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RESUMO 
 
 

 

TÍTULO: PEROXIDASE APLICADA A DEGRADAÇÃO SIMULTÂNEA DE 

MICOTOXINAS E AGROTÓXICOS EM ÁGUA DA CADEIA PRODUTIVA DE ARROZ 

Autora: Ediane Patricia Pedrosa Braga 

Orientadora: Profa. Drª. Jaqueline Garda-Buffon 

Coorientadora: Drª. Maristela Barnes Rodrigues Cerqueira 

 
 

O arroz desempenha um papel crucial na dieta global; no entanto, sua produção enfrenta desafios 

ambientais, especialmente no beneficiamento do arroz parboilizado, que resulta em efluentes 

contaminados. O objetivo deste estudo foi aplicar a enzima peroxidase (PO) em águas residuais 

da cadeia produtiva do arroz para degradar simultaneamente de aflatoxina B1, ocratoxina A, e 2,4- 

diclorofenoxiacético. Para isso, o estudo aplicou parâmetros de validação dos métodos analíticos 

para a técnica SILLME que incluíram faixa linear de trabalho, limites de detecção e quantificação, 

precisão intermediária e exatidão no sistema LC-DAD/FL. Para o estudo de degradação de OTA, 

AFB1 e 2,4-D pela enzima PO foi realizado avaliando as condições de atividade enzimática 

(0,005-0,01 U mL-1), tempo de reação (1-24 h), temperatura (10-40 °C), agitação (0-100 rpm), 

concentração de peróxido de hidrogênio (0,02-0,1%) e adição de íons metálicos Ca2+ Mg2+ (0-5 

mmol L-1), por delineamento experimental fatorial 27-3. Os ensaios de degradação simultânea 

foram realizados em reator tipo Erlenmeyer tendo 10 mL como volume de meio reacional, 

empregando a água de parboilização. A técnica SILLME demonstrou ser eficiente, possibilitando 

a extração rápida, fácil e econômica dos analitos. As curvas analíticas apresentaram coeficientes 

de correlação (r) superiores a 0,99. Os limites de detecção e quantificação foram adequados para 

a análise do 2,4-D e micotoxinas em água, com recuperações entre 80 e 120% e precisão inferior 

a 20%. Em relação a maior degradação dos contaminantes foi observada quando empregadas as 

condições de atividade da PO de 0,005 U mL-1, tempo de reação de 1 h, sem agitação, na 

temperatura de 40 °C, com adição dos cofatores Ca2+ e Mg2+ (5 mmol L-1), e H2O2 (0,1%). Nestas 

condições, a degradação de OTA foi 91,7%, para AFB1 58,8% e 2,4-D 90,7%. Este método 

apresenta potencial para mitigar os impactos ambientais associados à produção de arroz, 

contribuindo para a preservação da qualidade do sistema hídrico. 

Palavras-chave: Biotecnologia; Biodegradação Aflatoxina B1; Ocratoxina A; 2,4-D. 
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ABSTRACT 
 
 

 

TITLE: PEROXIDASE APPLIED TO THE SIMULTANEOUS MYCOTOXINS AND 

PESTICIDES DEGRADATION IN WATER FROM RICE PRODUCTION CHAIN 

Author: Ediane Patricia Pedrosa Braga 

Advisor: Profa. Dra. Jaqueline Garda-Buffon 

Co-Advisor: Maristela Rodrigues Barnes Cerqueira 

 
 

Rice plays a crucial role in the global diet; however, its production faces environmental challenges, 

especially in the processing of parboiled rice, which results in contaminated effluents. This study 

aimed to apply the enzyme peroxidase (PO) to wastewater from the rice production chain to 

simultaneously degrade aflatoxin B1, ochratoxin A, and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. To this 

end, the study applied analytical method validation parameters for the SILLME technique which 

included linear working range, detection and quantification limits, intermediate precision, and 

accuracy in the LC-DAD/FL system. The degradation study of OTA, AFB1 and 2,4-D by the PO 

enzyme was carried out by evaluating the conditions of enzyme activity (0.005-0.01 U mL-1), 

reaction time (1-24 h), temperature (10-40 °C), agitation (0-100 rpm), hydrogen peroxide 

concentration (0.02-0.1%) and addition of Ca2+ Mg2+ metal ions (0-5 mmol L-1), using a 27-3 

factorial experimental design. The simultaneous degradation tests were carried out in an 

Erlenmeyer flask with 10 mL as the volume of the reaction medium, using parboiling water. The 

SILLME technique proved efficient, making it possible to extract the analytes quickly, easily, and 

economically. The analytical curves showed correlation coefficients (r) greater than 0.99. The 

detection and quantification limits were adequate for analyzing 2,4-D and mycotoxins in water, 

with recoveries between 80 and 120% and precision of less than 20%. Greater degradation of the 

contaminants was observed when using the conditions of 0.005 U mL-1 OP activity, 1 h reaction 

time, without stirring, at a temperature of 40 °C, with the addition of the cofactors Ca2+ and Mg2+ 

(5 mmol L-1), and H2O2 (0.1%). Under these conditions, OTA degradation was 91.7%, AFB1 

58.8%, and 2.4-D 90.7%. This method can potentially mitigate the environmental impacts 

associated with rice production, contributing to preserving the quality of the water system. 

 
Keywords: Biotechnology; Biodegradation; Aflatoxin B1; Ocratoxin A; 2,4-D 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O arroz (Oryza sativa L.) é cultivado e consumido em todos os continentes, sendo um 

alimento básico da dieta para cerca de 2,5 bilhões de pessoas. Segundo estimativas feitas pela 

FAO, até 2050, haverá uma demanda para atender ao dobro dessa população (EMBRAPA, 2023). 

Dentre o ranking do cultivo em todos os continentes, o asiático se destaca em primeiro lugar com 

cerca de 90% da produção mundial, onde estão presentes os oitos maiores produtores de arroz: 

China, Índia, Indonésia, Bangladesh, Vietnã, Tailândia, Myanmar e Filipinas. O Brasil ocupa o 

nono lugar no ranking mundial de produção (EMBRAPA, 2023). No Brasil, o segundo prognóstico 

da produção nacional de grãos, cereais, leguminosas e oleaginosas para 2024 é de 306,2 milhões 

de toneladas. A produção do arroz em casca deve crescer no Rio Grande do Sul (41,2%) e declinar 

no Mato Grosso (-14,6%), Paraná (-1,4%), Goiás (-4,5%), Mato Grosso do Sul (-7,4%), Minas 

Gerais (-4,5%), Santa Catarina (-1,9%), Tocantins (-6,4%), Rondônia (-10,3%), São Paulo (-

3,2%), Bahia (-2,9%), Maranhão (-1,3%), Piauí (-3,9%), Pará (-5,9%) e em Sergipe (-7,0%).  A 

estimativa para a produção em 2024 para o arroz é de 10,5 milhões de toneladas (IBGE, 2023). A 

Figura 1 demostra a distribuição de cultivo de arroz na região do estado do Rio Grande do Sul de 

acordo com IRGA, (2023). 

Figura 1: Área semeada e produtividade 2023/2024 no RS. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: IRGA, (2023). 

O mais recente levantamento do IRGA (2024) indica que 603.136 hectares (ha) de arroz 

foram colhidos no Rio Grande do Sul, isso representa cerca de 66,99% dos 900.203 ha semeados 
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na safra de 2023/2024 em todo o estado. Porém este avanço é pequeno, em função das chuvas 

registradas e que provocaram enchentes em algumas regiões produtoras de arroz. 

Neste sentido, a cultura de arroz em si, gera preocupações ambientais significativas, como 

redução de ecossistemas devido a abertura de novas áreas para cultivo, a redução da capacidade 

produtiva do solo em decorrência de práticas inadequadas de produção, a redução da qualidade do 

ar em decorrência da emissão de gás metano (gás de efeito estufa), e a redução da quantidade e 

qualidade da água devido ao assoreamento dos rios e devido a contaminação pela utilização de 

agrotóxicos (BARRIGOSSI et al., 2004). 

Além disso, os impactos ambientais não se limitam ao cultivo; os processos da indústria de 

beneficiamento do arroz, ressaltando a produção de arroz parboilizado é o que gera maior impacto 

ambiental. O beneficiamento do arroz parboilizado pode ser dividida basicamente em 3 

importantes etapas: encharcamento, gelatinização e secagem. Essas etapas geram uma grande 

quantidade de efluente, podendo chegar a 4 L por kg de arroz beneficiado (BASTOS et al., 2010; 

SANTOS; TURNES; CONCEIÇÃO, 2012). 

Com isso, a presença de contaminantes biológicos e químicos contribui igualmente para 

esse impacto ambiental. Destacam-se entre os contaminantes biológicos as micotoxinas, que são 

substâncias produzidas por fungos que provocam efeitos tóxicos em animais e humanos. A 

identificação de micotoxinas atualmente corresponde a mais de 500 moléculas diferentes 

(EMBRAPA, 2021). As micotoxinas mais nocivas são o grupo das aflatoxinas (AFLAs), 

Ocratoxina A (OTA), fumonisinas (FUMO), Zearalenona (ZEN), Desoxinivalenol (DON), 

Citrinina (CIT), Patulina (PAT) (RIBEIRO et al.,2023; MARIN et al., 2013).  

Os grupos de relevância para a cadeia produtiva de cereais são as aflatoxinas (AFLA) e a 

ocratoxina A (OTA) pela toxicidade, especialmente carcinogenicidade (CARVAJAL, 2013; 

PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2012). As micotoxinas, quando presentes, 

encontram-se principalmente na camada mais externa do grão sendo que a etapa de irrigação no 

cultivo do cereal e a etapa de encharcamento na parboilização pode proporcionar a migração destas 

moléculas para água agregada a outros solutos, comprometendo a qualidade do efluente a ser 

descartado (LEITE, 2019). Outros contaminantes de destaque são os agrotóxicos, empregados no 

controle de pragas e aumento da produtividade agrícola. Apesar da vantagem do uso de 

agrotóxicos, estudos vêm relacionando o seu emprego com doenças em humanos e animais, como 

câncer e alterações hormonais (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Dentre os 10 agrotóxicos mais 

comercializados em 2022 encontram-se o ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) e o glifosato 
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(IBAMA, 2022). A importância de abordar contaminantes, como micotoxinas e agrotóxicos, reside 

no potencial impacto que essas substâncias podem ter na saúde humana e nos ecossistemas 

aquáticos. Dados reforçam que o cultivo de arroz no estado do Rio Grande do Sul emprega 

fortemente o uso do recurso hídrico para a produção deste cereal, Tendo como consequência a 

presença de contaminantes biológicos, como micotoxinas, e químicos, como agrotóxicos, nestes 

efluentes gerados, pode ocorrer a possibilidade de retorno ao consumo humano e animal, conforme 

mencionado por Silva et al. (2011) em todas as regiões produtoras de arroz do Sul do Brasil 

verifica-se a presença de ao menos um agrotóxico ocorrente em águas subterrâneas. Desta forma, 

alternativas quanto a degradação destes contaminantes se tornam necessárias e urgentes para a 

disponibilização de sistema hídrico de qualidade. Com base nestes dados, a hipótese deste estudo 

é avaliar a potencialidade de aplicar a enzima PO na degradação de micotoxinas em água da cadeia 

produtiva do arroz. No entanto, outros contaminantes potenciais como os agrotóxicos são 

detectados neste sistema pela aplicação durante o cultivo do grão. Assim, a aplicação da enzima 

pode também reduzir a contaminação por agrotóxicos, devido sua estrutura química, concomitante 

a de micotoxinas, descontaminando o sistema ambiental.  

Dados reforçam essa hipótese, uma vez que já foi estudada em degradação de micotoxinas 

como, peroxidase como agente de degradação simultânea de ocratoxina A e zearalenona aplicada 

a solução modelo e cerveja (Garcia et al., 2020); Na degradação de deoxinivalenol (DON) e a 

atividade da enzima peroxidase durante fermentação submersa (GARDA-BUFFON; KUPSKI; 

BADIALE-FURLONG, 2011), e Degradação de níveis de aflatoxina B1 por ação da peroxidase 

em solução modelo (MARINON; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2016) sendo assim, podendo ser 

aplicada concomitantemente na degradação de agrotóxicos no tratamento de água da cadeia 

produtiva do arroz, principalmente devido a sua estrutura química, principalmente pela capacidade 

da enzima de oxido-redução destes compostos e seu mecanismo de ação variado pela atuação em 

diferentes grupamentos: CH-CH; C=O; HC=CH; CH-NH-; NADH e NADPH (VELDE; 

RANTWIJK; SHELDON, 2001). Assim, a aplicação da enzima na descontaminação de águas da 

cadeia produtiva do arroz pode contribuir com a recuperação da qualidade do sistema hídrico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Aplicar a enzima peroxidase em águas residuais da cadeia produtiva do arroz visando a 

degradação de micotoxinas aflatoxina B1 e ocratoxina A, e agrotóxico 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D). 

2.2 OBJETIVO ESPECÍFICOS 

• Validar método para determinação de AFB1, OTA e 2,4-D empregando a extração por 

SILLME e quantificação em LC-DAD-FL; 

• Padronizar as condições de aplicação da PO na degradação de micotoxinas e agrotóxico 

(temperatura, atividade da enzima, sistemas de agitação e concentração de peróxido de 

hidrogênio) em águas de cultivo e de processamento do arroz. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

  

3.1 MICOTOXINAS 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por uma variedade de fungos 

filamentosos, especialmente por espécies toxigênicas dos gêneros Aspergillus, Fusarium e 

Penicillium (BENTO et al., 2012). Os efeitos deletérios desses compostos sobre a saúde humana 

e animal estão relacionados a efeitos carcinogênicos, hepatotóxicos e mutagênicos. Cerca de 25 a 

80% de todos os produtos agrícolas produzidos no mundo estão contaminados com alguma 

micotoxina (FAO, 2024; ESKOLA, et al., 2019). As micotoxinas são consideradas os 

contaminantes naturais que ocorrem com maior frequência na dieta de humanos e animais (YAFEI 

et al., 2020). Os teores de água dos grãos, umidade do ar, temperatura, período de armazenamento, 

nível inicial de contaminação, impurezas, insetos, concentração de dióxido de carbono (CO2), 

condições físicas e sanitárias dos grãos, são fatores importantes para o desenvolvimento de fungos 

em grãos (REED et al., 2007; PARK et al., 2012; RAUDIENE et al, 2017; SANTOS et al., 2012; 

JIAN et al., 2014; CARNEIRO, 2019; REHMAN et al., 2002; PARAGINSKI et al., 2014a; 

PARAGINSKI et al., 2014b; PARAGINSKI et al., 2015; CORADI et al., 2016; LANE; 

WOLOSHUK, 2017; PARAGINSKI, et al., 2019). Em condições ambientais favoráveis, os 

esporos dos fungos germinam, formando hifas que se distribuem pelos grãos e outros substratos, 

sendo capazes de produzir estes metabólitos secundários tóxicos (PRADO et al., 1991; LAZZARI, 

1997). Atualmente, ainda é restrito o conhecimento sobre a produção de toxinas e a relação com o 

desenvolvimento dos fungos produtores. Porém, sabe-se que se multiplicam, se proliferam e 

produzem micotoxinas em cereais, especialmente em milho (MUNKVOLD et al., 2019), trigo 

(GETAHUN, et al., 2023), cevada (BADEA, et al., 2023), sorgo (RATNAVATHI; KOMALA; 

CHAVAN, 2016), e, com destaque, arroz (TROESTCH; REYES; VEJA; 2022); ZHU, et al., 2021; 

YI, et al., 2021; ZHAO,  et al., 2019), por encontrar um substrato altamente nutritivo 

(CONCEIÇÃO et al., 2022). 

