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RESUMO

TITULO: PEROXIDASE APLICADA A DEGRADACAO SIMULTANEA DE
MICOTOXINAS E AGROTOXICOS EM AGUA DA CADEIA PRODUTIVA DE ARROZ
Autora: Ediane Patricia Pedrosa Braga

Orientadora: Profa. Dr?. Jaqueline Garda-Buffon

Coorientadora: Dr2. Maristela Barnes Rodrigues Cerqueira

O arroz desempenha um papel crucial na dieta global; no entanto, sua producdo 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 aguas residuais
da cadeia produtiva do arroz para degradar simultaneamente de aflatoxina B1, ocratoxina A, e 2,4-
diclorofenoxiacético. Para isso, o estudo aplicou parametros de validacdo dos métodos analiticos
para a técnica SILLME que incluiram faixa linear de trabalho, limites de deteccédo e quantificacéo,
precisdo intermediaria e exatiddo no sistema LC-DAD/FL. Para o estudo de degradacdo de OTA,
AFB1 e 2,4-D pela enzima PO foi realizado avaliando as condigdes de atividade enzimatica
(0,005-0,01 U mL1), tempo de reacdo (1-24 h), temperatura (10-40 °C), agitacdo (0-100 rpm),
concentracio de peroxido de hidrogénio (0,02-0,1%) e adicdo de ions metalicos Ca?* Mg?* (0-5
mmol L), por delineamento experimental fatorial 2. Os ensaios de degradacio simultanea
foram realizados em reator tipo Erlenmeyer tendo 10 mL como volume de meio reacional,
empregando a agua de parboilizacéo. A técnica SILLME demonstrou ser eficiente, possibilitando
a extracdo rapida, facil e econémica dos analitos. As curvas analiticas apresentaram coeficientes
de correlacdo (r) superiores a 0,99. Os limites de detec¢do e quantificacdo foram adequados para
a analise do 2,4-D e micotoxinas em &gua, com recuperacdes entre 80 e 120% e precisao inferior
a 20%. Em relacdo a maior degradacdo dos contaminantes foi observada quando empregadas as
condicBes de atividade da PO de 0,005 U mL™, tempo de reagdo de 1 h, sem agitacdo, na
temperatura de 40 °C, com adigéo dos cofatores Ca?* e Mg?* (5 mmol L), e H202 (0,1%). Nestas
condicOes, a degradacdo 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 a producdo de arroz,
contribuindo para a preservagédo da qualidade do sistema hidrico.

Palavras-chave: Biotecnologia; Biodegradacio 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 Ca?* Mg?* metal ions (0-5 mmol L), 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™ OP activity, 1 h reaction
time, without stirring, at a temperature of 40 °C, with the addition of the cofactors Ca?* and Mg?*
(5 mmol L), and H20; (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



1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é cultivado e consumido em todos os continentes, sendo um
alimento basico da dieta para cerca de 2,5 bilhGes de pessoas. Segundo estimativas feitas pela
FAOQ, até 2050, havera uma demanda para atender ao dobro dessa populacdo (EMBRAPA, 2023).
Dentre o ranking do cultivo em todos os continentes, o asiatico se destaca em primeiro lugar com
cerca de 90% da producdo mundial, onde estdo presentes os oitos maiores produtores de arroz:
China, india, Indonésia, Bangladesh, Vietnd, Tailandia, Myanmar e Filipinas. O Brasil ocupa 0
nono lugar no ranking mundial de producdo (EMBRAPA, 2023). No Brasil, 0 segundo progndéstico
da producdo nacional de gréos, cereais, leguminosas e oleaginosas para 2024 é de 306,2 milhdes
de toneladas. A producdo do arroz em casca deve crescer no Rio Grande do Sul (41,2%) e declinar
no Mato Grosso (-14,6%), Parana (-1,4%), Goias (-4,5%), Mato Grosso do Sul (-7,4%), Minas
Gerais (-4,5%), Santa Catarina (-1,9%), Tocantins (-6,4%), Rond6nia (-10,3%), Sdo Paulo (-
3,2%), Bahia (-2,9%), Maranhdo (-1,3%), Piaui (-3,9%), Para (-5,9%) e em Sergipe (-7,0%). A
estimativa para a producdo em 2024 para o arroz ¢é de 10,5 milhGes de toneladas (IBGE, 2023). A
Figura 1 demostra a distribuicao de cultivo de arroz na regido do estado do Rio Grande do Sul de
acordo com IRGA, (2023).

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

EVOLUQAO DA SEMEADURA NO RS
Safra do arroz 2023/2024 por regional

Semeado no RS: 287.274 ha (31,83%)
Area prevista no RS: 902.424 ha

FRONTEIRA OESTE 56,31%
Semeados 151.642 ha >
Previsto: 269.305 ha SS CENTRAL 4,30%

Semeado: 5.215 ha
Previsto: 121.183 ha

PcE 4,08%
P Semeado: 4.180 ha
% Previsto: 102.367 ha
CAMPANHA 21,86%
Semeado: 28.092 ha

Previsto: 128.500 ha \____Pa 15,72%

Semeado: 20.612 ha
Previsto: 131.080 ha

ZONASUL 51,69% /

Semeado: 77.533 ha
Previsto: 149.989 ha /

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



na safra de 2023/2024 em todo o estado. Porém este avanco € pequeno, em fungédo das chuvas
registradas e que provocaram enchentes em algumas regides produtoras de arroz.

Neste sentido, a cultura de arroz em si, gera preocupac6es ambientais significativas, como
reducdo de ecossistemas devido a abertura de novas areas para cultivo, a reducdo da capacidade
produtiva do solo em decorréncia de préaticas inadequadas de producéo, a reducdo da qualidade do
ar em decorréncia da emissdo de gas metano (gas de efeito estufa), e a reducdo da quantidade e
qualidade da agua devido ao assoreamento dos rios e devido a contaminacdo pela utilizagéo de
agrotoxicos (BARRIGOSSI et al., 2004).

Além disso, os impactos ambientais ndo se limitam ao cultivo; os processos da industria de
beneficiamento do arroz, ressaltando a producéo de arroz parboilizado é o que gera maior impacto
ambiental. O beneficiamento do arroz parboilizado pode ser dividida basicamente em 3
importantes etapas: encharcamento, gelatinizacdo 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; CONCEICAO, 2012).

