medi¢Oes, provavelmente pela baixa concentracao, seu efeito ndo pode ser
explicado.

Comparando-se os resultados aqui obtidos com outros estudos, € possivel notar
que os valores de degradacéo reportados neste trabalho estdo de acordo com os de
outras pesquisas. Junges et al. (2013) alcancaram 36% de mineralizacdo em pH 5,2
dentro de 5 horas de contato. Ja Manassero et al. (2010) obtiveram 70% em pH 7,0

durante o mesmo tempo reacional do estudo anterior.

4.4.2 Concentragéo inicial de H202

Elevadas concentracdes de H202 podem causar uma queda na eficiéncia dos
processos com UV, uma vez que o agente oxidante pode reagir com *OH. Além disso,
baixas concentracdes de H202 também podem ser limitadores da rea¢gdo. Assim como o
pH, o H20: afeta a viabilidade econdémica do processo quando mal dosado, podendo
tornar o processo mais oneroso. Neste aspecto, encontrar a dose 6tima para este fator é
essencial para aumentar a eficiéncia da remocao do composto alvo e tornar a técnica
mais acessivel (BATISTA, MARIANA DA COSTA; SENNA, 2017; JUNGES et al., 2013).

A avaliacdo da concentracéo ideal prosseguiu-se da mesma forma que os testes
para definicdo do pH oOtimo: empregando um tempo de 180 minutos, variando-se
diferentes concentracbes de valores minimo e maximo, onde foram utilizadas
concentracbes minimas mais elevadas que as empregadas no planejamento, dada as
respostas de baixa eficiéncia demonstradas, ficando assim definidas em 60, 90 e 180
mg/L (valores proximos aos adotados nos estudos por Junges et al. (2013), Manassero
et al. (2010) e Vidal et al. (2015) os quais podem ser vistos na Tabela 9). A Figura 30

apresenta os resultados obtidos nos testes realizados com essas diferentes doses do
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agente oxidante para remocéao de glifosato (A) e sua cinética (A’), bem como a remogao
de TOC (B) e DQO (C).

Figura 30 - (A) Degradacéao do glifosato, (A’) cinética de degradacao do glifosato, (B) Remocao de TOC e (C)
Remocéo de DQO em diferentes doses de H202 (60, 90 e 180 mg/L). Condi¢des iniciais: Glifosato = 50 mg/L e

pH 8,0.
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Para a remocdo de glifosato, independente da dose de H20: inicialmente
empregada, as remocdes foram em torno de 80% apds 180 minutos de reagdo. Ao
contrario do comportamento cinético ocorrido com a variagdo do pH, quando a dose de
H20:2 é variada (60, 90, 180 mg/L) os kobs apresentam valores muito proximos: 0,0102,
0,0115 e 0,0086 min?, respectivamente. Contudo, considerando a maior constante
cinética calculada, o tratamento por POA H202/UV com 90 mg/L de H202 parece ser o
mais indicado. Um ponto interessante é que, para todos os parametros, a maior

concentracdo empregada, 180 mg/L, demonstrou uma cinética mais lenta e menos
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eficiente. Conforme foi dito anteriormente, este efeito pode estar relacionado a acgao
promovida pelo excesso de agente oxidante, conhecida como varredura de *OH.

Assim como os resultados de remocéao de glifosato, a dose de H20: foi indiferente
para a remocédo do TOC. Além disso, seu efeito ndo pode ser explicado pelo experimento
fornecer um erro médio de £9,7%. Remoc¢des de 100% de DQO foram atingidas dentro
de 72 minutos de reacdo em condi¢des iniciais de 60 e 90 mg/L de H20:2. Este resultado
estd em concordancia com o planejamento experimental, no qual demonstrou que
maiores doses de H202 diminuem o efeito na variavel resposta. Junges et al. (2013),
Manassero et al. (2010) e Vidal et al. (2015) reportaram remoc¢des de DQO de 36%, 70%
e 76% para as concentragdes de 120, 115 e 140 mg/L de H202, respectivamente.