Dessa maneira, as micotoxinas representam um risco significativo não só para a saúde 

humana, mas também para a saúde animal (CORDERO-MENDOZA, 2023). Existem várias 

classes de micotoxinas, e cada uma possui uma natureza química específica, sendo as principais 

as aflatoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. As 

aflatoxinas pertencem a uma classe de compostos conhecidos como aflatóxicos, que são na 
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verdade um grupo de quatro compostos relacionados as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. A de maior 

relevância é aflatoxina B1, (3S,7R)-11-metoxi-6,8,19-

trioxapentaciclo[10.7.0.02,9.03,7.013,17]nonadeca-1,4,9,11,13(17)-pentaeno-16,18-diona, descrita 

por ser mais hepatotóxica e hepatocarcinogênica das aflatoxinas e ocorre como contaminante em 

uma variedade de alimentos. A estrutura da AFB1(Figura 2) é derivada de molécula de 

difuranocumarina e possuem anéis di-hidrofurano. A AFB1 possui características cristalinas, 

amarelo-claro ou incolores, mostra-se levemente solúvel em água (10-20 g L-1) e em solventes 

como clorofórmio, dimetil sulfóxido e/ou metanol. As aflatoxinas, são resistentes a elevadas 

temperaturas, principalmente a AFB1, isto representa uma barreira para sua degradação nos 

alimentos por tratamento térmico, sendo seu ponto de fusão 296 ºC (PIEREZAN, 2013; 

MANOEL-MARTINS, 2015). 

Figura 2-Estrutura química da AFB1. 

O

OO O
CH3

O O

 

Fonte: autoria própria. 

Em relação a toxicidade da AFB1, ela é uma molécula que uma vez absorvida no 

organismo, é metabolizada no fígado, sofrendo reações de hidroxilação com formação de 

aflatoxinas M1 e Q1. Com isso, essas moléculas tornam-se solúveis em água, possibilitando sua 

rápida excreção através da urina, bile e leite (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; NIDHINA et al., 

2017). Por outro lado, reações de epoxidação, também no fígado, levam a formação de compostos 

ativados, como o 8,9-óxido de AFB1 e o AFB1-2,3 epóxido, compostos altamente eletrofílicos, 

capazes de reagir de forma covalente com macromoléculas de DNA, RNA e proteínas. Esta ligação 

modifica a estrutura e a atividade biológica do DNA e de proteínas, provocando alterações 

mutagênicas na célula, que por sua vez leva a ocorrência de alterações bioquímicas como 

inativação de macromoléculas essenciais tendo como consequência a morte celular, originando os 

efeitos básicos da intoxicação (OLIVEIRA; GERMANO, 1997). Por isto, as aflatoxinas são 

potentes hepatotóxicos, apresentando também propriedades carcinogênicas, mutagênicas e 

imunossupressoras. Os sinais clínicos são conhecidos como aflatoxicose uma doença crônica que 

incluem na redução da produção de leite em bovinos leiteiros, baixo ganho de peso em animais 
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em crescimento, redução no consumo de matéria seca, danos ao fígado com elevação das enzimas 

hepáticas e bilirrubina, dores abdominais, cólica, diarreia e tenesmo, podendo estar acompanhado 

por prolapso de reto e imunocompetência reduzida. A aflatoxicoses agudas são raras, porém 

podem provocar fotodermatite, edema submandibular, diarreia e alterações nervosas (AWAD et 

al., 2012; RIET-CORREA et al., 2013). Além disso, a AFB1 é classificada como pertencente ao 

Grupo 1 (IARC, 2012). Essa classificação como cancerígena do Grupo 1 indica que a AFB1 possui 

evidências suficientes de sua carcinogenicidade em humanos e é considerada um risco 

significativo para a saúde humana (DAI et al., 2017). 

Outra molécula importante de se destacar, é a ocratoxina A, que está entre as mais 

importantes moléculas do grupo das ocratoxinas, que são produzidas por vários fungos, incluindo 

Aspergillus ochraceus, A. niger, A. carbonarius, A. westerdijkiae e Penicillium verrucosum 

(DHARMAPUTRA; RETNOWATI; NURFADILA, 2023; ALSALABI, 2023). As ocratoxinas 

são grupo de compostos que consistem em uma fenilalanina ligada a uma isocumarina por uma 

ligação amida. A OTA (Figura 3) é caracterizada por uma fluorescência verde e contém uma 

molécula de cloro (radical R1) em sua fórmula, o que contribui para sua natureza tóxica. No 

entanto, ocratoxina B (OTB), por outro lado, apresenta uma fluorescência azulada e não é tóxica 

devido à ausência da molécula de cloro. A ocratoxina C (OTC), que também tem fluorescência 

verde, é um éter etílico da ocratoxina A e é significativamente menos tóxica (MASI, 2021). A 

OTA, ácido (2S)-2-[[(3R)-5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-3,4-dihidroisocromeno-7-

carbonil]amino]-3-fenilpropanóico,  descrita por C20H18ClNO6 apresenta massa molar de 403,8 g 

mol-1 (KIESSLING, 1986). Esta substância possui valores de pKa entre 4,2 e 4,4 relacionado ao 

grupo carboxílico da fenilalanina, e entre 7,0 e 7,3 devido a hidroxila da porção isocumarínica. 

Esta toxina mostra-se como um cristal quando em solvente xileno e apresenta ponto de fusão de 

169º C (DINIZ, 2002). 

Figura 3 - Estrutura química da OTA. 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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A toxicidade da OTA, está relacionada principalmente por ser considerada nefrotóxica, 

hepatotóxica, genotóxica, teratogênica e imunotóxica a animais e humanos. Ela tem sido 

relacionada com nefropatia endêmica dos Bálcãs, ao desenvolvimento de tumores no trato urinário 

de humanos. A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC,1993), classifica a OTA 

no grupo 2B, essa classificação refere-se que esse composto é considerado como “possivelmente 

cancerígeno para humanos”. Essa classificação é baseada em evidências limitadas de 

carcinogenicidade em animais experimentais, fortes evidências mecanísticas e evidências 

moderadas de imunossupressão ou evidências inadequadas de carcinogenicidade em humanos. A 

avaliação dessas substâncias envolve verificar a associação entre a exposição e o risco de câncer 

específico (KHOURY; ATOUI, 2010; PATHARAJAN et al., 2011; SHEPHARD, 2008). A OTA 

tem sua principal via de contaminação o trato gastrointestinal, a absorção ocorre primariamente 

no estômago como consequência de suas características ácidas e após em nível intestinal. No 

sangue, ela encontra-se fortemente ligada às proteínas plasmáticas, determinante para a 

persistência da micotoxina no sangue e, portanto, para a sua toxicidade (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 

2006). A fração associada a macromoléculas constitui um reservatório da micotoxina que permite 

liberá-la para os tecidos durante um longo período. Também a alta afinidade para as proteínas 

séricas retarda a eliminação da micotoxina pelo organismo, prolongando o seu tempo de meia-vida 

no sangue (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006). 

Embora as ocorrências de micotoxinas e seus metabólitos têm sido estudada 

extensivamente em alimentos para humanos e animais, pouco é conhecido sobre seu impacto e 

distribuição ambiental, sendo que poucos estudos foram realizados com este enfoque 

(SCHENZEL; SCHWARZENBACH; BUCHELI, 2010). A Tabela 1, apresenta a ocorrência de 

diversas micotoxinas e metabolitos encontrado em vários tipos de sistemas aquáticos e aquosos 

incluindo também as técnicas de extração e análises empregados. 
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Tabela 1 - Micotoxinas detectados em matrizes de interesse ambiental. 

 

Micotoxinas/Metabolitos Matriz País Extração Técnicas 

de análises 

LD 

(ng L-1) 

Concentração 

(ng L-1) 

Referências 

ZEN 
Efluente de 

ETE 
Itália SPE 

LC-APCI-

MS/MS 
- 1–7 

Laganà et al. 

(2001) 

ZEN 

α-ZAL 

β-ZAL 

Afluente e 

efluente de 

ETE, água 

fluvial 

Itália SPE LC-APCI-

MS/MS 

- Afluente ETE: 

ZEN: 3-18 

αZAL: ND-10; 

β-ZAL: 

ND-10 

Efluente ETE: 

ZEN: 3-10. 

α-ZAL: ND-7 

β-ZAL: ND-5 

Água fluvial 

ZEN: 2-5 

(α-ZAL): ND-3 

β-ZAL: ND-3 

Laganà et al. 

(2004) 
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Micotoxinas/Metabolitos Matriz País Extração Técnica de 

análise 

LD 

(ng L-1) 

Concentração 

(ng L-1) 

Referência 

ZEN Água fluvial Suíça SPE LC-APCI-

MS/MS 

- ND-35 Bucheli et al. 

(2008a) 

DON 

ZEN 

Água de 

drenagem 

Suíça SPE LC-MS 1,4 

1,5 

23 

35 

Bucheli et 

al.(2008b) 

AFB1 

AFB2 

AFG1 

OTA 

Água mineral Portugal SPE LC-

MS/MS 

0,10 

0,20 

0,30 

0,30 

AFB2: 0,5 

AFB1: 0,7 

AFG1: 0,6 

OTA: 0,3 

Marta et al. 

(2015) 

ZEN Água 

superficial 

Polônia Colunas de 

imunoafinidade 

ZearalaTest 

LC 0,3 0 a 44 Gromadzka et al. 

(2009) 

AFB2 

AFG1 

 

Água potável Inglaterra - LC-FL - AFB2: 1–7 

AFG1: 0–1000 

Parteson; 

Kelley;Gallagher, 

(1997) 

ZEN Água residual Suíça SPE LC-

MS/MS 

0,5 30 Hartman et al. 

(2007) 
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Micotoxinas/Metabolitos Matriz País Extração Técnica de 

análise 

LD 

(ng L-1) 

Concentração 

(ng L-1) 

Referência 

ENB 

ENB1 

ENA1 

BEA 

Éter monometilico de 

alternol 

Toxina HT2 

ZEN 

a-ZEL 

Água mineral Bélgica SPE LC-

MS/MS 

0,04 a 

27,91 

7 

3 

3 

1 

10 

40 

25 

10 

 

Goessens et al. 

(2021) 

ZEN 

ZAN 

α-ZEL 

β-ZEL 

α-ZAL 

β-ZAL 

 

Água 

superficial 

Brasil DLLME LC-

MS/MS 

4 a 20 35 a 90 

ND a 19 

ND 

ND 

ND 

ND a 48 

Emídio et al. 

(2020) 
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Micotoxinas/Metabolitos Matriz País Extração Técnica de 

análise 

LD 

(ng L-1) 

Concentração 

(ng L-1) 

Referência 

AFB1 

AFB2 

Fumonisina B3 

OTA 

Água 

superficial 

Portugal SPE LC-

MS/MS 

0,1 a 3,0* 3 a 5 

4 a 5 

6 a 35 

 8 a 9 

Oliveira et al. 

(2018) 

ENA1 

ENB 

ENB1 

Água de 

cozimento 

 DLLME LC-

MS/MS 

60 

130 

170 

90 

10000 a 50000 

50000 

10000 a 30000 

Serrano et al. 

(2016) 

3-AcDON 

DON 

NIV 

BEA 

Efluente de 

ETE 

Suíça SPE LC-

MS/MS 

6,0 

1,3 

1,6 

3,4 

42 

73 

39 

3 

Schenzel et al. 

(2012) 

*-Para todas micotoxinas; ND - não detectado; NM - Não mencionado; ENB-Eniatina B; ENB1-Eniatina B1; ENA1-Eniatina A1; BEA- Beauvericina; NIV-nivelanol; 3-AcDON 

– 3-Acetildeoxinivalenol; α-ZEL - α-zearalenol; β-ZEL - β-zearalenol; α-ZAL- α-zearalanol; β-ZAL- β-zearalanol. APCI: ionização química a pressão atmosférica; ESI: ionização 

por eletrospray; FLD: detector de fluorescência; LLE: extração líquido-líquido; MS/MS: espectrometria de massas modo sequencial; SPE: extração em fase sólida; ETE: Estação 

de tratamento de esgoto; 
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Para Goessens et al. (2021), as micotoxinas são frequentemente provenientes de 

vazamentos do tecido vegetal, que são transportados através da água de escoamento para lagoas 

vizinhas. Isso torna-se preocupante, pois consequentemente pode afetar espécies aquáticas como 

por exemplo as algas (JUAN-GARCÍA; TAIPALE; VEHNIÄINEN, 2024), anfíbios e zooplâncton 

(ARSECULERATNE et al., 1969) e peixes (NOGUEIRA et al., 2023). As práticas agrícolas foram 

identificadas como a principal fonte de contaminação por micotoxinas, conforme demonstrado em 

estudo realizado por Schenzel et al. (2012), que detectou várias micotoxinas, incluindo 3-acetil-

desoxinivalenol, desoxinivalenol, fusarenona-X, nivalenol, toxina HT-2, toxina T-2, beauvericina 

e zearalenona na drenagem de água. De acordo com Schenzel et al. (2012), a maioria das 

micotoxinas são estáveis no ambiente aquático, uma delas possuem o tempo de meias-vida de 38 

dias para DON e 180 dias para Beauvericina (BEA) em águas naturais. Diante disso, destaca-se a 

importância de estudar o destino das micotoxinas, em ecossistemas de água doce (BUCHELI et 

al., 2005; GAUTAM; DILL-MACKY, 2012). 

Para entender melhor como as micotoxinas surgem em meio aquáticos, Bucheli e 

colaboradores (2008) apresentaram em detalhe a hipóteses para a presença das micotoxinas 

considerado estrogênicas no ambiente aquático: (1) toxinas produzidas por fungos em plantas 

podem contaminar e penetrar no solo e se infiltrar em águas subterrâneas; eluir por escoamento 

superficial ou drenagem subsuperficial para águas superficiais ou estação de tratamento de esgoto; 

(2) resíduos da toxina em fezes de animais expostos podem penetrar nos solos agrícolas e águas 

locais diretamente ou por meio da aplicação de esterco (excremento de animais ou vegetais 

apodrecidos); (3) efluente de indústria de alimentos e/ou excreções humanas podem introduzir 

resíduos de toxina através de sistemas de esgoto nas águas superficiais.  

3.1.1 Métodos de preparo de amostras e técnicas analíticas empregadas para micotoxinas. 

Contudo, para detecção e quantificação de micotoxinas em água, é importante salientar que 

são necessários empregos analíticos altamente seletivo e sensíveis. Esses métodos precisam ser 

capazes de distinguir as micotoxinas, de outros compostos presentes na matriz ambiental e de 

detectá-los mesmo quando estão presentes em concentrações extremamente baixas, da ordem de 

nanogramas por litro (ng L-1) em água (EMÍDIO et al.,2015). O método analítico mais comum 

para a determinação em matrizes ambientais inclui a técnicas como cromatografia líquida de alta 

eficiência (LC) acoplada à espectrometria de massa em série (MS/MS) (EMÍDIO et al.,2015). Para 

atingir esses baixos limites de detecção, a pré-concentração por extração em fase sólida (SPE) 

antes da detecção tem sido preferida na última década (LAGANÀ et al., 2004; GROMADZKA et 

al., 2009; SCHENZEL et al., 2010; KIBAMBE et al., 2020; HARTMAN et al., 2007). No entanto, 
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as técnicas de SPE apresentam desvantagens (por exemplo, às vezes são lenta, com baixa 

reprodutibilidade em alguns casos) e necessitam de grandes quantidades de solventes orgânicos 

(XIAO-HUAN et al., 2009). Além disso, a SPE é caro e introduz uma quantidade significativa de 

resíduos, incluindo cartuchos descartáveis contaminados com SPE (YAN; WANG, 2013). 

Outra técnica que é muito utilizada para a quantificar micotoxinas na água é o método de 

microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME), é equivalente a um tipo miniaturizado de 

extração líquido-líquido (LLE) que geralmente é estabelecido em um sistema de solvente de 

componente ternário, no qual um solvente dispersor apropriado é introduzido para ajudar na 

dispersão de um solvente de extração orgânico em uma amostra aquosa e obter ainda mais uma 

extração altamente eficiente (YAN et al., 2013) a Tabela 2, apresenta dois estudos que utilizam a 

técnica DLLME, onde foi usado para a detectar e quantificar ZEN e seus metabolitos em água 

superficial com técnica de analise LC-MS/MS por (EMÍDIO, et al., 2020), e analise de OTA e 

eniatinas detectados em água de cozimento de macarrão por Serrano et al. ( 2016). 