Com isso, a presenca de contaminantes bioldgicos e quimicos contribui igualmente para
esse impacto ambiental. Destacam-se entre os contaminantes bioldgicos as micotoxinas, que sao
substancias produzidas por fungos que provocam efeitos toxicos em animais e humanos. A
identificacdo de micotoxinas atualmente corresponde a mais de 500 moléculas diferentes
(EMBRAPA, 2021). As micotoxinas mais nocivas sdo 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 relevancia para a cadeia produtiva de cereais sdo 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 grdo sendo que a etapa de irrigacdo no
cultivo do cereal e a etapa de encharcamento na parboilizacdo pode proporcionar a migracao destas
moléculas para dgua agregada a outros solutos, comprometendo a qualidade do efluente a ser
descartado (LEITE, 2019). Outros contaminantes de destaque sdo 0s agrotdxicos, empregados no
controle de pragas e aumento da produtividade agricola. Apesar da vantagem do uso de
agrotoxicos, estudos vém relacionando o seu emprego com doengas em humanos e animais, como
cancer e alteragdes hormonais (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Dentre os 10 agrotoxicos mais
comercializados em 2022 encontram-se o acido diclorofenoxiacetico (2,4-D) e o glifosato



(IBAMA, 2022). A importancia de abordar contaminantes, como micotoxinas e agrotoxicos, reside
no potencial impacto que essas substancias podem ter na salde humana e nos ecossistemas
aquaticos. Dados reforcam que o cultivo de arroz no estado do Rio Grande do Sul emprega
fortemente o uso do recurso hidrico para a producéo deste cereal, Tendo como consequéncia a
presenca de contaminantes bioldgicos, como micotoxinas, e quimicos, como agrotoxicos, nestes
efluentes gerados, pode ocorrer a possibilidade de retorno ao consumo humano e animal, conforme
mencionado por Silva et al. (2011) em todas as regifes produtoras de arroz do Sul do Brasil
verifica-se a presenca de a0 menos um agrotoxico ocorrente em aguas subterraneas. Desta forma,
alternativas quanto a degradacdo destes contaminantes se tornam necessarias e urgentes para a
disponibilizacdo de sistema hidrico de qualidade. Com base nestes dados, a hipotese deste estudo
é avaliar a potencialidade de aplicar a enzima PO na degradacao de micotoxinas em &gua da cadeia
produtiva do arroz. No entanto, outros contaminantes potenciais como 0s agrotoxicos sdo
detectados neste sistema pela aplicacdo durante o cultivo do grdo. Assim, a aplicacdo da enzima
pode também reduzir a contaminacéo por agrotoxicos, devido sua estrutura quimica, concomitante
a de micotoxinas, descontaminando o sistema ambiental.

Dados reforcam essa hipdtese, uma vez que ja foi estudada em degradagdo de micotoxinas
como, peroxidase como agente de degradacdo simultanea de ocratoxina A e zearalenona aplicada
a solucdo modelo e cerveja (Garcia et al., 2020); Na degradacdo de deoxinivalenol (DON) e a
atividade da enzima peroxidase durante fermentacdo submersa (GARDA-BUFFON; KUPSKI;
BADIALE-FURLONG, 2011), e Degradagdo de niveis de aflatoxina B1 por acdo da peroxidase
em solucdo modelo (MARINON; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2016) sendo assim, podendo ser
aplicada concomitantemente na degradacdo de agrotdxicos no tratamento de dgua da cadeia
produtiva do arroz, principalmente devido a sua estrutura quimica, principalmente pela capacidade
da enzima de oxido-reducéo destes compostos e seu mecanismo de agéo variado pela atuacdo em
diferentes grupamentos: CH-CH; C=0; HC=CH; CH-NH-; NADH e NADPH (VELDE;
RANTWIJK; SHELDON, 2001). Assim, a aplicacdo da enzima na descontaminacdo de aguas da

cadeia produtiva do arroz pode contribuir com a recuperacgdo da qualidade do sistema hidrico.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar a enzima peroxidase em aguas residuais da cadeia produtiva do arroz visando a
degradacdo de micotoxinas aflatoxina B1 e ocratoxina A, e agrotoxico 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

e Validar método para determinacdo de AFB1, OTA e 2,4-D empregando a extracdo por
SILLME e quantificacdo em LC-DAD-FL;

e Padronizar as condicGes de aplicagdo da PO na degradacdo de micotoxinas e agrotéxico
(temperatura, atividade da enzima, sistemas de agitacdo e concentracdo de perdxido de
hidrogénio) em aguas de cultivo e de processamento do arroz.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma variedade de fungos
filamentosos, especialmente por espécies toxigénicas dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium (BENTO et al., 2012). Os efeitos deletérios desses compostos sobre a saide humana
e animal estdo relacionados a efeitos carcinogénicos, hepatotdxicos e mutagénicos. Cerca de 25 a
80% de todos os produtos agricolas produzidos no mundo estdo contaminados com alguma
micotoxina (FAO, 2024; ESKOLA, et al., 2019). As micotoxinas sdo consideradas 0s
contaminantes naturais que ocorrem com maior frequéncia na dieta de humanos e animais (YAFEI
et al., 2020). Os teores de dgua dos graos, umidade do ar, temperatura, periodo de armazenamento,
nivel inicial de contaminacdo, impurezas, insetos, concentracdo de dioxido de carbono (COy),
condicdes fisicas e sanitarias dos graos, sao fatores importantes para o desenvolvimento de fungos
em grdos (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 condi¢cdes ambientais favoraveis, os
esporos dos fungos germinam, formando hifas que se distribuem pelos graos e outros substratos,
sendo capazes de produzir estes metabdlitos secundarios toéxicos (PRADO et al., 1991; LAZZARI,
1997). Atualmente, ainda é restrito o conhecimento sobre a producgéo de toxinas e a relacdo 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
(CONCEICAO et al., 2022).