4.4.3 Concentracdao inicial do contaminante

Tratamentos de agua e efluentes com concertacdes maiores de compostos
organicos podem ser mais desafiadores a respeito da taxa de remoc¢&o. Assim, com o
objetivo de avaliar o comportamento da degradacgéo do glifosato em concentracéo inicial
maior (100 mg/L), experimentos analisando a remocédo de TOC e DQO foram conduzidos

empregando 90 mg/L de H202 a pH 8,0 e com tempo maior de 5 h (Figura 31).

Figura 31 — Remocéao de TOC e DQO. Condig¢des iniciais: Glifosato = 100 mg/L, H,O, = 90 mg/L e pH = 8,0.
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Efeitos de concentracdo puderam ser visualizados neste estudo, uma vez que
concentracdes maiores de glifosato em 3 h de reac&o diminuiram a remocao de TOC em
quase 10% (42,6 e 52% de remocdo de TOC para 100 e 50 mg/L de glifosato
respectivamente). Mesmo apdés 5 horas de contato, a mineralizacdo maxima foi de 48%.
Para as analises de DQO, em 77 minutos de reacdo a 50 mg/L de glifosato inicial, obteve-
se 100% de eficiéncia. Quando aplicada concentragéo inicial de 100 mg/L, a remogao
diminuiu para 77% em 90 min de reacdo. Manassero et al. (2010) reportaram um
comportamento similar e indicaram que este estd associado a competicdo de

contaminantes pelo agente oxidativo.

4.5 Ensaios de toxicidade

A fim de se investigar se as solucdes tratadas com o POA H202/UV apresentam
diminuicdo da toxicidade, sementes padrdes foram submetidas as solucbes de glifosato
em diferentes concentragdes iniciais do contaminante. Ao se utilizar tal técnica baseada
nos estudos citados no item 4.5, as sementes de alface foram submetidas a duas
condicBes ambientais de ensaio para verificacdo da variagdo causada na germinacao,
sendo estas em temperatura e iluminagcdo ambiente e com controle em incubadora.

Para fins de representacdo do poluente em sua forma mais aproximada da
realidade, o glifosato de formulagcdo comercial foi empregado nesta pesquisa
(LAJMANOVICH et al., 2011).

E possivel ver na Figura 32 o comportamento da germinacéo de sementes de
Lactuca sativa (alface) sob condi¢cdes controladas de incubadora e sob condi¢bes nao
controladas em temperatura ambiente. Tal ensaio foi realizado sem submeter a amostra
ao tratamento e com a solugéo padréo de 500 mg/L, para verificacdo das alteragdes nas

diferentes situacbes de ensaio.
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Figura 32 - Germinacdo da semente Lactuca sativa em incubadora e em condi¢des ambientais néo
controladas

25

e Com incubadora
mm Sem Incubadora
===-Controle - Com Incubadera
====Controle - Sem Incubadera

-
_—
-—
F

| —
F
—
F
F

100% T 12,50% §,20% 310% 1,80% 0.80% 0.40% 0,.20% 0.10%
Dllm;au da Solugdo de Glifosato (100% = 500mg/L)

Quando as sementes de diferentes diluicbes da amostra, contendo inicialmente
500 mg/L, foram expostas a ambiente n&o controlado (tais como iluminacdo e
temperatura, essenciais e favoraveis ao crescimento), um crescimento ndo ordenado e
desfavorecido foi verificado. Para as amostras que cresceram em incubadora esses
efeitos ndo foram visualizados. Fantin et al. (2009) cita que as condi¢cdes ambientais e o
alto vigor das sementes (caracteristicas inerentes ao organismo que favorecem ou nao a
germinacao), sdo de extrema relevancia para determinar uma rapida emergéncia e o
desenvolvimento uniforme das plantulas. Desta forma, é possivel concluir que tal ensaio,
a fim de se minimizar as variagbes que as condi¢cdes ambientais ndo controladas
causariam no crescimento, o emprego da incubadora se mostra essencial. Além disso, é
possivel ver de fato o efeito deletério causado pelo contaminante aos organismos testes