O presente estudo, foi realizado um método analítico robusto, econômico e seletivo, para 

para detecção de micotoxinas e agrotóxico em água de parboilização do arroz. O método 

compreende extração por SILLME, Microextração Líquido-Líquido Induzida por Salting-Out (do 

inglês, Saltingout Induced Liquid–Liquid Microextraction). Esta técnica miniaturizada por Du et 

al. (2014), juntamente com LC-FL, na qual foi usado pela primeira vez para extração de água 

residual de indústria farmacêutica em diferentes matrizes, incluindo água de campo a Figura 4 

ilustra as etapas original do procedimento da técnica SILLME. 

Figura 4 - Esquema original da técnica SILLME.  

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado Du et al. (2014). 

A técnica original consiste em adicionar 5,0 mL de água ultrapura (pH 1,5 com ácido 

fosfórico) em um tubo falcon de 15 mL, em seguida, adicionar 1,0 mL de acetonitrila e agitar em 

vórtex uniformemente. Em seguida adicionar 2,0 g de sulfato de magnésio e misturar em vórtex 

5 mL de água pH 1,5 Adição de 2 

g MgSO4 

On /Off 

Adição de 1 

mL de MeCN 

Vórtex (3 min) 

Centrifugação 

Retirada da alíquota 

Análise 

Vórtex  

(1 min) 

Transferência 
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por 3 min. Após centrifugação por 5 min a 4300 rpm, retirar o sobrenadante para análise em 

sistema LC. 

Tabela 2 - Comparação da técnica SILLME com outros métodos para determinação em diferentes 

matrizes. 

Métodos Matriz 

Tempo 

de 

extração 

(min) 

Recuperação 

(%) LDs (ng L-1) 
Referências 

UA-DLLME-

LC-UV 

Água residual 

farmacêuticas 
10 83-111 0,1-0,8 

Yan et al. 

(2011) 

vSPE-CLC-UV-

vis 

Água mineral 

Mel 

5 

5 

95-112 

85-106 
0,2-0,5 

Xu et al. 

(2012) 

HLLME-DAD 

baseado-IL 
Leite 5 93-119 4-16 

Gao et al. 

(2011) 

SPE-LC-UV 
Plasma de 

porco 
- 86-102 7-12 

Garcés et al. 

(2006) 

DLLME-LC-

DAD 

DMSPE-LC- 

DAD 

Musculo 

suíno 

Musculo 

suíno 

1,5 

 

10 

93-105 

 

96-111 

6-24 

 

8-26 

Yan et al. 

(2011) 

SILLME 

Água de 

campo 

Mel 

Plasma suíno 

Musculo 

suíno 

3 

3 

3 

3 

3 

 

101-109 

89-114 

89-111 

84-108 

61-83 

0,1-0,6 

0,5-2,5 

0,8-5 

0,4-5 

0,4-5 

Du et al. 

(2014) 

Unidades de concentração em ng L-1 para água, leite e plasma suíno e µg kg-1 para mel e musculo suíno; UA-DLLME-

LC-UV - microextração dispersiva líquido-líquido assistida por ultrassom com detector ultravioleta por cromatografia 

líquida; MSPE-CLC-UV-vis - extração magnética em fase sólida com variável detector UV-vis de comprimento de 

onda; HLLME-DAD baseado em IL - Microextração líquida-líquida homogênea baseada em líquido iônico com 

detector de conjunto de fotodiodos por cromatografia líquida de alto desempenho; SPE-UV - extração em fase sólida 

com líquido cromatografia acoplada com detector ultravioleta; DLLME-LC-DAD e DMSPE-LC-DAD - 

Microextração Dispersiva Líquido-Líquido e extração dispersiva em fase microssólida com cromatografia líquida de 

alta eficiência com detector de arranjo de diodos. Fonte: adaptado (Du et al., 2014).
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De acordo com Du et al. (2014), os resultados da Tabela 2, ao comprar os valores de LDs 

de outros métodos com a técnica SILLME, pode-se afirmar que o SILLME apresenta valores 

inferiores aos outros métodos. Além disso, a técnica SILLME, proposto integrou o pré-tratamento 

e a pré-concentração num único passo, que tornaria o procedimento mais simples, economizador 

de tempo e ecológico (DU et al., 2014). Até onde sabemos, esta é a primeira vez que a técnica 

SILLME é usado para detectar e quantificar contaminantes como OTA, AFB1 e 2,4-D 

simultaneamente em água de arroz. 

Ao compararmos os valores de LDs da Tabela 1 com os resultados da Tabela 2, é evidente 

que os limites de detecção também são consideravelmente altos em comparação com o método 

SILLME por DU et al. (2014). Com isso, torna a técnica vantajosa em aplicações que exigem uma 

sensibilidade extrema, uma vez que, para analisar micotoxinas essas exigências são extremamente 

necessárias, já que as concentrações são muito baixas (ng L-1). 

3.2 AGROTÓXICOS 

Em virtude do aumento no consumo, a produção, armazenamento e beneficiamento dos 

produtos agrícolas ao longo dos anos tem provocado o acúmulo de resíduos de compostos 

químicos nocivos no meio ambiente (CARVALHO et al, 2020), tendendo a acumular-se no solo, 

e seus resíduos podendo chegar às águas superficiais, por meio de escoamento, e às subterrâneas, 

por meio de lixiviação (PERES et al, 2005; D'AVILA, 2016). Em relação a exposição direta com 

os agrotóxicos, é importante ressaltar que a utilização deles, devem ser realizadas de forma 

responsável e seguindo as normas e regulamentações estabelecidas pelos órgãos competentes de 

cada país e rótulo de uso, a fim de garantir a segurança tanto para os agricultores quanto para o 

meio ambiente e os consumidores dos produtos agrícolas. Além disso, o conhecimento sobre 

agrotóxicos está em constante evolução, com novas substâncias sendo desenvolvidas e outras 

sendo reavaliadas em relação à sua segurança e impacto ambiental. 

Os agrotóxicos são produtos químicos utilizados na agricultura para controlar pragas, 

doenças e ervas daninhas que possam afetar o desenvolvimento das plantas cultivadas. Eles podem 

ser classificados em diferentes grupos com base em sua estrutura química e modo de ação. Os 

principais grupos de agrotóxicos são inseticidas, herbicidas, fungicida e nematicidas (LOPES et 

al., 2021). 

Para a classe dos herbicidas que geralmente são derivados de ácidos que contêm grupos 

carboxílicos ou sulfônicos em sua estrutura, encontra-se o 2,4-D (Figura 5). Entre as diversas 

formulações de agrotóxicos disponíveis, os herbicidas ocupam a posição de destaque no mercado 

brasileiro. O princípio ativo do 2,4-D é líder nesse segmento, classificando-se em segundo lugar 
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em termos de vendas (IBAMA, 2021). O herbicida 2,4-D é um ácido orgânico, com pKa 2,6, e 

possui uma solubilidade de 45 mg L-1 em água, e em alguns solventes orgânicos, seus sais e ésteres 

são os mais conhecidos agentes químicos utilizados como herbicida desta classe dos fenóxidos, 

sua fórmula molecular é descrito por C8H6Cl2O3, possui massa molar de 221,03 g mol-1, seu 

aspecto físico é pó cristalino branco a amarelo, ponto de fusão a 138 °C (PUBCHEM, 2024). 

Figura 5 - Estrutura química do 2,4-D. 

 

Fonte: Autoria própria. 

Os agrotóxicos, em geral, podem causar intoxicação aguda, subaguda e crônica por vias 

dérmicas, gastrointestinais e/ou respiratórias. A intoxicação aguda ocorre rapidamente após 

exposição de curto prazo a produtos tóxicos, com sinais e sintomas facilmente reconhecíveis, 

facilitando o diagnóstico e o tratamento (ADEL; AKEFIWARD, 2020; EDDLESTON, 2020). 

Pode variar de leve a grave, dependendo da quantidade de agrotóxico absorvida (ADIBELLI; 

ÖZKAN; ÖZKAN, 2019). A intoxicação crônica, por outro lado, tem um início tardio dos 

sintomas e pode ocorrer após exposição pequena ou moderada a pesticidas por meses ou anos 

(TAVARES; ALBUGUERGUE, 2018). Essa forma de intoxicação pode causar danos 

irreversíveis, como paralisia e neoplasias entre outras doenças graves (SINGH; MURTHY; 

RAMASSAMY, 2012). Estudos demonstram efeitos de danos causados pelo 2,4-D em organismos 

não-alvo, sobretudo as espécies aquáticas por exemplo, Eritrócitos de Lithobates 

catesbeiannus (MESAK et al., 2018); malformações na morfologia dos discos orais internos, 

anomalias morfológicas no intestino e alterações no formato corporal de Phisalaemus 

abonatatus (CURI et al., 2019).  Apesar disso, agências governamentais de muitos países 

classificam o 2,4-D como praticamente não tóxico para organismos aquáticos (OMS, 2020). Vale 

ressaltar que o 2,4-D foi proibido em algumas regiões, como no continente africano em 

Moçambique, na Europa, na Noruega, na Ásia, no Vietnã e na América do Sul na Argentina 

(PAVAN et al., 2021). No Brasil, o 2,4-D é classificado como Classe I pela ANVISA, (2019a), 
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isso significa, que é pertencente ao indicativo de cor vermelha, que caracteriza os fitossanitários 

extremamente tóxicos (Tabela 3). Esse critério baseia-se unicamente nos efeitos agudos que a 

substância é capaz de produzir após a exposição única em animais de laboratório. 

 

Tabela 3 - Classificação toxicológica de agrotóxicos. 

*Dose letal 50 aguda - DL 50 - por via oral e dérmica, para animais de laboratório, para os produtos técnicos e produtos 

formulados. Concentração letal 50 inalatória - CL 50 - para produtos formulados: fumegantes, vaporizáveis, voláteis 

e pós com partículas de diâmetro igual ou menor que 15 μm, nas condições de uso. Fonte: adaptado (ANVISA, 

2019b). 

Os agrotóxicos são substâncias químicas que se degradam lentamente e podem se acumular 

nos seres vivos e no meio ambiente, persistindo por até 30 anos no solo. Eles são altamente solúveis 

em gordura e podem contaminar humanos por meio do contato direto, bem como pela cadeia 

alimentar e ingestão de água e alimentos contaminados (MATSUMOTO et al., 2009). O acúmulo 

do 2,4-D no meio ambiente pode causar graves problemas ambientais devido à sua alta toxicidade, 

principalmente quando se trata de uma substância química moderadamente persistente com meia-

vida entre 20 e 312 dias dependendo das condições ambientais (ORDAZ-GUILLÉN et al. 2014 ). 

De acordo com Dehghani et al. (2014), devido ao baixo coeficiente de adsorção no solo e a elevada 

solubilidade do 2,4-D, este agrotóxico se infiltra nas águas superficiais e subterrâneas na forma 

iônica, persistindo por longos períodos. Com isso, torna-se um desafio significativo para a 

qualidade dos recursos hídricos, com potenciais impactos negativos na saúde na saúde humana e 

no meio ambiente. 

 

 

Classe toxicológica Dose letal (DL50*) mg kg-1 

peso vivo 

Faixa de indicativa de cor 

I – Extremamente tóxico ≤ 5 Vermelha 

II – Altamente tóxico 5 – 50 Vermelha 

III – Moderadamente tóxico  50 - 300  Amarelo 

IV – Pouco tóxico 300 – 2000 Verde 

V – Produto Improvável de 

Causar Dano Agudo 
2000 – 5000 Azul 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-021-13730-y#ref-CR105
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Tabela 4 - Ocorrência do agrotóxico 2,4-D em águas. 

Agrotóxico Matriz País Extração Tecnica de 

análise 

LOD 

(µg L-1) 

Concentração 

(µg L-1) 

Referência 

2,4-D Água 

superficial 

EUA SPE LC-MS/MS 0,02 0,5 Wijnja; Doherty; 

Safie, (2014) 

2,4-D Água 

superficial 

EUA - - - Estação seca 

0,08 – 12 

Estação de 

chuvosa 

0,08 – 10 

Esminger et al. (2013) 

2,4-D Água 

superficial 

EUA - - - <0,1 Gilliom, (2007) 

2,4-D Água 

superficial 

EUA SPE-ELISA GC/MS 0,05 10 Turman et al., (2001) 

2,4-D Água 

superficial 

EUA Clorofórmio GC 0,01 0,7 Schultz; Harman 

(1971) 

2,4-D Água potável e 

de superfície 

Espanha SPE LC-ESI-MS - 0,06-0,21 Rodil et al., (2012) 

2,4-D Água de 

sedimento 

EUA - - - 0,1-12 Ensminger et al., 

(2013) 

2,4-D Água 

superficial 

EUA - - 1,0 3 Serrano; Delorenzo, 

(2008) 
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Agrotóxico Matriz País Extração Tecnica de 

Análise 

LOD 

(µg L-1) 

Concentração 

(µg L-1) 

Referência 

2,4-D Água 

superficial 

EUA - - - 8 Serrano; Delorenzo, 

(2008) 

2,4-D Água 

superficial 

México Diclorometano 

líquido-líquido 

(DCM) 

CG-ECD - 0,05 Arévalo-Hernànfez, et 

al., (2011) 

2,4-D Água 

superficial 

Grécia SPE GC-MS/MS 

LC-MS/MS 

<0,1 1,2 Tsaboula et al., (2016) 

2,4-D Água 

superficial 

Canadá Diclorometano 

líquido-líquido 

(DCM) 

LC-MS/MS 0,0005 0,00024 a 

0,00043 

Environment Canada, 

(2011) 

2,4-D Água 

superficial 

Canada Diclorometano 

líquido-líquido 

(DCM) 

GC-EI-MS 0,0004 

a 0,001 

0,00017 Glozier et al., (2012) 

2,4-D Água residual Australia SPE LC-MS/MS - 3 Cardenas et al., 

(2016) 

2,4-D Água de 

psicultura 

Água da chuva 

Irã Microextração 

de 

emulsificação 

GC de 

derivatização 

2 

 

15 

16 

Yamini; Saleh (2013) 

2,4-D Água de rio Brasil SPE LC-UV - >2,0 Primel et al. (2005) 
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Agrotóxico Matriz País Extração Tecnica de 

análise 

LOD 

(µg L-1) 

Concentração 

(µg L-1) 

Referência 

2,4-D Água 

superficial 

Água 

subterrânea 

Brasil SPE LC-UV - 75 

1,2 

Pinheiro et al., (2010) 

2,4-D Água de lagoa Canada SPE GC/MS - 5,3 Hall et al. (1993) 

2,4-D Água 

subterrânea 

Irlanda SPE UHPLC 0,00008 0,007 McManus et al. 