Dessa maneira, as micotoxinas representam um risco significativo ndo so para a saude
humana, mas também para a saude animal (CORDERO-MENDOZA, 2023). Existem varias
classes de micotoxinas, e cada uma possui uma natureza quimica especifica, sendo as principais
as aflatoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. As

aflatoxinas pertencem a uma classe de compostos conhecidos como aflatoxicos, que sédo na



verdade um grupo de quatro compostos relacionados as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. A de maior
relevancia é aflatoxina B1, (3S,7R)-11-metoxi-6,8,19-
trioxapentaciclo[10.7.0.0%°.0*7.013 " nonadeca-1,4,9,11,13(17)-pentaeno-16,18-diona,  descrita
por ser mais hepatotdxica e hepatocarcinogénica 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 caracteristicas cristalinas,
amarelo-claro ou incolores, mostra-se levemente solGvel em agua (10-20 g L) e em solventes
como cloroférmio, dimetil sulféxido e/ou metanol. As aflatoxinas, sdo resistentes a elevadas
temperaturas, principalmente a AFBL, isto representa uma barreira para sua degradacdo nos
alimentos por tratamento térmico, sendo seu ponto de fusdo 296 °C (PIEREZAN, 2013;
MANOEL-MARTINS, 2015).
Figura 2-Estrutura quimica da AFB1.

¢ @) O

Fonte: autoria propria.

Em relacdo a toxicidade da AFBL, ela é uma molécula que uma vez absorvida no
organismo, é metabolizada no figado, sofrendo reagcdes de hidroxilagdo com formacdo de
aflatoxinas M1 e Q1. Com isso, essas moléculas tornam-se solGveis em agua, possibilitando sua
rapida excrecdo através da urina, bile e leite (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; NIDHINA et al.,
2017). Por outro lado, reacdes de epoxidacdo, também no figado, levam a formacgéo de compostos
ativados, como o 8,9-6xido de AFB1 e o AFB1-2,3 ep6xido, compostos altamente eletrofilicos,
capazes de reagir de forma covalente com macromoléculas de DNA, RNA e proteinas. Esta ligacao
modifica a estrutura e a atividade biolégica do DNA e de proteinas, provocando alteracdes
mutagénicas na célula, que por sua vez leva a ocorréncia de alteragcdes bioquimicas como
inativacdo de macromoléculas essenciais tendo como consequéncia a morte celular, originando os
efeitos basicos da intoxicacdo (OLIVEIRA; GERMANO, 1997). Por isto, as aflatoxinas s&o
potentes hepatotoxicos, apresentando também propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
imunossupressoras. Os sinais clinicos séo conhecidos como aflatoxicose uma doenca crénica que

incluem na reducdo da producéo de leite em bovinos leiteiros, baixo ganho de peso em animais



em crescimento, reducdo no consumo de matéria seca, danos ao figado com elevacdo das enzimas
hepaticas e bilirrubina, dores abdominais, célica, diarreia e tenesmo, podendo estar acompanhado
por prolapso de reto e imunocompeténcia reduzida. A aflatoxicoses agudas sdo raras, porém
podem provocar fotodermatite, edema submandibular, diarreia e alteragfes nervosas (AWAD et
al., 2012; RIET-CORREA et al., 2013). Além disso, a AFB1 é classificada como pertencente ao
Grupo 1 (IARC, 2012). Essa classificagdo como cancerigena do Grupo 1 indica que a AFB1 possui
evidéncias suficientes de sua carcinogenicidade em humanos e € considerada um risco
significativo para a salde humana (DAl et al., 2017).

Outra molécula importante de se destacar, € a ocratoxina A, que esta entre as mais
importantes moléculas do grupo das ocratoxinas, que sdo produzidas por varios fungos, incluindo
Aspergillus ochraceus, A. niger, A. carbonarius, A. westerdijkiae e Penicillium verrucosum
(DHARMAPUTRA; RETNOWATI; NURFADILA, 2023; ALSALABI, 2023). As ocratoxinas
sdo grupo de compostos que consistem em uma fenilalanina ligada a uma isocumarina por uma
ligacdo amida. A OTA (Figura 3) é caracterizada por uma fluorescéncia verde e contém uma
molécula de cloro (radical R1) em sua férmula, o que contribui para sua natureza toxica. No
entanto, ocratoxina B (OTB), por outro lado, apresenta uma fluorescéncia azulada e ndo é toxica
devido a auséncia da molécula de cloro. A ocratoxina C (OTC), que também tem fluorescéncia
verde, é um éter etilico da ocratoxina A e é significativamente menos toxica (MASI, 2021). A
OTA, acido (2S)-2-[[(3R)-5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo0-3,4-dihidroisocromeno-7-
carbonil]amino]-3-fenilpropandico, descrita por C2oH1sCINOg apresenta massa molar de 403,8 g
mol? (KIESSLING, 1986). Esta substancia possui valores de pKa entre 4,2 e 4,4 relacionado ao
grupo carboxilico da fenilalanina, e entre 7,0 e 7,3 devido a hidroxila da por¢do isocumarinica.
Esta toxina mostra-se como um cristal quando em solvente xileno e apresenta ponto de fuséo de
169° C (DINIZ, 2002).

Figura 3 - Estrutura quimica da OTA.
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Fonte: Autoria propria.



A toxicidade da OTA, esta relacionada principalmente por ser considerada nefrotoxica,
hepatotdxica, genotoxica, teratogénica e imunotdxica a animais e humanos. Ela tem sido
relacionada com nefropatia endémica dos Balcas, ao desenvolvimento de tumores no trato urinario
de humanos. A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC,1993), classificaa OTA
no grupo 2B, essa classificacdo refere-se que esse composto é considerado como “possivelmente
cancerigeno para humanos”. Essa classificacdo ¢ baseada em evidéncias limitadas de
carcinogenicidade em animais experimentais, fortes evidéncias mecanisticas e evidéncias
moderadas de imunossupresséo ou evidéncias inadequadas de carcinogenicidade em humanos. A
avaliacdo dessas substancias envolve verificar a associacao entre a exposi¢do e o risco de cancer
especifico (KHOURY; ATOUI, 2010; PATHARAJAN et al., 2011; SHEPHARD, 2008). A OTA
tem sua principal via de contaminacdo o trato gastrointestinal, a absorcdo ocorre primariamente
no estbmago como consequéncia de suas caracteristicas &cidas e apo6s em nivel intestinal. No
sangue, ela encontra-se fortemente ligada as proteinas plasmaticas, determinante para a
persisténcia da micotoxina no sangue e, portanto, para a sua toxicidade (NOGUEIRA; OLIVEIRA,
2006). A fragdo associada a macromoléculas constitui um reservatorio da micotoxina que permite
liberd-la para os tecidos durante um longo periodo. Também a alta afinidade para as proteinas
séricas retarda a eliminacdo da micotoxina pelo organismo, prolongando o seu tempo de meia-vida
no sangue (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006).