ao se minimizar as variagdes externas.
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As mudancas da toxicidade antes e depois do emprego do H202/UV no tratamento
de 4guas contendo glifosato, bem como CEO e CENO, podem ser vistos na Figura 33
para (a) L. sativa e (b) E. sativa Apés o tratamento, é possivel notar que ha um aumento
significativo na germinacdo das sementes em virtude da diminuicdo da toxicidade nas
diluicdes de 100 a 1,6% para as amostras de (a) e 100 a 0,8% de (b). Contudo, as
diluicdes de 0,8% a 0,1% das amostras (a) e de 0,4% a 0,1% de (b) apresentam um
aumento na toxicidade, que resultou na reducédo do desenvolvimento das sementes. Isto
pode estar relacionado a um possivel desequilibrio na pressdo osmdética das sementes,
onde todos os componentes da amostra estdo em quantidades infimas e a agua
prevalece acima destes. Fanti e Perez (2004) citam que o processo de absorc¢ao da agua
pela semente ocorre de maneira muito rapida e, quando esta se apresenta em excesso,
causa uma desordem nas membranas celulares, quebra dos tecidos, evasao de solutos

para 0 meio, crescimento anormal e pouco vigor nas plantulas.
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Figura 33 - Resultado do ensaio de germinagédo, em incubadora, das sementes (a) Lactuca sativa e (b) Euruca
sativa antes e depois do tratamento com o POA H202/UV. Condigdes iniciais do tratamento: glifosato = 50
mg/L, H202 = 60 mg/L e pH = 8,0. Em incubadora.

25

= N3o-tratado
= Pos-Tratado
=== Controle

* CcEO
* % CENO

Tamanho da Radicula (mm)

—*—

0

[

'
o

I
—_—

!
S ———

!

I
—

)

'
R —

!

I
I,

!

[
_ !
_ l

0
100% 50% 25% 1250% 620% 3,10% 160% 080% 040% 020% 010%

Diluigdo da Amostra
*
= Nao-tratado
mm Pos-Tratado
=== Controle
* *  CEO
* % CENO

25% 12,50% 6,20% 3,10% 160% 080% 040% 020% 0,10%
Diluigdo da Amostra

50

45

40

Tamanho da Radicula (mm)
- —y [\%] [\%] [ o
k=1 w o w o w (=] w
|
1
1
|
1
1
|
1
|
1
1
1
1
1
1
|
|
1
1
|
1
1
i
|
1
1
|
[}
1
|
1
1
1
1
|

Além disso, é possivel observar que as amostras poés-tratadas tiveram um
favorecimento no crescimento radicular, no qual sobressaiu o tamanho do grupo controle
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em ambas as sementes nas seguintes diluicbes: 50%, 25%, 12,5%, 6,2%, 1,6% e 0,8%.
Tal resultado pode estar correlacionado com as baixas dosagens de glifosato, que podem
estimular o crescimento de plantas, tal fenbmeno é conhecido como hormese
(EDIVALDO D VELINI, ELZA ALVES, MARIA C GODOY; DUKE, 2008; NASCENTES et
al.,, 2018; STEPHEN O. DUKE, NINA CEDERGREEN, EDIVALDO D.VELINI, 2006;
WAGNER; KOGAN; PARADA, 2003). Velini et al (2008) investigaram o efeito de estimulo
do glifosato em doses subletais em milho, soja, pinheiro, eucalipto e a planta daninha
Commelia benghalensis L.. Os autores reportaram que em todas as plantas o
crescimento foi estimulado quanto menores as dosagens do herbicida. Apenas as
sementes de soja e milho resistentes ao glifosato que ndo apresentaram o efeito. Além
disso, neste mesmo estudo, foi demonstrado que, devido a dosagem néo fixa que
alcancam as plantas individualmente pela aplicacdo do herbicida em cultivos, plantas
invasoras podem ter um crescimento aumentado e a eficicia pelo uso do herbicida pode
ser diminuida.

Apesar do mecanismo deste fenbmeno ainda ser pouco conhecido, alguns autores
investigaram possiveis vias de beneficiamento das baixas dosagens do glifosato em
organismos. Nascentes et al. (2018) reportaram que, ap0s a exposi¢cao de 40 a 60 dias
de sementes de eucalipto e cana-de-acucar a doses subletais do herbicida, foi observado
um estimulo a assimilacao de CO,, aumento nas taxas de conduténcia estoméatica e taxas
respiratérias, o que resultou numa melhoria da fotossintese nas plantas.