(2014) 

2,4-D Água de esgoto Canadá SPE LC-MS/MS - 2,8 Raina et a. (2011) 

2,4-D Água 

subterrânea 

México SPE LC-DAD <0,5 0,5 Cejudo et al. (2021) 

2,4-D Água de rio União 

europeia 

SPE LC-MS/MS - 1,2 Loos et al. (2009) 

2,4-D Água de rio Chile SPE LC-DAD 0,1 10 Palma et al. (2004) 

– :Não mencionado; GC-ECD: Cromatografia Gasosa com Detecção por Captura de Elétrons; GC-MS: Detecção Espectrométrica de Massas; LC-ESI-MS cromatografia 

líquida-ionização electrospray-espectrometria de massas; Cromatografia Gasosa – ionização electrospray; LC-UV: Cromatografia Líquida-Detecção Ultravioleta. 
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A presença do 2,4-D em sistemas aquáticos tem sido uma preocupação significativa devido 

aos seus potenciais impactos ecológicos. Estudos mostraram (Tabela 4) que o 2,4-D pode penetrar 

nas águas subterrâneas em áreas agrícolas (BAIMA et al., 2021), também presente em água 

superficial, chuva e até mesmo em água potável. Vários métodos foram desenvolvidos para extrair 

e detectar e quantificar o 2,4-D em amostras de água, e várias técnicas de extração, empregando 

diferentes técnicas para analisar o agrotóxico, incluindo cromatografia ade alta eficiência acoplada 

a espectro de massa e massa (HPLC-MS/MS), cromatografia gasosa e espectro de massa (GC/MS), 

cromatografia líquida-ionização electrospray-espectrometria de massas (LC-ESI-MS), 

cromatografia liquida acoplada com ultravioleta (HPLC-UV), Cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massa por ionização eletrônica (GC-EI-MS), cromatografia líquida de ultra 

eficiência (UHPLC) e LC-DAD todas as técnicas estão presente na Tabela 4 devido ao aumento 

de ocorrências em sistemas ambientais e principalmente em águas superficiais e subterrâneas, 

existem legislações para controlar esses efeitos. A Tabela 5 apresenta algumas diretrizes de cada 

país. 

Tabela 5 - Valor Máximo Permitido do agrotóxico 2,4-D em água em vários países. 

Limite máximo de resíduo em água para 2,4-D (µg L-1) 

OMS Brasil União 

Europeia 

Argentina Australia EUA Canadá Nova 

Zelândia 

30 30 0,1 100 0,1 70 100 40 

Fonte: OMS, (2021); BRASIL, (2021); EU, (2020); ARGENTINA, (1994); ADWG (2021); 

USEPA (2021); CANADÁ, (2020); MINISTRY OF HEALTH, (2018). 

Os valores máximos permitidos pela OMS e pelo Brasil são de 30 µg L-1, observando na Tabela 

4 de ocorrência do 2,4-D em água, a detecção do 2,4-D em água no Brasil excedeu o limite máximo 

permitido, em 74,5 µg L-1. O limite máximo permitido pela União Europeia é de apenas 0,1 µg L-

1, é considerado uns dos mais rigorosos em comparação com outras regiões. Assim como a 

Austrália, que também estabelece um limite bastante rigoroso de 0,1 µg L-1 foi possível detectar 

resíduos de 2,4-D acima do permitido. Entretanto, a maioria das detecções do 2,4-D nos estudos 

presente na Tabela 4, encontram-se com as concentrações abaixo do limite permitido. 

3.3 DEGRADAÇÃO DE MICOTOXINAS E AGROTÓXICOS 

Como visto, esses contaminantes em água, torna-se preocupante, e como alternativas de 

amenizar este problema, métodos físicos, químicos e biológicos tem sido amplamente estudado 

para a descontaminação de produtos para a alimentação humana e animal (BULLERMAN; 
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BIANCHINI, 2007). A efetividade destes métodos deve ainda obedecer a alguns requisitos básicos 

como a capacidade de remover, destruir ou detoxificar contaminantes, não originarem outros 

compostos tóxicos, não alterarem significativamente as características nutritivas dos alimentos e a 

sua implementação ser técnica e economicamente viável (GALVANO et al., 2001). Vale ressaltar 

que alguns destes métodos, em especial os químicos, nem sempre garantem a segurança 

toxicológica do produto, uma vez que na sua grande maioria não são estudados os produtos de 

reação formados. 

Sendo assim, degradação das micotoxinas em água pode ser alcançada por meio de vários 

métodos. Na Tabela 6 está presente os resultados de degradação com variação entre 27 e 100% de 

mitigação em diferentes métodos.  

Tabela 6 - Métodos físicos, químicos e biológicos para degradação de micotoxina em água. 

Método Metodologia 

aplicada 

Micotoxina Matriz Degradação Referência 

Químico Ozônio PAT Água 

destilada 

92% Cataldo, (2008) 

 

 Fotocatálise Fumonisinas 

B1 e B2 

Água 97% Hilda-Elizabeth et 

al., (2005) 

 Ozônio ZEN Água 

desionizada 

100% Dudziak, (2012) 

Biológicos Enzima PO 

Comercial 

OTA e ZEN Solução 

Modelo 

27% OTA; 

65% ZON 

Garcia et al., 

(2020) 

 Enzima PO 

Comercial 

AFB1 Solução 

modelo 

97% Sibaja et al., 

(2018) 

 

 Enzima PO de 

Farelo de 

Arroz Filtrada 

DON Solução 

modelo 

82% Gautério et al., 

(2017) 

 Enzima PO 

comercial, 

enzima de 

arroz e soja 

ZEN Solução 

modelo 

70% 

Comercial; 

47% Arroz; 

40% Soja 

Garcia et al., 

(2018) 

 Enzima 

Lacase de 

Weizmannia 

coagulans 

36D1 

AFB1 

DON 

Toxina T2 

FB1 

OTA 

   

Físicos Plasma Frio PAT Água 96% Xue et al., (2021) 

 Luz pulsada DON, ZEN, 

OTA e AFB1 

Micotoxina 

solubilizada 

em solventes 

72% DON; 

84% ZEN; 

98% OTA; 

93% AFB1 

 

Moreau et al., 

(2013) 
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Método Metodologia 

aplicada 

Micotoxina Matriz Degradação Referência 

Físicos Luz pulsada Alternariol 

Éter 

monometilico 

de alternariol 

Citrinina 

Suco de maça 79,2% 

68,7% 

78,5% 

Qi et al., (2024) 

PAT: Patulina; ZEN: Zearalenona; OTA: Ocratoxina A; AFB1: Aflatoxina B1; DON: Desoxinivalenol. 

 

De modo geral, a metodologia aplicando ozônio teve resultado de 100% na degradação da 

ZEN, esta metodologia é usada quando se trata de método químico de degradação. No entanto, a 

eficiência de degradação das micotoxinas durante a ozonização pode ser influenciada por fatores 

como a estrutura e distribuição das micotoxinas no produto, bem como o tamanho das partículas 

(ROMERO, et al., 2021). 

A eficiência de degradação em diferentes métodos para remoção de agrotóxicos em água 

está apresentada na Tabela 7, onde os resultados de degradação variam de 17 a 100%. 

Tabela 7 - Métodos físicos, químicos e biológicos para degradação de agrotóxicos em água. 

Método Metodologia aplicada Agrotóxicos Matriz Degradação Referência 

Químico Vacância de oxigênio 

(NiAlx Fe2-x O4) 

2,4-D Água 95% Zuo et al., 

(2024) 

 Peroximonossulfato por 

partículas magnéticas de 

NiFe2O4 em nanoescala 

2,4-D Água 97,5% Zuo et al., 

(2024) 

 Ozonização Catalítica 

(NiFe2O4) 

2,4-D Água 

superficial 

70% Zhoa et al., 

(2023) 

 Oxidação 2,4-Diclorofenol Água 

subterrâne

a 

96,5% Wang et al., 

(2024) 

 Nanopartículas de 

peroximonossulfato/ferri

ta de cobre 

magnética/ozônio 

2,4-D Água 

superficial 

42,7 a 67,3% Jaafarzadeh 

et al., (2017) 

 Fotocatalise utilizando 

nanopartículas sol-gel e 

TiO2 comercial 

2,4-D Água 62,2 a 95,4% Seck et al., 

(2012) 

 Biossintese de 

nanocomposito 

2,4-D Água 94% Punyasamudr

am et al. 

(2023) 

 

 

 

 

Catálise sob luz visível 2,4-D Água 89,1% Yu et al., 

(2023) 
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Método Metodologia aplicada Agrotóxicos Matriz Degradação Referência 

 ozonização catalítica de 

alta eficiência 

2,4-D Água 80% Zhu et al., 

(2022) 

 Eletropolimerização 2,4-D Efluente 100% George et al., 

(2023) 

 Oxirredução 2,4-D Água 85,7% Zuo et al., 

(2023) 

Biológico Biomassa microbiana 2,4-D Água 85% Girardi et al., 

(2013) 

 Degradação microbiana 2,4-D Água 81 a 100% Vanita et al., 

(2023) 

 Enzima lacase 

imobolizada 

2,4-Diclorofenol Água 82,9% He et al., 

(2023) 

 Biossorção acoplada à 

degradação pela lacase 

imobilizada 

Isoproturon, a 

Atrazina, 

Prometrina, 

Mefenaceto, 

Penoxsulam 

Água 54,5 a 65,9% Chen et al., 

(2019) 

 Fotocatálise heterogênea 

e processo biológico 

aeróbico 

Clorpirifós Água 

residuais 

88% Becerre et 

al., (2022) 

 Fungo P. 

chrysosporium BKMF-

1767 

2,4-Diclorofenol Água 

residual 

57% Chen et al., 

(2014) 

 Lacase Imobilizada 

(Coriolus versicolor) 

2,4-Diclorofenol Sistema 

aquoso 

52,2% Zhan et al., 

(2009) 

  Bacterias cepa Bacillus 

cereus GN1 

Clorofenol Água 

superficial 

77,6% Matafonova 

et al., (2006) 

 Fotocatalise sob 

radiação de luz visível 

2,4-Diclorofenol Água 63% Ali et al., 

(2020) 

Físico Cavitação hidrodinâmica 2,4-Diclorofenol Água 96,67% Azizollahi et 

al., (2023) 

 Sílica mesoporosa usada 

como transportador para 

imobilizar a lacase 

2,4-Diclorofenol Água 62% Yang et al., 

(2015) 

 Membrana de osmose 

reversa e biofiltração 

2,6-

Diclorobenzamid

a 

Água 97% Schotag et 

al., (2022) 

 

Em resumo, os métodos químicos geralmente têm um impacto direto no alvo, oferecendo 

uma ação rápida. Os métodos biológicos tendem a ser mais específicos para alguns compostos, 

reduzindo os efeitos colaterais. Métodos físicos, como radiação, podem atingir uma variedade de 

alvos com eficiências variadas (LARISA; DONERIAN; VODYANOVA, 2018; SMAILI et al., 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacillus-cereus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacillus-cereus
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2014). Para isso, é necessário entender as propriedades físico-químicas dos compostos e do 

ambiente de aplicação para entender a eficácia do método. É importante destacar que há evidências 

significativas que comprovam a eficácia da degradação de agrotóxicos, como pode-se observar na 

Tabela 7. Os resultados dos métodos biológicos apresentam uma exelentes resultados de 

degradação onde o valor mínimo degradado de 2,4-D é de 52,2% aplicando lacase imobilizada, 

entretanto o maior resultado de degradação é 100% usando a metodologia microbiana, esses dados 

fortalecem a noção de que os métodos biológicos desempenham um papel crucial nesse processo. 

Isso reforça a importância da utilização da biodegradação e, por conseguinte, estimula o 

desenvolvimento contínuo de novas técnicas biotecnológicas. Principalmente em relação a 

utilização de enzimas que têm sido extensivamente estudadas. Como por exemplo o emprego da 

enzima lacase, descrito por Bhatt et al. (2023) que demonstrou sua capacidade de degradação do 

glifosato na faixa de 48%, hidrolisando especificamente a ligação C-N no glifosato e produzindo 

produtos não tóxicos (BHATT et al., 2023). Estudo de La Cecilia e Maggi (2018) avaliaram as 

vias de degradação do glifosato e seus subprodutos, mostrando que as bactérias agrobacterium 

radiobacter, Achromobacter VD, Flavobacterium sp, Ochrobactrum anthropi e Pseudomonas sp 

podem degradar até 98% do glifosato e 9% de seu subproduto, o ácido aminometilfosfônico 

(AMPA) no solo. Neste contexto, os métodos biológicos para degradação de agrotóxicos além de 

serem eficientes, são de fato mais sustentáveis e ecologicamente corretos para o meio ambiente 

(SATHIA et al., 2023; MCCLARE, 2022). 

3.4 ENZIMA PEROXIDASE 

Com a evolução da ciência em seus diversos setores, inúmeras metodologias 

biotecnológicas têm sido sistematizadas, aumentando a eficiência dos produtos gerados, 

proporcionando benefícios econômicos, sociais e ambientais. Uma das principais técnicas 

relacionada à biotecnologia é a biodegradação (FALEIRO; ANDRADE, 2009) principalmente 

relacionada a aplicação de enzimas, estando entre elas a utilização de enzimas oxidativas no 

tratamento de efluentes. As enzimas apresentam propriedades interessantes como requisitos de 

baixa energia, processo de fácil controle, operação em uma ampla faixa de pH (2,0 a 8,0) e 

concentração de substratos, no caso de biodegradação relacionado a contaminantes, além de 

possuírem um baixo impacto sobre os ecossistemas (ELY et al., 2016; DURAN; ESPOSITO, 

2000). 

As enzimas são catalisadores biológicos, de natureza principalmente proteica, que 

participam de várias reações bioquímicas, tendo como papel fundamental o controle metabólico. 
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Estas moléculas aceleram reações termodinamicamente favorecidas, sendo extremamente 

versáteis e estereoespecíficas (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). As peroxidases (PO) 

(E.C.1.11.1.7) são predominantemente proteínas heme que utilizam peróxido de hidrogênio e 

hidroperóxidos orgânicos como aceptor de elétrons na catálise da oxidação de uma variedade de 

substratos orgânicos e inorgânicos. Estas enzimas são classificadas em duas famílias principais 

(vegetal e animal) e sua massa molar pode variar de 30 a 150 kDa (SOUZA, 2020). As 

hemiperoxidases são uma superfamília de enzimas que contém Fe (III) e protoporfirina IX como 

grupo prostético, mas que evoluíram de forma independente, divergindo, por exemplo, na 

arquitetura do sítio ativo e na atividade enzimática (ZAMOCKY et al., 2014). 

As POs podem ser aplicadas para a oxidação de uma ampla variedade de compostos na 

presença de peróxido de hidrogênio, como na desodorização de dejetos de suínos (YE, ZHU; LI, 

2009), na descoloração de corantes (ULSON DE SOUZA, FORGIARINI; ULSON DE SOUZA, 

2007). A aplicação da oxidação enzimática, por meio da peroxidase, representa um método eficaz 

para degradar diversas micotoxinas, sendo a AFB1 um exemplo relevante de estudo. Nesse 

sentido, Das e Mishra (2000), utilizaram a peroxidase comercial de rábano (HRP) em concentração 

de 200 U mg-1 in vitro, onde foi possível degradar 60% da AFB1, bem como enzimas peroxidase 

parcialmente purificadas de raiz de rabanete recém-colhida, com 20 e 30 µ g-1 de proteína foram 

feitos para agir sobre a AFB1 in vitro. Os resultados demonstraram que as enzimas peroxidase 

parcialmente purificadas apresentaram uma conversão significativa da micotoxina, atingindo cerca 

de 30% e 38% de degradação, respectivamente. A otimização da reação enzimática revelou que as 

condições ideais ocorreram em tampão fosfato 50 mmol L-1 a 20°C, com pH 6, tempo de incubação 

de 60 minutos e pressão normal. O peróxido de hidrogênio foi utilizado como agente oxidante em 

todas as reações e em concentração de 5 mmol L-1. Os produtos resultantes dessa reação enzimática 

foram submetidos a testes de toxicidade em Bacillus megaterium e outros microrganismos. Os 

resultados desses testes indicaram um significativo crescimento do micro-organismo, atingindo 

97% e 30% de crescimento quando utilizadas concentrações de 200 e 30 U mg-1 de enzima na 

reação, respectivamente. 