Embora as ocorréncias de micotoxinas e seus metabolitos tém sido estudada
extensivamente em alimentos para humanos e animais, pouco é conhecido sobre seu impacto e
distribuicdo ambiental, sendo que poucos estudos foram realizados com este enfoque
(SCHENZEL; SCHWARZENBACH; BUCHELLI, 2010). A Tabela 1, apresenta a ocorréncia de
diversas micotoxinas e metabolitos encontrado em varios tipos de sistemas aquaticos e aquosos

incluindo também as técnicas de extracdo e analises empregados.



Tabela 1 - Micotoxinas detectados em matrizes de interesse ambiental.

Micotoxinas/Metabolitos Matriz Pais Extragéo Técnicas LD Concentracéo Referéncias
de andlises  (ng L™) (ng LY
Efluente de - LC-APCI- Lagana et al.
ZEN ETE Italia SPE MS/MS - 1-7 (2001)
ZEN Afluente e Italia SPE LC-APCI- - Afluente ETE: Lagana et al.
efluente de MS/MS (2004)
a-ZAL ETE, agua ZEN: 3-18
B-ZAL fluvial oZAL: ND-10;
B-ZAL:
ND-10

Efluente ETE:
ZEN: 3-10.
a-ZAL: ND-7
B-ZAL: ND-5
Agua fluvial
ZEN: 2-5
(a-ZAL): ND-3
B-ZAL: ND-3




Micotoxinas/Metabolitos Matriz Pais Extracéo Técnica de LD Concentracao Referéncia
analise (ng LY (ng LY
ZEN Agua fluvial Suica SPE LC-APCI- - ND-35 Bucheli et al.
MS/MS (20084a)
DON Agua de Suica SPE LC-MS 1,4 23 Bucheli et
drenagem al.(2008b)
ZEN 15 35
AFB1 Agua mineral Portugal SPE LC- 0,10 AFB2: 0,5 Marta et al.
MS/MS (2015)
AFB2 0,20 AFBL1: 0,7
AFG1 0,30 AFG1: 0,6
OTA 0,30 OTA: 0,3
ZEN Agua Polbnia Colunas de LC 0,3 0a44 Gromadzka et al.
superficial imunoafinidade (2009)
ZearalaTest
AFB2 Agua potavel  Inglaterra - LC-FL - AFB2: 1-7 Parteson;
Kelley;Gallagher,
AFG1 AFG1: 0-1000 (1997)
ZEN Agua residual Suica SPE LC- 0,5 30 Hartman et al.
MS/MS (2007)

10



11

Micotoxinas/Metabolitos Matriz Pais Extracéo Técnica de LD Concentracao Referéncia
analise (ng L) (ng LP)
ENB Agua mineral ~ Bélgica SPE LC- 0,04 a 7 Goessens et al.
MS/MS 27,91 (2021)
ENB1 3
ENA1 3
BEA 1
Eter monometilico de 10
alternol
40
Toxina HT2
25
ZEN
10
a-ZEL
ZEN Agua Brasil DLLME LC- 4a20 35a90 Emidio et al.
superficial MS/MS (2020)
ZAN NDa 19
a-ZEL ND
B-ZEL ND
a-ZAL ND
B-ZAL ND a 48




Micotoxinas/Metabolitos Matriz Pais Extracéo Técnica de LD Concentracao Referéncia
analise (ng L) (ng LP)
AFB1 Agua Portugal SPE LC- 0,1a3,0* 3ab Oliveira et al.
superficial MS/MS (2018)
AFB2 4a5
Fumonisina B3 6a35
OTA 8a9
ENAL Agua de DLLME LC- 60 10000 a 50000 Serrano et al.
cozimento MS/MS (2016)
ENB 130 50000
ENB1 170 10000 a 30000
90
3-AcDON Efluente de Suica SPE LC- 6,0 42 Schenzel et al.
ETE MS/MS (2012)
DON 1,3 73
NIV 1,6 39
BEA 34 3

12

*-Para todas micotoxinas; ND - ndo detectado; NM - Ndo mencionado; ENB-Eniatina B; ENB1-Eniatina B1; ENA1-Eniatina Al; BEA- Beauvericina; NIV-nivelanol; 3-AcDON
— 3-Acetildeoxinivalenol; a-ZEL - a-zearalenol; B-ZEL - B-zearalenol; a-ZAL- a-zearalanol; B-ZAL- B-zearalanol. APCI: ionizag¢do quimica a pressdo atmosférica; ESI: ionizagéo
por eletrospray; FLD: detector de fluorescéncia; LLE: extragdo liquido-liquido; MS/MS: espectrometria de massas modo sequencial; SPE: extracdo em fase sélida; ETE: Estacdo

de tratamento de esgoto;
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Para Goessens et al. (2021), as micotoxinas sdo frequentemente provenientes de
vazamentos do tecido vegetal, que sdo transportados através da dgua de escoamento para lagoas
vizinhas. Isso torna-se preocupante, pois consequentemente pode afetar espécies aquaticas como
por exemplo as algas (JUAN-GARCIA; TAIPALE; VEHNIAINEN, 2024), anfibios e zooplancton
(ARSECULERATNE et al., 1969) e peixes (NOGUEIRA et al., 2023). As praticas agricolas foram
identificadas como a principal fonte de contaminacdo por micotoxinas, conforme demonstrado em
estudo realizado por Schenzel et al. (2012), que detectou varias micotoxinas, incluindo 3-acetil-
desoxinivalenol, desoxinivalenol, fusarenona-X, nivalenol, toxina HT-2, toxina T-2, beauvericina
e zearalenona na drenagem de agua. De acordo com Schenzel et al. (2012), a maioria das
micotoxinas sdo estaveis no ambiente aquéatico, uma delas possuem o tempo de meias-vida de 38
dias para DON e 180 dias para Beauvericina (BEA) em &guas naturais. Diante disso, destaca-se a
importancia de estudar o destino das micotoxinas, em ecossistemas de 4gua doce (BUCHELI et
al., 2005; GAUTAM; DILL-MACKY, 2012).