Os testes estatisticos de Qui-quadrado e Barlett apresentaram resultados positivos
para homogeneidade e normalidade para ambas as sementes. Para os resultados da
diferenca estatistica entre as médias das amostras e o controle, foi possivel identificar
que o CEO da Lactuca sativa esta na concentracdo inicial de 50 mg/L e, apés o
tratamento, diferencgas significativas nédo foram detectadas. Diferentemente deste, as
sementes de Euruca sativa foram mais sensiveis a variagdo da concentracdo. Antes do
tratamento, a concentracéo que causava efeito deletério aos organismos era de 0,1 mg/L.
Apés o tratamento com o POA, a amostra de 50% de diluicdo que foi estabelecida como
CEO. Isto indica que, apesar de diferentes autores indicarem ambas as sementes como
organismos testes adequados para este ensaio, as sementes de rucula foram mais

sensiveis as variagbes das concentracdes. Tais organismos tiveram sensibilidade em



90

concentragbes baixas e apresentaram resultados robustos nos testes de toxicidade.

Rebessi et al. (2011) demonstraram que, para sementes de E. sativa expostas ao

herbicida glifosato, a sensibilidade maxima reportada foi de 2 mg/L. Para o presente

trabalho, com base nos testes estatisticos presentes no Apéndice Ill, tal organismo

apresentou efeitos a amostras contendo 0,1 mg/L.

5. CONCLUSAO

O processo H202/UV pode ser uma alternativa viavel e eficiente para tratar aguas
contaminadas com formulagbes comerciais do herbicida glifosato;

Através do estudo das variaveis foi possivel alcancar uma remocao de glifosato
de 77% em 144 minutos de reagao nas condi¢des de pH = 8,0, H202 inicial = 90
mg/L e 50 mg/L do contaminante inicial;

Através do estudo estatistico foi demonstrado que o pH inicial € o parametro mais
significativo para o POA empregado neste trabalho;

A partir dos ensaios de ecotoxicidade com as sementes Euruca sativa e Lactuca
sativa foi mostrado que a toxicidade foi reduzida, respectivamente, em cerca de
25% e 50% apds o emprego do POA em condicdes de teste inicial de pH 8,0, 60
mg/L de H202 e 50 mg/L de glifosato;

Incubadora é essencial para ensaio de avaliacdo da toxicidade do glifosato com
as sementes E. sativa e L. sativa a fim de se evitar interferéncia externa no
resultado da germinacéo;

Em algumas amostras o tamanho radicular desenvolvido foi maior que o controle,
indicando uma provavel hormese;

A semente E. sativa foi mais sensivel ao glifosato quando comparada com a L.
sativa, tornando assim, este organismo o0 mais adequado para o estudo da

toxicidade para o contaminante empregado neste trabalho.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Investigar o ponto 6timo da reacao de H202/UV relatado neste trabalho em
aguas de superficie e subterraneas contaminadas com o glifosato, visto que
nestas matrizes, existem outros compostos disponiveis que podem gerar
uma diminui¢do na eficiéncia da degradag¢ao do contaminante;

Avaliar a toxicidade empregando as sementes Euruca sativa e Lactuca
sativa em aliquotas retiradas em diferentes tempos do processo H,0,/UV,
a fim de se elucidar se é necessario alcancar a completa mineralizacdo do
composto para que a toxicidade nao interfiram a germinagéo;

Ainda sobre o approach proposto, é necessario também estudar as
varidveis tempo e temperatura propostas, objetivando-se otimiza-las para

gue um menor tempo de leitura seja requerido.
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APENDICE I

Figura 34 - Curvas de calibracdo da metodologia de Bhaskara e Nagaraja (2006) de 0,1 a 3,5 mg/L em (a) pH
4,4; (b) pH 6,2; e (c) pH 8,0.
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Figura 35 - Varredura na concentracao de 3,0 mg/L de glifosato padrdo descontando o branco em pH 4,4.
(a) varredura completa; e (b) aproximacgao de 370 - 700 nm.
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Figura 36 - Varredura na concentragao de 3,0 mg/L de glifosato padrdo descontando o branco em pH 6,2.
(a) varredura completa; e (b) aproximagao de 370 - 700 nm.