A utilização da enzima peroxidase proveniente do farelo de soja (FS) foi descrita por 

Feltrin et al. (2017) que envolveu a otimização das condições de extração, incluindo a taxa de 

agitação, tempo, pH e volume do solvente empregado. Para obter a enzima desejada, foram 

empregados 5 g de farelo de soja (FS) e 50 mL de tampão fosfato 10 mmol L-1 pH 4,7, com 

agitação por 60 minutos a 100 rpm, resultando em uma atividade específica de 100 U mg-1 para o 
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FS. A peroxidase, tanto em sua forma bruta quanto purificada, foi submetida a caracterização 

cinética, termodinâmica e bioquímica. Adicionalmente, a peroxidase na forma bruta demonstrou 

uma maior manutenção da atividade, preservando 50% de sua atividade ao longo de 114 dias a 0 

°C. Por outro lado, a forma purificada da peroxidase apresentou uma maior afinidade pelo 

substrato e reduziu os níveis de Deoxinivalenol em 80%, superando em 20% a forma bruta, nas 

condições: tampão fosfato 5 mmol L-1 pH 5, reação a 35 e 30 °C durante 10 e 5 min, Km de 0,17 e 

0,05 mmol L-1 e Vmáx de 196 e 182 U mg-1, respectivamente, conforme observado por Feltrin et al 

(2017).  

O estudo conduzido por Garcia et al. (2020) focou na avaliação da eficácia da enzima 

peroxidase comercial (PO) de Armoracia rusticana na degradação simultânea da ocratoxina A 

(OTA) e zearalenona (ZEN) em uma solução modelo e cerveja. O processo incluiu a otimização 

dos parâmetros reacionais para a ação da PO, a avaliação da aplicabilidade na degradação de 

micotoxinas tanto em solução modelo quanto em cerveja, e a determinação dos parâmetros 

cinéticos (constante de Michaelis-Menten - KM e velocidade máxima - Vmax). As condições ideais 

para a reação enzimática foram pH de 7, força iônica de 25 mmol L-1, incubação a 30 °C, cofatores 

1 mmol L-1 K+ e 26 mmol L-1 de H2O2, a PO em uma concentração de 0,6 U mL−1 apresentou a 

máxima atividade para a degradação simultânea de OTA e ZEA, alcançando 27,0% e 64,9% de 

degradação, respectivamente, em solução modelo após 360 minutos. Ao aplicar a PO à cerveja, 

observou-se uma degradação simultânea de OTA e ZEA de 4,8% e 10,9%, respectivamente. Os 

parâmetros cinéticos KM e Vmax para a degradação de OTA e ZEA foram determinados, sendo 50 

e 10,710 nmol L-1 e 0,168 e 72 nmol L-1 min−1, respectivamente.  O estudo realizado por Garcia, 

Feltrin e Garda-Buffon (2018) teve como objetivo avaliar a eficácia da PO comercial e das PO 

provenientes do farelo de soja (FS) e do farelo de arroz (FR) na redução da zearalenona (ZEA) em 

solução modelo, além de caracterizar o mecanismo de ação dessa enzima. Para a obtenção da PO, 

houve a extração a partir do FS e FR em tampão fosfato sob agitação orbital. A avaliação da 

capacidade redutora da PO comercial e das PO de FS e FR na redução de ZEA foi realizada em 

tampão fosfato e solução aquosa, respectivamente. Os parâmetros cinéticos, constante de 

Michaelis-Menten (KM) e velocidade máxima (Vmax), foram determinados na faixa de 

concentração de 0,16 a 6 µg mL−1. Os resultados mostraram que o uso da PO comercial e das PO 

provenientes de FR e FS resultou em reduções significativas da concentração de ZEA em 69,9%, 

47,4% e 30,6%, respectivamente, ao longo de 24 horas. Os valores de KM foram calculados como 
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39,61 e 8,90 µM, enquanto os valores de Vmax foram determinados como 0,170 e 0,011 µmol L-1 

min−1 para a PO comercial e a PO proveniente de FR respectivamente.  

O estudo de Nora et al (2019) avaliou o potencial da enzima PO na redução dos níveis de 

OTA e sua aplicação em suco de uva. Tanto a PO comercial quanto o PO extraído do farelo de 

arroz foram avaliados, respectivamente, quanto à sua atividade em relação à OTA em um sistema 

modelo. A afinidade entre PO e OTA foi verificada pela constante de Michaelis-Menten e pelos 

parâmetros de velocidade máxima, resultando em 0,27 µmol L-1 e 0,015 µmol L-1 min−1 para a 

enzima comercial e 6,5 µmol L-1 e 0,031 µmol L-1 min−1 para PO extraído do farelo de arroz, 

respectivamente. Os menores níveis residuais de OTA ocorreram quando 0,063 U mL−1 da enzima 

foi aplicada. Nessas condições, a redução da OTA foi de 41% em 5 horas para a enzima comercial, 

e de 59% em 24 horas, para o PO extraído do farelo de arroz. Quando o PO extraído, com atividade 

de 0,6 U mL −1, foi aplicado ao suco de uva integral, os níveis de OTA diminuíram para 17%, às 

24 horas. 

O estudo de Sibaja et al. (2019) avaliou os efeitos da concentração enzimática, pH, 

temperatura e tempo de reação na biotransformação de AFB1 pela PO comercial em solução 

modelo (tampão fosfato 100 mmol L −1) onde obteve o resultado quando 0,015 U mL−1 foi 

utilizado para tratar 0,5 µg L −1 de BAAR1, em pH 7,0–8,0 e 30–40 °C, por 8,0 h, 

a biotransformação de BAAR1 atingiu seu máximo (97%). O valor K M de PO para a 

biotransformação de AFB1 foi de 0,0160 µmol L −1 (5 µg L −1) com um VMAX de 6,4 µmol 

L −1 min −1, que foram determinados com base no gráfico de Lineweaver-Burk. PO (0,015 U 

mL −1) reduz efetivamente BAAR 1 (97%) e M 1 (65%) em leite UHT e BAAR1 (24%) em 

amostras de cerveja lager. As POs servem também para remover hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (CHEN et al., 2014; LEE et al., 2015) e no tratamento de águas residuais de indústrias 

(NICELL et al., 1993). Vale ressaltar também que possui forte potencial para degradação de 

contaminantes fenólicos (AITKEN et al., 1994; DEVAIAH; SHETTY, 2009) podendo assim ter 

capacidade também de degradar os agrotóxicos. 

Para Bhatt et al. (2023), realizou investigação da potencialidade da enzima lacase (também 

enzima oxirredutase), na degradação do glifosato. Explorando lacase-glifosato usando abordagens 

de acoplamento molecular (MD) e simulação de dinâmica molecular (MDS). Os resultados sugeriu 

que a lacase interage bem com o glifosato. Numa solução aquosa a estabilidade da lacase com 

glifosato é mediada através da formação de interações hidrofóbicas ligações de hidrogênio e 

interações de van der Waals. A presença decompostos tóxicos xenobióticoscompostos tóxicos no 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glyphosate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glyphosate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/hydrogen-bond
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/xenobiotic
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sítio ativo alteraram a conformação da lacase. O MDS dos complexos lacase-substrato confirmou 

a sua estabilidade durante a degradação catalítica. Os resultados do ensaio de lacase confirmaram 

que a degradação de glifosato foi de 48,34% em 2 horas. 

Apesar da lacuna e carência na literatura científica de informações acerca da degradação 

de agrotóxicos envolvendo as enzimas oxirredutases como a lacase e a peroxidase, a aplicação 

dessas enzimas, particularmente lacases e peroxidases, são de interesse excepcional devido aos 

seus substratos de ampla variedade e grande capacidade para aplicações ambientais. 

Inegavelmente, a aplicação de enzimas oxidativas para fins industriais e biotecnológicos é uma 

área de pesquisa próspera (BARILLI; KEMPK, 2020). 

É importante ressaltar, que aplicabilidade da PO, está vinculada ao ciclo catalítico das 

hemes peroxidases. No seu substrato preferencial, guaiacol, na etapa inicial, enzima férrica nativa 

é oxidada pelo H2O2 a uma forma intermediária chamada composto I (CI), deficiente em dois 

elétrons, sendo um elétron abstraído do íon Fe3+ e outro do anel porfirínico, gerando, 

respectivamente, Fe4+ e radical cátion porfirínico. Posteriormente, o CI aceita um composto 

aromático (ROH) no seu sítio ativo e realiza a sua oxidação, formando o composto II (CII), um 

intermediário deficiente em um elétron. Um radical livre (RO) é produzido e lançado em solução. 

Logo, CII oxida, então, uma segunda molécula aromática, liberando um segundo radical livre, que 

conduz à formação de um produto polimérico, retornando a peroxidase ao seu estado nativo (estado 

reduzido Fe3+), completando assim o ciclo. Na presença de excesso de H2O2, pode acontecer a 

inibição da enzima, formando o composto III (CIII), forma reversivelmente inativa da enzima 

(ELY; KEMPKA; SKORONSKI, 2016; MEDINA et al., 2017). 

A Tabela 8 mostra diversas pesquisas que examinaram a capacidade de várias fontes de 

peroxidase para degradar micotoxinas em situações particulares. Os resultados destacam o impacto 

de fatores como concentração enzimática, matriz de reação, força iônica, temperatura, tempo de 

reação e pH na eficiência da degradação de micotoxinas e compostos aromáticos. degradação de 

micotoxinas. Neste contexto, há a uma grande lacuna para estudo da degradação de contaminantes 

empregando enzima como fonte de ecologica e segura. Esta pesquisa mostrauma resposta 

promissora ao trabalhar biodegradação de agrotóxico e micotoxinas simultaneamente, além de 

executar um metodo de extração eficiente, rápido e econômico.
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Tabela 8 - Emprego da enzima PO em diversas matrizes para degradação de micotoxinas e outros contaminantes. 

Enzima (Fonte 

de obtenção) 

Concentração 

enzimática 

Matriz Força 

Iônica 

Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(min) 

Cofator pH Contaminante Degradação 

(%) 

referência 

Peroxidase 

comercial 

(Armoracia 

rusticana) 

0,6 U mL-1 Solução 

modelo 

25 30 360 1 mmol 

L-1 K+ e 

26 mmol 

L-1 de 

H2O2 

7 OTA 27,0 Garcia et al. 

(2020) 

Peroxidase (farelo 

de arroz) 

0,063 U mL-1 Solução 

modelo 

5 25 1440 26 mmol 

L-1 de 

H2O2 

5,5 OTA 59,0 Nora et al. 

(2019) 

Peroxidase 

comercial 

(Armoracia 

rusticana) 

0,6 U mL-1 Solução 

modelo 

25 30 360 1 mmol 

L-1 K+ e 

26 mmol 

L-1 de 

H2O2 

7 ZEN 64,9 Garcia et al. 

(2020) 

Peroxidase (farelo 

de soja) 

6,0 U mL-1 Solução 

modelo 

5 25 1440 26 mmol 

L-1 de 

H2O2 

5 ZEN 30,6 Garcia; Feltrin 

e Garda-Buffon 

(2018) 
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Enzima (Fonte 

de obtenção) 

Concentração 

enzimática 

Matriz Força 

Iônica 

Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(min) 

Cofator pH Contaminante Degradação 

(%) 

Referência 

Peroxidase 

(Farelo de soja) 

 0,035 U mg-1 Ração 

para 

peixe 

- 32 360 - - AFB1 90 Nogueira et al. 

(2023) 

Peroxidase (farelo 

e soja) 

1 U mL-1 Solução 

modelo 

10 

mmol 

L-1 

30 10 - 5 DON 81 Feltrin et al. 

(2017) 

Peroxidase 

(Farelo de arroz) 

10.385,5 U mg-

1 

Efluente 

têxtil 

- 25 1440 - 3,09 Corante 

vermelho 

100 Klanovicz et al. 

(2020) 

Peroxidase 

(Armouracia 

rusticana) 

0,6 U mL-1 Cerveja 25 mM 30 360 1 mmol 

L-1 K+ e 

26 mmol 

L-1 de 

H2O2 

7 OTA e ZEN 4,8 e 

10,9 

Garcia et al. 

(2019) 

Peroxidase (farelo 

de arroz) 

0,01 U mL-1 Solução 

modelo 

- 10 90 - 6 DON 80 Gautério et al., 

(2017) 
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Enzima (Fonte 

de obtenção) 

Concentração 

enzimática 

Matriz Força 

Iônica 

Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(min) 

Cofator pH Contaminante Degradação 

(%) 
Referência 

Peroxidase 0,5 U mL–1 Solução 

modelo 

- 30 60 - 6 AFB1 67 
Melo et al. 

(2020) 

Peroxidase 

(Allium sativum) 

13,5 U Pimentão 

vermelho 

50 - 1560 - 7 AFB1 70 Tripathi; 

Mishra (2011) 

Peroxidase 

(lactoperoxidase) 

50 U mL-1 Água  - 28 1440 225 μmol 

L-1 de 

NaCl e 

50 μ mol 

L-1 de 

H2O2 

- AFB1 5 Doyle; Marth 

(1978) 

Peroxidase 

(Cedrela fissilis) 

126,60 U mg-1 Água 

residual 

- 50 300 - 5 Corante têxtil 

Brilliant Sky-

Blue G 

83 Fritzke et al. 

(2020) 

Peroxidase 

(comercial) 

0,015 U mL-1 Leite - 30–40 480 - 7,0–

8,0 

AFM1 69 Sibaja et al. 

(2019) 
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Enzima (Fonte 

de obtenção) 

Concentração 

enzimática 

Matriz Força 

Iônica 

Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(min) 

Cofator pH Contaminante Degradação 

(%) 

Referência 

Peroxidase 

(Raphanus 

sativus) 

25,000 U L-1 Água 

residual 

- 25 1440 - - Antraceno 

Fenantreno 

Pireno 

Fluoranteno 

65 

0 

15 

8 

Chen et al. 

(2014) 

Peroxidase 

(cascas de jicama) 

0,79 U mL-1 Água - 30 – 40 60 - 7 Fenol 97 Chiong et al. 

(2016) 

-: Não adicionado. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 INSTRUMENTAÇÃO 

• Balança analítica de precisão FA2104N (Bioprecisa, São Paulo, Brasil); 

• Banho de areia Quimis (São Paulo, Brasil); 

• Banho-maria Quimis (São Paulo, Brasil) 

• Banho ultrassônico 40 kHz, 150 W - UNIQUE (São Paulo, Brasil); 

• Banho ultrassônico UNIQUE Ultra Cleaner 700 (São Paulo, Brasil); 

• Bomba de vácuo Prismatec – (São Paulo, Brasil); 

• Capela de exaustão; 

• Centrífuga Mini Spin Eppendorf - (Hamburg, German) 

• Coluna Phenomenex Chrom-Clone 5 μm C18 (150 mm x 4,6 mm) (São Paulo, Brasil). 

•  Coluna cromatográfica utilizada com fase estacionária composta por C18(5 μm e 150 

mm x 4,6 mm) Kromasil - Supelco® (Bellefonte, EUA) a 35 ºC. 

• Destilador de água Quimis 341-25 (São Paulo, Brasil); 

• Destilador de nitrogênio Tecnal (São Paulo, Brasil); 

• Espectrômetro FEMTO UV-Vis modelo Cirrus 80; 

• Estufa – Quimis (São Paulo, Brasil); 

• Membrana de acetato de celulose 0,45 μm de diâmetro de poro de 47 mm de 

diâmetro (Millipore, São Paulo, Brasil) com utilização na filtração de solventes para 

HPLC; 

• Micropipetadores automáticos com capacidade variável de 10 – 1000 μL; 

• Micropipetadores automáticos com capacidade variável de de 1000 – 10000 μL; 

• Micropipetadores automáticos com capacidade variável de 20 – 200 μL; 

• Micropipetadores automáticos com capacidade variável de 5 – 50 μL; 

• Micropipetadores automáticos com capacidade variável de 1 – 10 μL; 

• Peneira com abertura 42 mesh; 

• Incubadora Shaker Refrigerada SL – 223 – (São Paulo, Brasil); 

• Sistema de filtração em membrana Supelco (EUA); 

• Sistema de purificação de água Milli-Q Direct-Q UV3 Millipore (Millipore, EUA). 