Para entender melhor como as micotoxinas surgem em meio aquaticos, Bucheli e
colaboradores (2008) apresentaram em detalhe a hipdteses para a presenca das micotoxinas
considerado estrogénicas no ambiente aquético: (1) toxinas produzidas por fungos em plantas
podem contaminar e penetrar no solo e se infiltrar em aguas subterraneas; eluir por escoamento
superficial ou drenagem subsuperficial para aguas superficiais ou estacdo de tratamento de esgoto;
(2) residuos da toxina em fezes de animais expostos podem penetrar nos solos agricolas e aguas
locais diretamente ou por meio da aplicacdo de esterco (excremento de animais ou vegetais
apodrecidos); (3) efluente de industria de alimentos e/ou excre¢cdes humanas podem introduzir

residuos de toxina através de sistemas de esgoto nas aguas superficiais.

3.1.1 Métodos de preparo de amostras e técnicas analiticas empregadas para micotoxinas.
Contudo, para deteccdo e quantificacdo de micotoxinas em agua, é importante salientar que
sd0 necessarios empregos analiticos altamente seletivo e sensiveis. Esses métodos precisam ser
capazes de distinguir as micotoxinas, de outros compostos presentes na matriz ambiental e de
detecta-los mesmo quando estdo presentes em concentragdes extremamente baixas, da ordem de
nanogramas por litro (ng L) em 4gua (EMIDIO et al.,2015). O método analitico mais comum
para a determinagdo em matrizes ambientais inclui a técnicas como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (LC) acoplada & espectrometria de massa em série (MS/MS) (EMIDIO et al.,2015). Para
atingir esses baixos limites de deteccdo, a pré-concentracdo por extracdo em fase sélida (SPE)
antes da deteccéo tem sido preferida na Gltima década (LAGANA 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 tecnicas de SPE apresentam desvantagens (por exemplo, as vezes sdo lenta, com baixa
reprodutibilidade em alguns casos) e necessitam de grandes quantidades de solventes organicos
(XIAO-HUAN et al., 2009). Além disso, a SPE é caro e introduz uma quantidade significativa de
residuos, incluindo cartuchos descartaveis contaminados com SPE (YAN; WANG, 2013).

Outra técnica que é muito utilizada para a quantificar micotoxinas na dgua € 0 metodo de
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), € equivalente a um tipo miniaturizado de
extracdo liquido-liquido (LLE) que geralmente é estabelecido em um sistema de solvente de
componente ternario, no qual um solvente dispersor apropriado é introduzido para ajudar na
dispersdo de um solvente de extracdo organico em uma amostra aquosa e obter ainda mais uma
extracao 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 &gua
superficial com técnica de analise LC-MS/MS por (EMIDIO, et al., 2020), e analise de OTA e
eniatinas detectados em &gua de cozimento de macarrdo por Serrano et al. ( 2016).

O presente estudo, foi realizado um método analitico robusto, econdmico e seletivo, para
para deteccdo de micotoxinas e agrotdxico em agua de parboilizacdo do arroz. O método
compreende extracdo por SILLME, Microextracdo Liquido-Liquido Induzida por Salting-Out (do
inglés, 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 extracdo de agua
residual de industria farmacéutica em diferentes matrizes, incluindo agua de campo a Figura 4
ilustra as etapas original do procedimento da técnica SILLME.

Figura 4 - Esquema original da técnica SILLME.

Transferéncia

Adicéo de 1
mL (;;e MeCN P
(\ior:?r:() Centrifugacédo ] -8
— | — ndl Endbiind——
L/
Anélise
5mLdedguapH15  Adicio de 2 Vértex (3 min) Retirada da aliquota

g MgSOs4
Fonte: adaptado Du et al. (2014).
A técnica original consiste em adicionar 5,0 mL de agua ultrapura (pH 1,5 com &cido
fosforico) em um tubo falcon de 15 mL, em seguida, adicionar 1,0 mL de acetonitrila e agitar em

vortex uniformemente. Em seguida adicionar 2,0 g de sulfato de magneésio e misturar em vortex
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por 3 min. Apos centrifugacdo por 5 min a 4300 rpm, retirar o sobrenadante para analise em
sistema LC.

Tabela 2 - Comparacéo da técnica SILLME com outros métodos para determinacéo em diferentes
matrizes.

Tempo
] . de Recuperacéo A
Métodos Matriz extragio (%) LDs (ng L) Referéncias
(min)
UA-DLLME-  Agua residual Yan et al.
LC-UV farmacéuticas 10 83-111 0,1-08 (2011)
VSPE-CLC-Uv- Aguamineral 5 95-112 02.05 Xuetal,
vis Mel 5 85-106 s (2012)
HLLME-DAD . Gao et al.
baseado-1L Leite 5 93-119 4-16 (2011)
Plasma de Garcés et al.
SPE-LC-UV 00rCo - 86-102 7-12 (2006)
PLLIAELE Musaulo 15 93-105 6-24
suino Yan et al.
DMSPE-LC- Musculo (2011)
DAD suino 10 96-111 8-26
i 3
Agua de 101-109 0,1-0,6
campo 3
89-114 0,5-2,5
Mel 3
SILLME 89-111 0,8-5 oela
Plasma suino 3 ( )
84-108 0,4-5
Musculo 3
suino 61-83 0,4-5

Unidades de concentracdo em ng L™ para &gua, leite e plasma suino e g kg para mel e musculo suino; UA-DLLME-
LC-UV - microextracdo dispersiva liquido-liquido assistida por ultrassom com detector ultravioleta por cromatografia
liquida; MSPE-CLC-UV-vis - extragdo magnética em fase solida com variavel detector UV-vis de comprimento de
onda; HLLME-DAD baseado em IL - Microextracdo liquida-liqguida homogénea baseada em liquido i6nico com
detector de conjunto de fotodiodos por cromatografia liquida de alto desempenho; SPE-UV - extracdo em fase solida
com liquido cromatografia acoplada com detector ultravioleta, DLLME-LC-DAD e DMSPE-LC-DAD -

Microextracéo Dispersiva Liquido-Liquido e extracdo dispersiva em fase microssélida com cromatografia liquida de

alta eficiéncia 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-concentragdo num Unico passo, que tornaria o procedimento mais simples, economizador
de tempo e ecologico (DU et al., 2014). Até onde sabemos, esta € a primeira vez gque a técnica
SILLME é usado para detectar e quantificar contaminantes como OTA, AFBl1 e 2,4-D
simultaneamente em &gua de arroz.