0,40
0,30
~ 0,20
0,10

0,00
< -0.1¢°-00 100,00 200,00 300, ,00 500,00 600,00 700,00 800,00
< -0,

=

(@)

s)

Abs

~—

cia

-0,20
-0,30
-0,40
-0,50

Abso

Comprimento de onda (nm)

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

0,00
_0.057 @00 420,00 470,00 520,00 570,00 620,00 670,00 720,00

(b)

Absorbancia (Abs)

-0,10 :
Comprimento de onda (nm)



105

Figura 37 - Varredura na concentragao de 3,0 mg/L de glifosato padréo descontando o branco em pH 8,0.
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Apéndice II

Figura 38 - Leitura das amostras das condic6es de teste Co Glifosato = 50 mg/L, Co H,O, = 60 mg/L, pH = 8,0.
B = Branco. (A) Somente H,O,; (B) Somente UV; e (C) H,0,/UV.




Apeéndice III

Figura 39 - Teste de Dunnett para amostra ndo tratada de L. sativa

ALFACE PRE- TRRTHDO <58 MG.L>
File: ALFACE PRE 2 Transform: NO TRANSFORMATION

DUNNETTS TEST = TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment
TRANS FORMED MEAN CALCULATED IN
IDENTIFICATION ORIGINAL UNITS T STAT SIG
CONTROLE ALFACE .
10082 2.998 ==
58 1.648
25 1.933
12.5% A.194
6.2% -1.755
3.1% A.162
1.6% . -1.851
B.8x c -2.277

ALFACE PRE— TRRTHDO <58 MG.L>

File: ALFACE PRE 2 Transform: NO TRANSFORMATION
DUNNETTIS TEST = TABLE 2 OF 2 Ho:Control{Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff « of DIFFERENCE
IGROUP IDENTIFICATION REPS ¢IN ORIG. UNITS> CONTROL FROM CONTROL

107
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Figura 40 - Testes de Dunnett, Bonferroni e Williams para amostra pds-tratada de L. sativa

ALFACE POS—-TRATADO
ALFACE POS-TRATADO Transform: NO TRANSFORMATION

DUNNETTS TEST TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
ORIGINAL UNITS

CONTROLE
108>

58x -2.446

25 -2.348

-1 .4086

-1.145

-8.113

-1.789

2.315

{1 Tailed Value, P=8.85, df=218.9>

ALFACE POS-TRATADO
File: ALFACE POS-TRATADO Transform: NO TRANSFORMATION

BONFERRONI T-TEST TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN

ORIGINAL UNITS T STAT

CONTROLE 17.154
1808 13.581 1.290
50 23.931 -2 .446
257 23.658 -2.348
12,5% 21.0849 21.049 —-1.486
6,2% 20.327 20.327 -1.145
cloale] 17.467 17.467 -8.113
1.6% 21.888 21.888 -1.789

’ 10.748 18.740

{1 Tailed Value, P=08.85, df=120.9>

ALFACE POS-TRATADO
File: ALFACE POS-TRATADO Transform: NO TRANSFORMATION

WILLIAMS TEST <(Isotonic regression model) TABLE 1 OF 2
ORIGINAL TRANSFORMED ISOTONIZED




Figura 41 - Testes de Dunnett, Bonferroni e Williams para amostra néo tratada de E. sativa