• Vórtex Biomixer Vtx-2500 (São Paulo, Brasil); 

• Vidraria de rotina laboratorial (balões volumétricos, copo de béquer, 
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erlenmeyers, tubos falcon ...) 

4.2 REAGENTES E SOLVENTES 

• Acetona P.A. (Synth, Brasil); 

• Acetonitrila grau HPLC (Panreac, Espanha); 

• Ácido acético glacial P.A. 99,7% (Synth, Brasil); 

• Ácido clorídrico P.A. (Synth, Brasil); 

• Água destilada; 

• Água ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3 Millipore (resistividade de 18,2 

MΩ cm); 

• Benzeno P.A. (Vetec, Brasil); 

• Cloreto de metileno grau HPLC (J.T. Baker, USA); 

• Etanol P.A. (Synth, Brasil); 

• Gás nitrogênio; 

• Hidróxido de sódio P.A. (Synth, Brasil); 

• Metanol grau HPLC (J.T. Baker, USA); 

• Padrões analíticos: Ocratoxina-A, Aflatoxina B1 (Sigma Chemical Company – 

EUA.); 2,4-D (Sigma-Aldrich - Brasil). 

• Peróxido de Hidrogênio P.A. (Synth, Brasil); 

• Sulfato de magnésio P.A. (Synth, Brasil); 

• Sulfato de cálcio P.A. (Synyh, Brasil); 

4.3 MÉTODOS 

4.3.1 Água de parbolização 

Para iniciar este estudo, o arroz em casca foi adquirido de indústria beneficiadora para 

simular a parboilização e assim, obter a água desta etapa do processo. A obtenção da água utilizada 

no processo de parboilização dos grãos de arroz foi realizada em escala laboratorial conforme 

procedimento descrito por Dors et al. (2009) (Figura 3). Para isso, os grãos foram imersos em água 

destilada na proporção de 1:2 (arroz:água) e submetidos a aquecimento em banho-maria a 60 °C 

por um período de 4 h (Dors et al., 2009). A água de parboilização obtida foi separada em volumes 

de 100 mL e mantida sob congelamento até o momento dos experimentos. 
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Figura 6 - Sistema para produção da água de parboilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autoria própria. 

4.3.2 Padrões das micotoxinas e agrotóxicos 

Os padrões de OTA e AFB1, com pureza ≥ 99,0%, foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. 

(Saint Louis, EUA). A solução estoque de OTA (concentração de 100 µg mL-1) foi preparada em 

benzeno: ácido acético (99: 1, v v-1) e congelado. As soluções de trabalho resultaram de diluições 

de soluções de estoque até a concentração desejada às análises. A estimativa da concentração da 

solução de trabalho (Equação 1) de OTA foi realizada em espectrofotômetro empregando o 

comprimento de onda de absorção máxima de 333 nm, a absorvância molar de 5550 cm-1 mol-1 

em benzeno: ácido acético (99: 1, v v-1). 

𝑀𝑖𝑐𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑛𝑎 (𝜇𝑔 𝑚𝑙−1) =
𝑎𝑏𝑠 × 𝑀𝑀 × 1000 × 𝑓𝑐

𝜀 ×  𝑏
 

Equação 1 

 

Onde: micotoxina (μg mL-1) é a concentração da micotoxina presente em 1 mL; abs é o 

valor da absorvância da solução padrão; MM é a massa molecular da micotoxina em estudo (g 

mol-1); fc é o fator de correção do instrumento; Ɛ é a absortividade molar no comprimento de onda 

da absorção característica de cada micotoxina (mol L-1) e b é a largura da cubeta (cm). 
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A solução estoque da AFB1 (concentração de 10 µg L-1) foi preparada em 

benzeno:acetronitrila (98:2, v v-1) e congelados. As soluções trabalho resultaram da diluição da 

solução estoque até as concentrações desejadas. A estimativa da concentração de trabalho foi 

calculada empregando a Equação1. A quantificação da AFB1 em espectrofotômetro empregou o 

comprimento de onda de absorção máxima de 360 nm, absorvância molar de 0,656 cm-1 mol-1.  

O padrão de 2,4-D, adquirido da Sigma Aldrich Co, foi preparado em metanol grau HPLC, 

na concentração de 1000 mg L-1, correspondendo a solução estoque. A solução foi armazenada em 

frasco âmbar e estocado a -18 ºC. A partir da solução estoque foi preparada solução de 

concentrações de 100 mg L-1, e desta uma solução trabalho de 10 mg L-1 do 2,4-D. 

4.3.3 Extração simultânea OTA e 2,4-D 

A extração dos analitos foi realizada empregando a técnica SILLME proposto por Du et al 

(2014). O procedimento consistiu em adicionar 1 mL de água de parboilização e 1 mL de MeCN 

acidificada com 0,1% (v v-1) de ácido fosfórico. O tubo foi agitado por 1 min em vórtex, seguida 

da adição de 0,4 g de sulfato de magnésio, agitação em vórtex por 3 min, e centrifugação por 5 

min a 3500 rpm. As alíquotas foram então injetadas no sistema LC-DAD/FL. 

Figura 7 - Esquema da técnica extração SILLME para OTA e AFB1. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

4.3.4 Extração de AFB1 

A técnica SILLME também foi aplicada a extração de AFB1, no entanto sem a acidificação 

da MeCN. A extração foi realizada empregando 1 mL de água de parboilização, 1 mL de 

acetonitrila, seguida da agitação em vórtex durante 1 min. Após, 0,4 g de sulfato de magnésio foi 

adicionado e o tubo foi agitado novamente em vórtex durante 3 min e centrifugado por 5 min a 
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3500 rpm. A alíquota (1 mL) do sobrenadante foi seca em banho de areia a 60 °C, ressuspensa em 

uma solução água: acetonitrila (90:10, v v-1) e empregada para detecção e quantificação de 

AFB1em LC-FL. 

Figura 8 - Esquema da extração da técnica SILLME para AFB1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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de OTA foram excitação a 333 nm e emissão a 460 nm (KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2015) 

e 220 nm para 2,4-D (CALDAS; DEMOLINER; PRIMEL, 2009). A fase móvel foi composta por 

acetonitrila: água acidificada com ácido fosfórico pH 3,0 (60:40, v v-1), em eluição isocrática. A 

coluna cromatográfica utilizada com fase estacionária composta por C18 (5 μm e 150 mm x 4,6 

mm) Kromasil - Supelco®) a 35 ºC, A vazão da fase móvel foi estabelecida em 0,8 mL min-1, 

totalizando o tempo de análise de16 min, com o tempo de retenção de 7,5 min para 2,4-D e 13 min 

para OTA. 

A determinação de AFB1 foi realizada em um cromatógrafo a líquido acoplado ao detector 

de fluorescência (LC-FL), com derivatização fotoquímica pós-coluna. Para a separação da 

micotoxina foi utilizada empregando uma coluna analítica C18 (Phenomenex Chrom-Clone 5 μm 

C18, 150 mm x 4,6 mm) em uma temperatura de 40 °C.  A fase móvel foi composta por água: 

acetonitrila: metanol (60:15:25, v v v-1) em uma vazão de 1,0 mL/min, resultando um tempo total 

de análise de 17 min, e o tempo de retenção da AFB1 de 13,5 min. A detecção foi realizada em 

comprimentos de onda de 370 nm e 410 nm para excitação e emissão, respectivamente 

4.4 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS 

Para este estudo os parâmetros utilizados para a validação dos métodos analíticos foram: 

faixa linear de trabalho, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ), precisão (precisão 

intermediaria) e exatidão (recuperação) (INMETRO, 2020). 

A faixa linear de trabalho foi avaliada pela construção de curvas analíticas através de curva 

na matriz com soluções analíticas nas concentrações de 0,2 a 10 ng mL-1 OTA em LC-FL, 0,2 a 

10 µg mL-1 para 2,4-D em LC-DAD e 0,2, a 11 ng mL-1 para AFB1 em LC-FL, todas contendo, 

no mínimo, 8 concentrações. 

O limite de detecção (LD) foi determinado utilizando uma abordagem de diluição da 

solução dos padrões até a ausência de sinal no tempo de retenção do analito, obtenção do ruído. O 

limite de quantificação (LD) foi estabelecido a partir do primeiro ponto de concentração da faixa 

linear de trabalho. 

A exatidão foi avaliada adicionando concentrações conhecidas dos analitos, na água de 

parboilização em três níveis (baixo, médio e alto) nas concentrações de 0,2; 1,0 e 5,0 ng mL-1 para 

OTA e AFB1, e 0,2; 1,0 e 5,0 µg mL-1 para 2,4-D. As amostras foram injetadas no sistema 

cromatográfico em triplicatas. 

A exatidão no indicativo de recuperação foi calculada conforme a Equação 2. 
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𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜(%) = (
𝐶1 − 𝐶2

𝐶3
) 𝑥 100 

Equação 2 

Onde: C1 é a concentração do analito na amostra fortificada; C2 é a concentração do analito 

na amostra não fortificada; C3 é a concentração do analito adicionado à amostra fortificada. 

A repetibilidade foi avaliada empregando água de parboilização fortificada em diferentes 

níveis em triplicata nas mesmas concentrações descritas na etapa da exatidão, seguido 

posteriormente da extração, e injeção em triplicata, pelo mesmo analista e nas mesmas condições 

cromatográficas. A precisão intermediária do método foi avaliada seguindo o mesmo 

procedimento, no entanto em diferentes dias. A partir das nove determinações foi calculado o RSD 

(%). Para os cálculos dos RSD utilizou-se a Equação 3, apresentada a seguir: 

𝑅𝑆𝐷(%) =
𝑠

𝑋𝑚
𝑥100 Equação 3 

Onde: s é a estimativa do desvio padrão absoluto; Xm é a média das medidas em replicata 

(n =9, replicatas injetadas em triplicata para OTA, AFB1 e 2,4-D).  

4.4 OBTENÇÃO DA ENZIMA PO 

A extração da enzima foi realizada empregando 5 g do farelo de arroz (moído e com 

granulometria de 42 mesh), ao qual foi adicionado 50 mL de tampão fosfato 10 mmol L-1 pH 5, 

mantidos sob agitação orbital a 100 rpm por 60 min a 25°C. Após, o conteúdo foi centrifugado por 

10 min a 3500 rpm em temperatura ambiente. O extrato obtido foi filtrado e ajustado para um 

volume final de 50 mL em um balão volumétrico. 

4.4.1 Determinação da atividade enzimática 

A atividade da PO do farelo do arroz foi determinada de acordo com Feltrin (2013). Para 

avaliar a atividade enzimática foram utilizados água destilada (400 µL), tampão fosfato 5 mM pH 

5,5 (300 µL), peroxido de hidrogênio (H2O2 0,08 v/v%) (200 µL), extrato enzimático (200 µL) e 

guaiacol 1% (100 µL). A incubação foi realizada em banho termostático por 20 min a 25 ºC. A 

oxidação do composto foi verificada em espectrofotômetro a 470 nm e a atividade da enzima PO 

foi estimada de acordo com a Equação 4 descrita por Schüttmann et al. (2014). Uma unidade de 

atividade da PO representou a quantidade de enzima que catalisou a oxidação de 1 μmol de 

guaiacol em 1 min (ZERAIT, 2008). 
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𝑈 𝑚𝐿−1 =  
𝑎𝑏𝑠 𝑥 𝑉𝑟𝑒𝑎çã𝑜𝑥 𝐷𝐹 𝑥 103

Ɛ 𝑥 𝑑 𝑥 𝑡 𝑥 𝑉𝑟𝑒𝑎çã𝑜
 

Equação 4 

Onde U mL-1 é a unidade de atividade de PO por mL de extrato; abs é a absorbância da reação; 

Vreação é o volume total da reação (mL); Vamostra é o volume de extrato enzimático (mL); FD é o 

fator de diluição (diluição do extrato enzimático); 103 é a conversão de mol para µmol; Ɛ é 

coeficiente de atenuação molar do tetraguaiacol (26.600 L mol-1 cm-1); d é o diâmetro da cubeta 

(cm) e t é o tempo de reação (min). 

4.5 ESTUDO DE DEGRADAÇÃO DAS MICOTOXINAS E AGROTÓXICOS POR PO 

4.5.1 Degradação para OTA, AFB1 e 2,4-D por ação enzimática 

O estudo de degradação de OTA, AFB1 e 2,4-D pela enzima peroxidase foi realizada 

avaliando as condições de reação (Tabela 9) (atividade enzimática, tempo de reação, temperatura, 

agitação, concentração de peróxido de hidrogênio e adição de íons metálicos) por delineamento 

experimental fatorial fracionado 27-3 resultando em 16 ensaios e 4 pontos centrais, totalizando 20 

experimentos, observa-se na Figura 9 o esquema realizado no procedimento dos ensaios de 

degradação. 

Figura 9 - Esquema de ensaio de degradação simultânea para AFB1, OTA e 2,4-D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 9 - Níveis e variáveis analisadas no delineamento fatorial fracionado 27-3. 

 

 

 

 

 

Os ensaios de degradação simultânea de OTA e AFB1 (25 ng mL-1), e 2,4-D (25 μg mL-1) 

foram realizados em reator tipo Erlenmeyer com volume útil de 50 mL, onde foram adicionados 

os volumes da solução padrão dos analitos e em seguida o solvente foi evaporado sob atmosfera 

de nitrogênio. Os analitos foram solubilizados em 10 mL de meio reacional, onde primeiramente 

foi adicionado a água de parboilização, seguida da homogeneização em banho ultrassônico (3 

min). Foram adicionados os íons metálicos, peróxido de hidrogênio e a enzima PO, as 

concentrações variaram conforme o delineamento experimental (Tabela 9). O reator foi mantido 

sob agitação orbital também conforme Tabela 9. Foram realizados quatro ensaios controles 

denominados como: controle 1(contendo micotoxinas e sem PO com H2O2); controle 2 (com 

micotoxinas sem PO sem H2O2); controle 3 (sem micotoxinas e sem PO); controle 4 (sem 

micotoxina com PO). Os ensaios dos controles foram realizados para verificar a qualidade do perfil 

cromatográficos, ou possível efeito da matriz. Ao final de cada ensaio, variando de 1 a 24 h, as 

concentrações residuais das micotoxinas e agrotóxico foram extraídas pela técnica SILLME e 

quantificadas em LC-DAD-FL. Os resultados da degradação foram calculados conforme a 

Equação 5. 

𝐷𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎çã𝑜(%) =
𝐶𝑀𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙− 𝐶𝑀𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐶𝑀𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100 

Equação 5 

Onde CMinicial é a concentração do padrão inicial (OTA ng mL-1, AFB1 ng mL-1 ou 2,4-D µg mL-

1); e CMfinal é a concentração do padrão final (OTA ng mL-1, AFB1 ou 2,4-D µg mL-1), calculada 

através da curva analítica com os padrões dos analitos. 

4.5.2 Confirmação de degradação por PO 

A melhor condição de degradação dos analitos obtido pelo tratamento estatístico foi 

realizada em triplicata. Os padrões foram adicionados em concentrações de 25 ng mL-1 para 

Variáveis Níveis 

-1 0 1 

Atividade enzimática (U mL-1) 0,005 0,08 0,01 

Tempo de reação (h) 1 12,5 24 

Temperatura (°C) 10 25 40 

Íons metálico Ca2+ (mmol L-1) 0 2,5 5 

Ion metálico Mg2+ (mmol L-1) 0 2,5 5 

Agitação (rpm) 0 50 100 

Peroxido de hidrogênio (%) 0,02 0,06 0,1 
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micotoxinas e 25 µg mL-1 para 2,4-D, e o solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogênio. Os 

experimentos também foram realizados em reator tipo Erlenmeyer com volume útil de 50 mL com 

adição dos analitos e o solvente evaporado sob atmosfera de nitrogênio. Os analitos foram 

solubilizados em 8,721 mL de água de parboilização, homogeneizados em banho ultrassônico (3 min), 

adicionado íons metálicos Mg2+ e Ca2+ (500 µL para cada solução) na concentração de 5 mmol L-1, em 

seguida adicionado o peróxido de hidrogênio (28,5 µL) na concentração de 0,1% e a enzima PO em 

0,005 U mL-1 (250 µL) sendo assim, totalizando 10 mL de volume total no reator. O reator foi mantido 

a temperatura de 40°C sem agitação orbital por 1 h, por fim os resíduos foram extraídos e 

quantificados. 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados da degradação de OTA, AFB1, 2,4-D na água de processamento de arroz foram 

analisados em relação a normalidade dos dados, estatisticamente por análise de variância 

(ANOVA), e pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% (p < 0,05), empregando o 

Software Statistica 7.0.0. 

5. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  

 

5.1 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS 

A validação do método analítico é necessária para garantir resultados exatos e precisos 

(EUROPEAN COMMISSION, 2006). As micotoxinas apresentaram limites de detecção do 

método (LD) de 0,01 ng mL-1 para OTA, 0,06 ng mL-1 para AFB1, e para o 2,4-D de 0,04 µg mL-

1. Os limites de quantificação do método (LQ) para OTA foi de 0,2 ng mL-1, AFB1 de 0,2, para o 

2,4-D o limite foi de 0,4 µg mL-1. Outros parâmetros de validação obtidos através de calibração 

da matriz para o método proposto estão apresentados na Tabela 10. Os coeficientes de correlação 

(r) foram maiores que (r > 0,99) estando dentro da faixa recomendadas (IMETRO, 2020). 
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Tabela 10 - Curvas analíticas e faixa linear para AFB1, OTA e 2,4-D em LC-FL/DAD*. 

Parâmetros 

analíticos 

OTA (ng mL-1) AFB1(ng mL-1) 2,4-D (µg mL-1) 

Equação da curva y=132551x– 8250,8 y = 29701x + 10680 y=39132x-7354 

Faixa linear 0,2 a 10 0,2 a 11 0,2 a 10 

Coeficiente de 

correlação 

0,999 0,996 0,999 

Coeficiente de 

determinação 

0,999 0,993 0,998 

*LC-FL - Coluna Phenomenex Chrom-Clone 5 μm C18 a 40 ºC com fase móvel (água: acetonitrila: metanol) 

(60:15:25, v v v-1); LC-DAD/FL - coluna Kromasil - Supelco com fase estacionária composta por C18 a 35 ºC - Fase 

móvel (acetonitrila: água acidificada com ácido fosfórico pH 3,0) (60:40, v v-1). 

Tabela 11 - Recuperação (RSD%) e precisão em termos de repetibilidade (RSD) e precisão 

intermediária. 

Analito Nível de 

fortificação 

Repetibilidade Precisão 

intermediaria 

R (%) RSD R (%) RSD 

OTA 0,2 ng mL-1 101 4,5 103 9,3 

 1,0 ng mL-1 82,0 6,2 85,0 1,5 

 5,0 ng mL-1 88,0 6,9 88,0 6,4 

2,4-D 0,4 µg mL-1 82,0 2,5 88,0 5,4 

 1,0 µg mL-1 94,0 2,7 86,0 1,6 

 5,0 µg mL-1 81,0 7,4 90,0 4,3 

AFB1 0,2 ng mL-1 120 8,9 120 5,1 

 1,0 ng mL-1 105 9,1 101 5,7 

 5,0 ng mL-1 97,0 0,5 84,0 1,2 

 

A exatidão do método foi avaliada por ensaios de recuperação em três níveis, nas 

concentrações correspondentes a 0,2; 1,0 e 5,0 ng mL-1 para as micotoxinas AFB1 e OTA, para o 
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2,4-D foi de 0,4; 1,0 e 5,0 µg mL-1.  A precisão do método foi avaliada em termos de repetibilidade 

(RSD) e precisão intermediária em três níveis para cada analito. Os valores de repetibilidade e de 

precisão intermediária estão apresentados na Tabela 11. 

O método apresentou recuperações entre 82 e 120%, conforme apresentado na Tabela 11. 

A precisão do método foi expressa em RSD. O método demonstrou boa precisão com valores de 

RSD menores que 20% para a repetibilidade e precisão intermediária, seguindo a orientação para 

validação de métodos analíticos na faixa entre 80 e 120% com valores de RSD ≤ 20% (INMETRO, 

2020), sendo assim, os resultados foram considerados satisfatórios. 

5.2 ESTUDO DE DEGRADAÇÃO DAS MICOTOXINAS E AGROTÓXICO POR PO 

5.2.1 Degradação de OTA, AFB1 e 2,4-D por PO 

A aplicação da enzima PO como estratégia para mitigar micotoxinas e agrotóxicos torna-

se favorável devido à sua especificidade e capacidade de desintoxicar esses contaminantes em 

diversas matrizes. Estudos prévios já demonstraram a eficácia dessa abordagem. Em algumas 

aplicações, as POs foram utilizadas com sucesso no tratamento de águas residuais contendo 

compostos fenólicos (AITKEN et al., 1994; DEVAIAH; SHETTY, 2009), e na síntese de produtos 

químicos aromáticos (CHEN et al., 2014; LEE et al., 2015) e entre outros tratamentos. Neste 

contexto, este estudo apresenta resultados inéditos na mitigação concomitante do herbicida 2,4-D 

e micotoxinas em água gerado no processamento de arroz parboilizado. Como mencionado no 

item 4.5.1, antes de iniciar os ensaios do planejamento experimental, foram realizados os ensaios 

dos controles para avaliar os perfis cromatográficos as Figuras 10, 11 e 12, apresentam as respostas 

dos controles avaliados em diferentes experimentos. 

Figura 10 - Cromatogramas obtidos por LC-DAD do 2,4-D em diferentes controles 

experimentais. 
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos por LC-FL da OTA em diferentes controles experimentais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Cromatogramas obtidos por LC-FL da AFB1 em diferentes controles experimentais. 
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Observa-se que os perfis cromatográficos obtidos para todos os controles experimentais 

não apresentaram alterações significativas, indicando que os métodos de preparação e análise estão 

em ótimas condições para a avaliação das degradações de AFB1, OTA e 2,4-D estão garantindo 

resultados confiáveis para as análises dos ensaios de degradação. 

Na Tabela 12 estão expressos os resultados obtidos pelo delineamento experimental 

fracionado 27-3, utilizado para verificar a influência das variáveis tempo de degradação (h), 

atividade enzimática (U mL-1), temperatura (°C), co-fatores (mmol L-1), peróxido de hidrogênio 

(%) e agitação (rpm), buscando assim uma melhor condição para a degradação de 2,4-D, OTA e 

AFB1 a partir da PO extraída do farelo de arroz. É importante destacar que a atividade da PO no 

extrato enzimático obtido de farelo de arroz foi de 0,285 U mL-1, enzima aplicada em todos os 

ensaios de degradação de micotoxinas e agrotóxico deste estudo. A Tabela 12 mostra que a 

degradação do 2,4-D varia entre 17,7 e 100%, em relevâncias as variáveis, que resultam em uma 

variação considerável nos diferentes ensaios, destaca-se o ensaio 8, onde as condições resultam 

em 91,8% de degradação. Este resultado foi decorrente da aplicação da maior a temperatura 

(40°C), a presença de co-fator como Mg+2 em 5 mmol L-1 e a sem agitação (0 rpm), condições que 

contribuem mitigação do agrotóxico (2,4-D). Entretanto, no ensaio 10 pode-se verificar a 

influência da temperatura, onde na menor temperatura avaliada (10°C), maior concentração de 

peróxido (0,1%), presença dos co-fatores Ca+2 e Mg+2 e sem agitação (0 rpm) a degradação 

observada foi menor, somente 17,7%. Vale ressaltar, que o ensaio 2 também apresenta uma 

excelente resposta de mitigação de 2,4-D em 100%, porém, estatisticamente, essa condição do 

ensaio 2 não será utilizado, já que se trata de degradação simultânea e deve ser considerado os 

outros analitos presentes no reator.
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Tabela 12 - Degradação (%) simultânea de OTA, AFB1 e 2,4-D por ação da PO avaliado por delineamento experimental 27-3. 

Ensaios 

Atividade 

enzimática 

– U mL-1  

Tempo – 

h  

Temperatura 

- ºC  

Co-fator Ca 

– mM  

Co-Fator 

Mg – mM  

Peróxido de 

hidrogênio - 

%  

Agitação - 

rpm  

Degradação 

2,4D 

Degradação 

OTA 

Degradação 

AFB1 

 (X1) (X2) (X3) (X4) (X5) (X6) (X7) (%) (%) (%) 

1 -1(0,005) -1(1) -1(10) -1(0) -1(0) -1(0,02) -1(0) 27,9 91,4 28,5 

2 1(0,01) -1(1) -1(10) -1(0) 1(5) -1(0,02) 1(100) 100 91,9 30,8 

3 -1(0,005) 1(24) -1(10) -1(0) 1(5) 1(0,1) -1(0) 26,5 90,8 41,5 

4 1(0,01) 1(24) -1(10) -1(0) -1(0) 1(0,1) 1(100) 14,8 90,9 45,6 

5 -1(0,005) -1(1) 1(40) -1(0) 1(5) 1(0,1) 1(100) 25,7 92,4 54,7 

6 1(0,01) -1(1) 1(40) -1(0) -1(0) 1(0,1) -1(0) 32,4 91,2 49,0 

7 -1(0,005) 1(24) 1(40) -1(0) -1(0) -1(0,02) 1(100) 43,7 91,0 38,4 

8 1(0,01) 1(24) 1(40) -1(0) 1(5) -1(0,02) -1(0) 91,8 91,2 47,2 

9 -1(0,005) -1(1) -1(10) 1(5) -1(0) 1(0,1) 1(100) 91,0 92,2 44,6 

10 1(0,01) -1(1) -1(10) 1(5) 1(5) 1(0,1) -1(0) 17,7 89,7 56,5 

11 -1(0,005) 1(24) -1(10) 1(5) 1(5) -1(0,02) 1(100) 29,9 91,3 44,9 

12 1(0,01) 1(24) -1(10) 1(5) -1(0) -1(0,02) -1(0) 22,7 91,0 33,2 

13 -1(0,005) -1(1) 1(40) 1(5) 1(5) -1(0,02) -1(0) 41,1 91,3 42,6 

14 1(0,01) -1(1) 1(40) 1(5) -1(0) -1(0,02) 1(100) 23,4 90,2 34,5 

15 -1(0,005) 1(24) 1(40) 1(5) -1(0) 1(0,1) -1(0) 48,5 91,2 58,7 

16 1(0,01) 1(24) 1(40) 1(5) 1(5) 1(0,1) 1(100) 41,5 91,5 67,4 

17 0(0,008) 0(12,5) 0(25) 0(2,5) 0(2,5) 0(0,06) 0(50) 90,0 91,4 51,3 

18 0(0,008) 0(12,5) 0(25) 0(2,5) 0(2,5) 0(0,06) 0(50) 90,0 91,5 54,6 

19 0(0,008) 0(12,5) 0(25) 0(2,5) 0(2,5) 0(0,06) 0(50) 91,1 91,5 51,4 

20 0(0,008) 0(12,5) 0(25) 0(2,5) 0(2,5) 0(0,06) 0(50) 91,1 91,5 50,4 
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A literatura descreve diversas estratégias envolvendo biodegradação do agrotóxico 2,4-D 

em água, como por exemplo, a utilização de bactérias (BARROS, 2022), fungos (OLIVEIRA, 

2019) e algumas enzimas (ZDARTA; ZDARTA, 2022), mas nenhum estudo foi descrito na 

literatura sobre a aplicação da enzima PO extraída do farelo de arroz para a mitigação deste 

agrotóxico, principalmente em água de parboilização do arroz e ainda concomitante a micotoxinas.  

O estudo de Zdarta e Zdarta (2022), propôs a produção e aplicação de membranas de 

celulose e enzima oxidoredutase, como lacase (20,5 U mg-1), tirosinase (≥10.000 U mg-1) e 

peroxidase (≥200 U mg-1) para tratamento de águas residuais para remoção de micropoluentes tais 

como 2,4-D, outras substâncias como 17α-etinilestradiol, tetraciclina, álcool ter-amílico 

(medicamento anestésico) e éster metílico de cetoprofeno. O resultado mostrou que a lacase 

removeu 56%, a tirosinase 40% e peroxidase 20% do herbicida 2,4-D antes da imobilização das 

enzimas, e após, a aplicação das enzimas lacase, tirosinase e peroxidase imobilizadas em 

membrana obtiveram a remoção de 61, 54 e 24%, respectivamente. Esses resultados indicam que 

diferentes abordagens, emprego de diferentes enzimas, podem afetar significativamente a 

eficiência da degradação e remoção do 2,4-D em água, e fortalece o presente estudo para a 

degradação do 2,4-D a partir de enzima PO extraída do arroz, como fonte de mitigação econômica, 

de fácil aplicação e alta eficiência. 

Para a OTA, a degradação variou de 89,7 a 92,4% (Tabela 12), sendo o ensaio 5 o que 

apresentou maior eficiência de degradação, degradando 92,6% do composto. A combinação dos 

fatores como temperatura elevada (40 °C), os co-fatores Mg+2 e Ca+2 em 5 mmol L-1, peróxido de 

hidrogênio (0,1%) e agitação (100 rpm) favorece a degradação da OTA. Em outros estudos, Nora 

(2015), utilizou a peroxidase (PO) extraída do farelo de arroz para degradação da OTA, onde 

conseguiu uma redução de 41% em 24 h. Esse resultado foi obtido com uma concentração 

enzimática no meio de 0,063 U mL-1, maior concentração no meio comparado a este estudo que 

obteve maior degradação com uma menor concentração enzimática no meio (0,01 U mL-1). Este 

estudo destaca a eficácia da PO do farelo de arroz na degradação da OTA em sistemas aquosos. 

Além disto, é possível destacar que o presente estudo demostrou um resultado positivo de 

degradação acima de 90% para OTA em todos os ensaios. 

No entanto, a degradação para AFB1 observada (Tabela 12) foi menor, os níveis de 

degradação variaram entre 28,5 a 67,4%. A melhor resposta de degradação para AFB1 foi obtida 

no ensaio 16, degradação máxima observada de 67,4%. Esse resultado é considerado eficaz para 

AFB1, as variáveis experimentais estavam todas ajustadas para os maiores níveis estudados, 

sugerindo que a combinação desses fatores pode ter contribuído para a degradação da AFB1. 
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No estudo de Sibaja (2019), degradação da AFB1 em solução modelo por enzima comercial 

(PO) foi avaliado, obtendo degradação máxima de 69%, os maiores percentuais de mitigação de 

AFB1 pela atividade de PO em solução modelo foi obtida aplicando como condição a maior 

concentração de tampão fosfato 100 mmol L-1 em pH 7,0 ou 8, aplicando 0,015 U mL-1 de 

atividade da PO, mantidos na temperatura de 30 ou 40 °C e com tempo de incubação de 8 h. 

A partir da análise estatística, os efeitos observados de cada variável estão apresentados na 

Tabela 13. Para as variáveis dependentes de degradação (%) de 2,4-D e OTA não foi observado 

nenhum efeito significativo. A eficácia da enzima e as condições específicas de aplicação podem 

ser atribuídas para tal resultado, não sendo observado a variação da degradação nas condições 

estudadas. No entanto, é crucial notar que estudos anteriores conduzidos por Sibaja (2019), Garcia 

(2020) e Feltrin et al. (2017) relataram efeitos significativos quando aplicado faixas semelhantes 

e emprego da enzima PO, sugerindo a diversidade de resultados quando empregado diferentes 

contextos experimentais. Em contrapartida, para a degradação de AFB1 foram observados efeitos 

significativos e positivos relacionado a temperatura, co-fator Ca e Mg, e peróxido de hidrogênio. 