Ao compararmos os valores de LDs da Tabela 1 com os resultados da Tabela 2, é evidente
que os limites de deteccdo também séo consideravelmente altos em comparacdo com o método
SILLME por DU et al. (2014). Com isso, torna a técnica vantajosa em aplicacfes que exigem uma
sensibilidade extrema, uma vez que, para analisar micotoxinas essas exigéncias sdo extremamente

necessarias, ja que as concentrages sdo muito baixas (ng L™?).

3.2 AGROTOXICOS

Em virtude do aumento no consumo, a producdo, armazenamento e beneficiamento dos
produtos agricolas ao longo dos anos tem provocado o acumulo de residuos de compostos
quimicos nocivos no meio ambiente (CARVALHO et al, 2020), tendendo a acumular-se no solo,
e seus residuos podendo chegar as aguas superficiais, por meio de escoamento, e as subterraneas,
por meio de lixiviacdo (PERES et al, 2005; D'AVILA, 2016). Em relacdo a exposic¢do direta com
0s agrotoxicos, € importante ressaltar que a utilizacdo deles, devem ser realizadas de forma
responsavel e seguindo as normas e regulamentac@es estabelecidas pelos 6rgdos competentes de
cada pais e rotulo de uso, a fim de garantir a seguranca tanto para os agricultores quanto para o
meio ambiente e os consumidores dos produtos agricolas. Além disso, 0 conhecimento sobre
agrotoxicos estd em constante evolugdo, com novas substancias sendo desenvolvidas e outras
sendo reavaliadas em relacdo a sua seguranca e impacto ambiental.

Os agrotoxicos sao produtos quimicos utilizados na agricultura para controlar pragas,
doencgas e ervas daninhas que possam afetar o desenvolvimento das plantas cultivadas. Eles podem
ser classificados em diferentes grupos com base em sua estrutura quimica e modo de agdo. Os
principais grupos de agrotoxicos sdo inseticidas, herbicidas, fungicida e nematicidas (LOPES et
al., 2021).

Para a classe dos herbicidas que geralmente sdo derivados de acidos que contém grupos
carboxilicos ou sulfonicos em sua estrutura, encontra-se o 2,4-D (Figura 5). Entre as diversas
formulacGes de agrotoxicos disponiveis, 0s herbicidas ocupam a posi¢do de destaque no mercado

brasileiro. O principio ativo do 2,4-D ¢ lider nesse segmento, classificando-se em segundo lugar
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em termos de vendas (IBAMA, 2021). O herbicida 2,4-D é um &cido organico, com pKa 2,6, e
possui uma solubilidade de 45 mg L™ em 4gua, e em alguns solventes organicos, seus sais e ésteres
sd0 0s mais conhecidos agentes quimicos utilizados como herbicida desta classe dos fenoxidos,
sua formula molecular é descrito por CgHsCl2Os, possui massa molar de 221,03 g mol™, seu
aspecto fisico € po cristalino branco a amarelo, ponto de fuséo a 138 °C (PUBCHEM, 2024).

Figura 5 - Estrutura quimica do 2,4-D.
O

OH

Cl Cl
Fonte: Autoria propria.

Os agrotoxicos, em geral, podem causar intoxicacdo aguda, subaguda e cronica por vias
dérmicas, gastrointestinais e/ou respiratorias. A intoxicacdo aguda ocorre rapidamente apos
exposicdo de curto prazo a produtos toxicos, com sinais e sintomas facilmente reconheciveis,
facilitando o diagnostico e o tratamento (ADEL; AKEFIWARD, 2020; EDDLESTON, 2020).
Pode variar de leve a grave, dependendo da quantidade de agrotoxico absorvida (ADIBELLI;
OZKAN; OZKAN, 2019). A intoxicagdo cronica, por outro lado, tem um inicio tardio dos
sintomas e pode ocorrer ap0s exposicdo pequena ou moderada a pesticidas por meses ou anos
(TAVARES; ALBUGUERGUE, 2018). Essa forma de intoxicagdo pode causar danos
irreversiveis, como paralisia e neoplasias entre outras doencas graves (SINGH; MURTHY;
RAMASSAMY, 2012). Estudos demonstram efeitos de danos causados pelo 2,4-D em organismos
ndo-alvo, sobretudo as espécies aquaticas por exemplo, Eritrocitos de Lithobates
catesbeiannus (MESAK et al., 2018); malformacdes na morfologia dos discos orais internos,
anomalias morfologicas no intestino e alteragdes no formato corporal de Phisalaemus
abonatatus (CURI et al., 2019). Apesar disso, agéncias governamentais de muitos paises
classificam o 2,4-D como praticamente ndo toxico para organismos aquaticos (OMS, 2020). Vale
ressaltar que o 2,4-D foi proibido em algumas regides, como no continente africano em
Mocambique, na Europa, na Noruega, na Asia, no Vietnd e na América do Sul na Argentina
(PAVAN et al., 2021). No Brasil, 0 2,4-D ¢ classificado como Classe | pela ANVISA, (2019a),



isso significa, que é pertencente ao indicativo de cor vermelha, que caracteriza os fitossanitarios
extremamente toxicos (Tabela 3). Esse critério baseia-se unicamente nos efeitos agudos que a

substancia é capaz de produzir apds a exposi¢do Gnica em animais de laboratorio.

Tabela 3 - Classificacdo toxicoldgica de agrotoxicos.

Classe toxicologica Dose letal (DL50*) mg kg*  Faixa de indicativa de cor
peso Vivo
| — Extremamente toxico <5
Il — Altamente toxico 5-50

I11 — Moderadamente toxico 50 - 300 Amarelo
IV — Pouco toxico 300 — 2000

V — Produto Improvavel de

Causar Dano Agudo 2000 - 5000

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

formulados. Concentracéo letal 50 inalatoria - CL 50 - para produtos formulados: fumegantes, vaporizéveis, volateis

e pos com particulas de didmetro igual ou menor que 15 pm, nas condigdes de uso. Fonte: adaptado (ANVISA,
2019b).