RUCULA_PRE-TRATADO <58 MGL>
[File: RUCULA PRE-TRATADO

DUNNETTS TEST

Transform: NO TRANSFORMATION
TABLE 1 OF 2
TRANSFORMED
MEAN

Ho:Control{Treatment

MEAN CALCULATED IN

IDENTIFICATION ORIGINAL UNITS

CONTROLE RUCULA
188z

508z

25%

12.5z

6.2%

T STAT

RUCULA_ PRE-TRATADO (5@ MGL>
File: RUCULA PRE-TRATADO

BONFERRONI T-TEST

Transform:
TABLE 1 OF 2
TRANS FORMED

MEAN

NO TRANSFORMATION
ontrol{Treatment

MEAN CALCULATED IN

GROUP IDENTIFICATION ORIGINAL UNITS

CONTROLE RUCULA

T STAT

6. *
6. £
[ *
5. »*
4. *
4. »
4. =
4. *
3. -

af-120,9>

RUCULA PRE-TRATADO (58 MGL>
[File: RUCULA PRE-TRATADO

WILLIAMS TEST ({Isotenic regre

NO TRANSFORMATION

TABLE 1 OF 2
ANSFORMED ISOTONIZED
MEAN MEAN

Transform:

ion model)

RUCULA_ PRE-TRATADO <56 MGL>
[File: RUCULA PRE-TRATADO

DUNNETTS TEST =

Transform: NO TRANSFORMATION
TABLE 2 OF 2

NUM OF
REPS

Minimum Sig Diff x of

IGROUP IDENTIFICATION CIN ORIG. UNITS)

CONTROLE RUCULA
1007
507

OO0 O U A L B

RUCULA PRE-TRATADO <58 MGL>

[File: RUCULA PRE-TRATADO Transform: MO TRANSFORMATION

BONFERRONI T-TEST = TABLE 2 OF 2
HUM OF Hinimum Sig

Dif
IDENTIFICATION REPS C(IN ORIG. UHITS)

CONTROLE RUCULR
11.582
11.582

B BN I B3 00 BN BN
OO m
oMM o®

]
-]
=]

RUCULA PRE-TRATADO <58 MGL>
File: RUCULA PRE-TRATADO NO TRANSFORMATION
TABLE 2 OF 2

TABLE D
HILLIRHS

Transform:

ISOTONIZED CALC. SIG
MEAN e

WILLIAMS P
CONIROLE RUCULA

106z 5.828
5.828
5.8209
5.820
5.828
5.828

Nute- df used for table values are approximate when v > 28.

EGREES
FREEDOM
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DIFFERENCE
CONTROL FROM CONTROL

Ho:Control{Treatment

of  DIFFERENCE
CONTROL FROM CONTROL
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Figura 42 - Testes de Dunnett, Bonferroni e Williams para amostra pés-tratada de E. sativa

RUCULA POS-TRATADO
File: RUCULA POS-TRATADO Transform: NO TRANSFORMATION

DUNNETTS TEST TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Ireatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
IGROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT

CONTROLE RUCULA
188

58z 2.411

25% 1.444

12.5% 3.242

6.2% 1.858

3.1z 1.581

1.6 - 0.923

8.8x -8.687

A.4~ 3.319

(1 Tailed VUalue, P=08.85, df=210.9>

RUCULA POS—-TRATADO
RUCULA POS-TRATADO Transform: NO TRANSFORMATION

BONFERRONI T-TEST TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
IGROUP IDENTIFICATION ORIGINAL UNITS T STAT

CONTROLE RUCULA
100a::

582

25

12.5%

6.2%

3.1x

1.6

a.8x

(1 Tailed Value, P=68.85, df=120.9>

RUCULA POS—-TRATADO
File: RUCULA POS-TRATADO Transform: NO TRANSFORMATION

WILLIAMS TEST <(Isotonic regression model) TABLE 1 OF 2

ORIGINAL TRANSFORMED ISOTONIZED
IDENTIFICATION MEAN MEAN

CONTROLE RUCULA 39.992 39.992
1808 13.917 13.917

58 25.327 25.327

25 31.207

12.5% 28.274

6.2% 33.6072

3.1z 30.379

7 34.377

43.685
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APENDICE IV

Figura 43 - Remoc¢é&o de DQO em diferentes pH (4,4, 6,2, e 8,0). Condi¢8es iniciais: Glifosato = 50 mg/L, H,O, =

60 mg/L.

DQO (C/Co)

—TT—T—7—T—7T—T—T7—— 77T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

tempo (min.)
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Anexo |

Figura 44 - Pico de absorc¢ao da técnica de quantificagc8o do herbicida glifosato reportado pelos autores
Bhaskara e Nagaraja (2006)
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