O efeito positivo descreve que quando empregado o maior nível de estudo das variáveis 

significativas, temperatura (40°C), cofatores Mg+2 e Ca+2 (5 mmol L-1) e o peróxido de hidrogênio 

(0,1%), maior degradação dos contaminantes foi verificado.  Desta forma, o aumento da 

temperatura de 10 a 40 °C resultou em um aumento de 8,36% a média de degradação, para os co-

fatores Ca+2 e Mg+2 de 0 a 5 mmol L-1 o aumento observado foi de 5,83% e 6,63%, 

respectivamente, para o peroxido de hidrogênio de 0,02 a 0,1% foi de 14,73%, tendo como média 

de degradação de 46,29% para AFB1 (Tabela 13). 
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Tabela 13 - Efeitos sobre a degradação simultânea de 2,4-D, OTA e AFB1 no delineamento 

fracionado 27-3 pela aplicação da enzima Peroxidase (PO). 

Analito Fatores Efeito EP t(12) p Coef. EPC 

2,4-D Média/Interc 52,04 8,53175 6,099572 0,000053 52,04 8,531 
 

Atividade enzimática 1,25 19,07757 0,065522 0,948837 0,625 9,538 
 

Tempo -4,975 19,07757 -0,26078 0,798685 -2,4875 9,538 
 

Temperatura 2,2 19,07757 0,115319 0,9101 1,1 9,538 
 

Co-fator Ca -5,875 19,07757 -0,30795 0,763398 -2,9375 9,538 
 

Co-fator Mg 8,725 19,07757 0,457343 0,655594 4,3625 9,538 
 

Peróxido de hidrogênio -10,3 19,07757 -0,5399 0,599142 -5,15 9,538 
 

Agitação 7,675 19,07757 0,402305 0,694533 3,8375 9,538 

OTA Média/Interc. 91,255 0,136809 667,0255 0 91,255 0,136 
 

Atividade enzimática -0,5 0,305914 -1,6344 0,128108 -0,25 0,152 
 

Tempo -0,175 0,305914 -0,5721 0,577843 -0,0875 0,152 
 

Temperatura 0,1 0,305914 0,3269 0,749383 0,05 0,152 
 

Co-fator Ca -0,3 0,305914 -0,9807 0,346115 -0,15 0,152 
 

Co-fator Mg 0,125 0,305914 0,4086 0,690022 0,0625 0,152 
 

Peróxido de hidrogênio 0,075 0,305914 0,2452 0,81047 0,0375 0,152 
 

Agitação 0,45 0,305914 1,471 0,167022 0,225 0,152 

AFB1 Média/Interc. 46,29 1,194822 38,74219 0 46,29 1,194 
 

Atividade enzimática 1,2875 2,671702 0,4819 0,638545 0,64375 1,335 
 

Tempo 4,4625 2,671702 1,67028 0,120719 2,23125 1,335 
 

Temperatura 8,3625 2,671702 3,13003 0,008691 4,18125 1,335 
 

Co-fator Ca 5,8375 2,671702 2,18494 0,049455 2,91875 1,335 
 

Co-fator Mg 6,6375 2,671702 2,48437 0,028727 3,31875 1,335 

 Peróxido de 

hidrogênio 

14,7375 2,671702 5,51615 0,000133 7,36875 1,335 

 Agitação 0,4625 2,671702 0,17311 0,86545 0,23125 1,335 

EP – Erro Padrão; t(12) – t – Student; p – valor p; Coef. – Coeficiente; EPC- Erro Padrão do Coeficiente; 

Atividade enzimática: de 0,005 a 0,01U mL-1; Tempo: de 1 a 10 h; Temperatura: de 10 a 40 °C; cofatores: de 0 a 5 

mmol L-1; Peróxido de hidrogênio: de 0,02 a 0,1%; Agitação: de 0 a 100 rmp. 
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Comparando as variáveis significativas da AFB1 com outros estudos, como de Garcia 

(2020), o efeito da concentração de peroxido (0,1%) na solução modelo para degradação de OTA 

e ZEN foram significativas. Este fato é ressaltado por Wu et al. (1994) que relata que em um reator 

com baixas concentrações de H2O2, a taxa de reação é limitada e, ao considerar os fatores de 

produção e recursos econômicos, a adição da concentração mínima admissível deste co-substrato 

deve ser determinada com o objetivo de obter a maior taxa de reação. Garcia (2020) também 

avaliou os efeitos dos íons metálicos, K+ e Na+ (1 mmol L-1) e Mg2+ (5 mmol L-1) que 

demonstraram aumentar significativamente a atividade da PO na degradação de OTA em 66; 38; 

58 e 39%, respectivamente, enquanto o Ca2+ (1 e 5 mmol L-1) inibiu a degradação em 100% quando 

comparado ao controle (sem adição do íon metálico). Por outro lado, observou que a adição de 

Ca2+ (5 mmol L-1), Fe2+ (5 mmol L-1), e Na+ e Mg2+ em 5 mmol L-1 resultou na redução da atividade 

da PO na degradação de ZEA. Na literatura, existem vários estudos que descrevem a adição de 

íons metálicos para o aumento da atividade ou inibição de PO obtida de diferentes fontes para 

oxidação de diversos substratos. O Ca2+ nas concentrações de 5 mmol L-1 é reportado por inibir a 

atividade da PO de Armoracia rusticana na oxidação do guaiacol, em 64% (MOHAMED et al., 

2011). Verificou-se também que a adição de Mg2+ e Ca2+ em uma concentração de 5 mmol L-1 

induziu o aumento da atividade do PO purificado do feijão preto (Vigna mungo) na oxidação de 

o-dianisidina em 4 e 10%, respectivamente. 

 Cabe ressaltar também que a temperatura exerce uma influência significativa nas 

reações catalisadas por enzimas devido à sua capacidade de alterar a energia de ativação necessária 

para que a reação ocorra. O aumento da temperatura pode reduzir a energia de ativação por meio 

do acréscimo do nível de energia livre (GRAHAME; BRYKSA; YADA, 2015). Com isso 

temperaturas que se encontram abaixo ou acima do ótimo de ação enzimática acabam por 

desnaturar a enzima ou diminuir a velocidade de reação. 

 Para Garcia (2020), os maiores percentuais de degradação de OTA e ZEN não diferem 

estatisticamente quando aplicada temperaturas entre 20 e 40 ºC. Em resumo, a variação de 

degradação dos contaminantes por ação da enzima PO podem ser atribuídas às diferenças nos 

sistemas enzimáticos estudados, nas condições experimentais e nos substratos específicos de cada 

reação. 

 Dados evidenciam a complexidade das interações entre temperatura, presença de 

cofatores e atividade enzimática, destacando a importância de considerar esses fatores de forma 

específica para cada sistema enzimático e reação bioquímica estudada. É importante considerar os 
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efeitos significativos para AFB1, como temperatura, para o ensaio enzimático foi extremamente 

importante, pois o aumento gradual da temperatura pode aumentar a atividade enzimática até um 

certo valor no qual a desnaturação pode ocorrer e, também, o sítio catalítico é modificado e pode 

alterar as interações na formação do complexo enzima-substrato (DANIEL; DANSON, 2013).  Os 

co-fatores, visto que o cofator ocasiona o aumento da atividade enzimática (MAHMOUDI et al., 

2003). É possível sugerir que algumas propriedades químicas dos íons possam auxiliar ou 

prejudicar a ligação enzima-substrato, como por exemplo, o íon ser monovalente ou divalente, 

tamanho do raio atômico, densidade e potencial de ionização (GARCIA, 2020). Em relação ao 

peróxido de hidrogênio sendo co-substrato da PO, ele participa do ciclo catalítico através da 

oxidação da enzima nativa para formar uma molécula intermediária (composto I) que 

subsequentemente oxida um substrato fenólico e o converte em um radical livre (composto II) e, 

com isso a enzima retorna ao seu estado nativo ou pode ser convertida em formas inativas através 

da reação do composto II com peroxido de hidrogênio para formar o composto III (HOSHINO; 

NAKAJIMA; YAMAZAKI, 1987). 

Os dados da AFB1 foram tratados estatisticamente por análise de variância (ANOVA) 

(Tabela 14) por apresentar variáveis com efeitos significativos. Os resultados da ANOVA 

indicaram que os dados obtidos são estatisticamente significativos e preditivos, com valor p de 

0,001158898. A predição foi observada pelo Fcalculado, apresentando valor de 7,74615 que é maior 

que o valor de Ftabelado 2,913358179. Isso sugere que o modelo de regressão, que inclui todas as 

variáveis independentes, é capaz de explicar uma quantidade significativa da variação na variável 

dependente da degradação de AFB1. 

Tabela 14 - ANOVA para valor de degradação da AFB1. 

Fonte de variação SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado p 

Regressão 1548,1744 7 221,1678 7,74615 2,913358179 0,001158898 

Resíduo 342,6236 12 28,55197    
Total 1890,7980 19     

SQ – Soma dos quadrados; GL – Grau de liberdade; MQ – Média dos quadrados; p: valor p com nível de significância 

de (p<0,05) 

O valor do modelo de regressão (soma dos quadrados da regressão) é consideravelmente 

maior do que a variação não explicada (soma dos quadrados do resíduo), o que indica que o modelo 

é capaz de explicar a maior parte da variação observada na variável dependente. Portanto, sugerem 

que o modelo de regressão é estatisticamente significativo e fornece uma boa descrição do 

relacionamento entre as variáveis independentes e a variável dependente. Isso pode ser útil para 
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entender e prever a degradação de AFB1 em condições específicas experimentais. A predição de 

degradação de AFB1 é apresentada na Equação 9. Ao observar o valor do erro relativo, os valores 

foram menores aos comparado aos valores reais. Isso significa que a variação observada entre os 

valores experimentais e os preditos, pode-se confirmar que isto é esperado por ter sido empregado 

um delineamento para triagem de varáveis significativas, e não um delineamento completo para 

emprego de modelagem matemática. A equação significativa e preditiva neste caso, serve como 

orientação para a continuação do estudo visando gerar um modelo matemático preditivo, com 

ótimos ajustes quando empregado delineamento, delineamento completo tendo como base estas 

condições observadas e significativas, sendo assim, para AFB1 o modelo matemático foi 

significativo, mas não preditivos, impossibilitando o uso da Equação 9. 

D𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝐹𝐵1(%) = 48,89 + 1,28(𝑋1) + 4,46(𝑋2) + 8,36(𝑋3) +

5,84(𝑋4) + 6,64(𝑋5) + 14,73(𝑋6) + 0,46(𝑋7) 

Equação 9 

 Para a confirmação de degradação dos analitos, foi realizado um experimento em triplicada 

para degradação do 2,4-D, OTA e AFB1, onde as melhores condições dos experimentos do 

delineamento fracionado 27-3 foram selecionadas. As condições que não foram significativas nas 

reações de degradação para o 2,4-D, OTA e AFB1 como atividade da PO, foi mantida na sua 

menor concentração (0,005 U mL-1), tempo de reação enzimática, como o menor tempo (1 h), e 

sem agitação, foram selecionadas para o experimento visando o menor custo e redução de tempo 

de ensaio. Na Tabela 15 estão expressos os resultados da confirmação de degradação dos 

contaminantes. 

Tabela 15 - Validação das melhores condições de ensaio para AFB1, OTA e 2,4-D. 

Analito PO 

 (U mL-1) 

Tempo 

(h) 

Temperatura 

(°C) 

Ca+2 

(mmo

l L-1) 

Mg+2 

(mmo

l L-1) 

H2O2 

(%) 

Agitação 

(rpm) 

Degradação 

(%) 

2,4-D -1(0,005) -1(1) 1(40) 1(5) 1(5) 1(0,1) -1(0) 90,7 

OTA -1(0,005) -1(1) 1(40) 1(5) 1(5) 1(0,1) -1(0) 91,7 

AFB1 -1(0,005) -1(1) 1(40) 1(5) 1(5) 1(0,1) -1(0) 58,8 

 

É notório a resposta da validação das melhores condições confirma a eficiência da 

degradação dos contaminantes concomitantemente. Ao observar os resultados dos ensaios 

descritos na Tabela 12, o 2,4-D no ensaio 8 foi de 91,2% de degradação, na validação das melhores 

condições, o resultado observado foi de 90,7% confirmando a degradação do 2,4-D. Para OTA, o 

resultado observado foi de 91,7% de degradação, destacando que as variáveis estudadas não 

apresentaram efeito significativo. Para AFB1, o resultado de degradação observado na validação 
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foi de 58,8%, uma degradação abaixo de 67,4 acordo com a degradação do ensaio 16 na Tabela 

12. A Figura 13 apresenta os cromatogramas de cada analito das melhores condições. 

Figura 13 - Perfis cromatográficos de degradação das melhores condições para OTA, AFB1 e 

2,4-D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste sentido, o estudo apresenta as condições experimentais que estabelece uma resposta 

positiva na degradação do 2,4-D, OTA e AFB1. Essa degradação pode ser explicada, 

especialmente quando relaciona a natureza química específica de cada composto a sua 

suscetibilidade à degradação sob condições estabelecidas. Como já citado anteriormente a enzima 

peroxidase catalisa reações de oxidação dessas substâncias em componentes menos tóxicos ou até 

mesmo inofensivos (ELY; KEMPKA; SKORONSKI, 2016; MEDINA et al., 2017). 

 Portanto, comparando os resultados em termo matemáticos sobre os níveis de 

significâncias de algumas variáveis, com outros estudos na literatura, pode-se sugerir expandir os 

intervalos de concentração ou tempo, avaliar de forma mais ampla as concentrações de compostos, 

tempos de exposição pode fornecer informações mais detalhadas sobre a resposta do sistema às 

diferentes condições. Explorar outras variáveis, como verificado por Garcia (2020) e Feltrin et al. 

(2017) e Sibaja et al. (2019) como força iônica, pH e atividade enzimática entre outras variáveis 

relevantes que possam influenciar o resultado do experimento, junto com o delineamento 

experimental completo para predição exata dos dados possibilitará ampliar a aplicação da PO 

como um método de biorremediação destes contaminantes. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O presente estudo confirma que o método SILLME é uma excelente técnica para o preparo 

de amostra na qual possibilitou a extração dos analitos em estudo de modo rápido, fácil e 

econômico. A validação dos métodos foi obtida de forma satisfatória. As curvas analíticas 

apresentaram valores de r maiores que 0,99 para as faixas de concentração estudadas. Os limites 

de detecção e de quantificação foram adequados para análise de agrotóxico e para as micotoxinas 

em água. O método apresentou recuperações entre 80 e 120%, com valores de precisão menores 

que 20%. 

A aplicação da enzima PO como estratégia para mitigar micotoxinas e agrotóxicos torna-

se favorável. O estudo apresentou resultados inéditos na mitigação concomitante do herbicida 2,4-

D e micotoxinas em água obtida do processamento de arroz parboilizado. A degradação de 2,4-D 

foi entre 17,7 e 100%, OTA de 89,7 a 91,6%, para AFB1 entre 28,5 a 67,4%. As variáveis 

significativas na degradação destes contaminantes foram temperatura, cofatores Ca2+ e Mg2+ e 

peróxido de hidrogênio. As melhores condições de degradação do agrotóxico e das micotoxinas 

estudadas foram quando empregado no reator a atividade enzimática da PO de 0,005 U mL-1, 

peroxido de hidrogênio na concentração de 0,1%), os cofatores enzimáticos Ca2+ e Mg2+ na 

concentração de 5 mmol L-1, tempo de reação enzimática de 1 h, temperatura de 40ºC e sem 

agitação orbital, obtendo degradação de 2,4-D, OTA e AFB1 de 90,7%, 91,7% e 58,8%, 

respectivamente. 

Como melhoria para valores que deram efeitos não significativos, sugere-se expandir os 

intervalos de concentração e tempo de exposição, além de explorar outras variáveis como força 

iônica, pH e atividade enzimática, conforme discutido em estudos anteriores. Um delineamento 

experimental mais completo permitirá uma melhor predição dos dados e ampliará a aplicação da 

PO como método de biorremediação desses contaminantes. 
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