Os agrotoxicos sdo substancias quimicas que se degradam lentamente e podem se acumular
nos seres vivos e no meio ambiente, persistindo por até 30 anos no solo. Eles sdo altamente soltveis
em gordura e podem contaminar humanos por meio do contato direto, bem como pela cadeia
alimentar e ingestéo de agua e alimentos contaminados (MATSUMOTO et al., 2009). O acumulo
do 2,4-D no meio ambiente pode causar graves problemas ambientais devido a sua alta toxicidade,
principalmente quando se trata de uma substancia quimica moderadamente persistente com meia-
vida entre 20 e 312 dias dependendo das condicdes ambientais (ORDAZ-GUILLEN et al. 2014 ).
De acordo com Dehghani et al. (2014), devido ao baixo coeficiente de adsor¢éo no solo e a elevada
solubilidade do 2,4-D, este agrotoxico se infiltra nas aguas superficiais e subterraneas na forma
ibnica, persistindo por longos periodos. Com isso, torna-se um desafio significativo para a
qualidade dos recursos hidricos, com potenciais impactos negativos na saude na salde humana e

no meio ambiente.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-021-13730-y#ref-CR105

Tabela 4 - Ocorréncia do agrotdxico 2,4-D em aguas.
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Agrotoxico Matriz Pais Extracéo Tecnica de LOD Concentracao Referéncia
analise (ug LY (ug L)

2,4-D Agua EUA SPE LC-MS/MS 0,02 0,5 Wijnja; Doherty;
superficial Safie, (2014)

2,4-D Agua EUA - - - Estacdo seca Esminger et al. (2013)
superficial 0,08 - 12

Estacéo de
chuvosa
0,08 -10

2,4-D Agua EUA - - - <0,1 Gilliom, (2007)
superficial

2,4-D Agua EUA SPE-ELISA GC/MS 0,05 10 Turman et al., (2001)
superficial

2,4-D Agua EUA Cloroformio GC 0,01 0,7 Schultz; Harman
superficial (1971)

2,4-D Agua potavel e Espanha SPE LC-ESI-MS - 0,06-0,21 Rodil et al., (2012)

de superficie

2,4-D Agua de EUA - - - 0,1-12 Ensminger et al.,
sedimento (2013)

2,4-D Agua EUA - - 1,0 3 Serrano; Delorenzo,
superficial (2008)




Agrotoxico Matriz Pais Extracéo Tecnica de LOD Concentracao Referéncia
Anélise (ug L) (mg LY
2,4-D Agua EUA - - - 8 Serrano; Delorenzo,
superficial (2008)
2,4-D Agua México  Diclorometano  CG-ECD - 0,05 Arévalo-Hernanfez, et
superficial liquido-liquido al., (2011)
(DCM)
2,4-D Agua Grécia SPE GC-MS/MS <0,1 1,2 Tsaboula et al., (2016)
superficial
LC-MS/MS
2,4-D Agua Canada  Diclorometano LC-MS/MS  0,0005 0,00024 a Environment Canada,
superficial liquido-liquido 0,00043 (2011)
(DCM)
2,4-D Agua Canada  Diclorometano GC-EI-MS  0,0004 0,00017 Glozier et al., (2012)
superficial liquido-liquido a 0,001
(DCM)
2,4-D Aguaresidual  Australia SPE LC-MS/MS - 3 Cardenas et al.,
(2016)
2,4-D Agua de Ird Microextragao GC de 2 15 Yamini; Saleh (2013)
psicultura de derivatizacao
) emulsificacéo 16
Agua da chuva
2,4-D Agua de rio Brasil SPE LC-UV - >2,0 Primel et al. (2005)

20
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Agrotoxico Matriz Pais Extracéo Tecnica de LOD Concentracao Referéncia
analise (ug L) (ug L)
2,4-D Agua Brasil SPE LC-UV - 75 Pinheiro et al., (2010)
superficial
) 1,2
Agua
subterranea
2,4-D Agua de lagoa Canada SPE GC/MS - 5,3 Hall et al. (1993)
2,4-D Agua Irlanda SPE UHPLC  0,00008 0,007 McManus et al.
subterranea (2014)
2,4-D Agua de esgoto Canada SPE LC-MS/MS - 2,8 Raina et a. (2011)
2,4-D Agua México SPE LC-DAD <0,5 0,5 Cejudo et al. (2021)
subterranea
2,4-D Agua de rio Unido SPE LC-MS/MS - 1,2 Loos et al. (2009)
europeia
2,4-D Agua de rio Chile SPE LC-DAD 0,1 10 Palma et al. (2004)

— :N&o mencionado; GC-ECD: Cromatografia Gasosa com Deteccdo por Captura de Elétrons; GC-MS: Deteccdo Espectrométrica de Massas; LC-ESI-MS cromatografia

liquida-ionizagdo electrospray-espectrometria de massas; Cromatografia Gasosa — ionizacéo electrospray; LC-UV: Cromatografia Liquida-Detecgdo Ultravioleta.
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A presenga do 2,4-D em sistemas aquéticos tem sido uma preocupacao significativa devido
aos seus potenciais impactos ecoldgicos. Estudos mostraram (Tabela 4) que o 2,4-D pode penetrar
nas aguas subterraneas em areas agricolas (BAIMA et al., 2021), também presente em agua
superficial, chuva e até mesmo em agua potavel. Varios métodos foram desenvolvidos para extrair
e detectar e quantificar o 2,4-D em amostras de dgua, e Varias técnicas de extracdo, empregando
diferentes técnicas para analisar o agrotoxico, incluindo cromatografia ade alta eficiéncia acoplada
a espectro de massa e massa (HPLC-MS/MS), cromatografia gasosa e espectro de massa (GC/MS),
cromatografia  liquida-ionizacdo electrospray-espectrometria de massas (LC-ESI-MS),
cromatografia liquida acoplada com ultravioleta (HPLC-UV), Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa por ionizacdo eletrénica (GC-EI-MS), cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC) e LC-DAD todas as técnicas estdo presente na Tabela 4 devido ao aumento
de ocorréncias em sistemas ambientais e principalmente em aguas superficiais e subterraneas,
existem legislagdes para controlar esses efeitos. A Tabela 5 apresenta algumas diretrizes de cada
pais.

Tabela 5 - Valor Maximo Permitido do agrotoxico 2,4-D em agua em VArios paises.

Limite maximo de residuo em agua para 2,4-D (ug L)

OMS Brasil Unido  Argentina Australia EUA Canada Nova
Europeia Zelandia

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

Fonte: OMS, (2021); BRASIL, (2021); EU, (2020); ARGENTINA, (1994); ADWG (2021);
USEPA (2021); CANADA, (2020); MINISTRY OF HEALTH, (2018).

Os valores maximos permitidos pela OMS e pelo Brasil sdo de 30 g L™, observando na Tabela
4 de ocorréncia do 2,4-D em agua, a detec¢do do 2,4-D em &gua no Brasil excedeu o limite maximo
permitido, em 74,5 pug L. O limite maximo permitido pela Unido Europeia € de apenas 0,1 pg L
1 é considerado uns dos mais rigorosos em comparagio com outras regides. Assim como a
Australia, que também estabelece um limite bastante rigoroso de 0,1 pg L™ foi possivel detectar
residuos de 2,4-D acima do permitido. Entretanto, a maioria das detecc¢des do 2,4-D nos estudos

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

3.3 DEGRADACAO DE MICOTOXINAS E AGROTOXICOS

Como visto, esses contaminantes em agua, torna-se preocupante, e como alternativas de
amenizar este problema, métodos fisicos, quimicos e bioldgicos tem sido amplamente estudado

para a descontaminacdo de produtos para a alimentagdo humana e animal (BULLERMAN;
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BIANCHINI, 2007). A efetividade destes métodos deve ainda obedecer a alguns requisitos basicos
como a capacidade de remover, destruir ou detoxificar contaminantes, ndo originarem outros
compostos toxicos, ndo alterarem significativamente as caracteristicas nutritivas dos alimentos e a
sua implementac&o ser técnica e economicamente viavel (GALVANO et al., 2001). Vale ressaltar
que alguns destes métodos, em especial 0s quimicos, nem sempre garantem a seguranca
toxicoldgica do produto, uma vez que na sua grande maioria ndo sdo estudados os produtos de
reacdo formados.

Sendo assim, degradacdo das micotoxinas em agua pode ser alcangada por meio de varios
métodos. Na Tabela 6 esta presente os resultados de degradacdo com variagdo entre 27 e 100% de
mitigacdo em diferentes métodos.

Tabela 6 - Métodos fisicos, quimicos e bioldgicos para degradacdo de micotoxina em agua.

Meétodo Metodologia  Micotoxina Matriz Degradagéo Referéncia
aplicada
Quimico Oz6nio PAT Agua 92% Cataldo, (2008)
destilada
Fotocatdlise ~ Fumonisinas Agua 97% Hilda-Elizabeth et
Ble B2 al., (2005)
Ozbnio ZEN Agua 100% Dudziak, (2012)
desionizada
Biol6gicos Enzima PO OTA e ZEN Solugéo 27% OTA; Garcia et al.,
Comercial Modelo 65% ZON (2020)
Enzima PO AFB1 Solugéo 97% Sibajaetal.,
Comercial modelo (2018)
Enzima PO de DON Solugdo 82% Gautério et al.,
Farelo de modelo (2017)
Arroz Filtrada
Enzima PO ZEN Solucéo 70% Garcia et al.,
comercial, modelo Comercial; (2018)
enzima de 47% Arroz;
arroz e soja 40% Soja
Enzima AFB1
Lacase de DON
Weizmannia Toxina T2
coagulans FB1
36D1 OTA
Fisicos Plasma Frio PAT Agua 96% Xue et al., (2021)
Luz pulsada DON, ZEN, Micotoxina 72% DON; Moreau et al.,
OTA e AFB1  solubilizada 84% ZEN; (2013)
em solventes 98% OTA;

93% AFB1
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Meétodo Metodologia  Micotoxina Matriz Degradacéo Referéncia
aplicada
Fisicos Luz pulsada Alternariol ~ Suco de maca 79,2% Qietal., (2024)
Eter 68,7%
monometilico 78,5%
de alternariol
Citrinina

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

De modo geral, a metodologia aplicando ozonio teve resultado de 100% na degradagéo da
ZEN, esta metodologia € usada quando se trata de método quimico de degradacdo. No entanto, a
eficiéncia de degradacdo das micotoxinas durante a ozonizacéo pode ser influenciada por fatores
como a estrutura e distribuicdo das micotoxinas no produto, bem como o tamanho das particulas
(ROMERQO, et al., 2021).

A eficiéncia de degradacdo em diferentes métodos para remogdo de agrot6xicos em agua

esta apresentada na Tabela 7, onde os resultados de degradacgéo variam de 17 a 100%.

Tabela 7 - Métodos fisicos, quimicos e bioldgicos para degradacdo de agrotoxicos em agua.

Método Metodologia aplicada Agrotoxicos Matriz Degradagdo  Referéncia
Quimico Vacancia de oxigénio 2,4-D Agua 95% Zuo et al.,
(NiAlx Feyx Os) (2024)
Peroximonossulfato por 2,4-D Agua 97,5% Zuo et al.,
particulas magnéticas de (2024)
NiFe;O4 em nanoescala
Ozonizagdo Catalitica 2,4-D Agua 70% Zhoa et al.,
(NiFe204) superficial (2023)
Oxidacéo 2,4-Diclorofenol Agua 96,5% Wang et al.,
subterrane (2024)
a
Nanoparticulas de 2,4-D Agua 42,7a67,3%  Jaafarzadeh
peroximonossulfato/ferri superficial etal., (2017)
ta de cobre
magnética/ozonio
Fotocatalise utilizando 2,4-D Agua 62,22954%  Secketal.,
nanoparticulas sol-gel e (2012)
TiO2 comercial
Biossintese de 2,4-D Agua 94% Punyasamudr
nanocomposito am et al.
(2023)
Catalise sob luz visivel 2,4-D Agua 89,1% Yuetal.,

(2023)
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Método Metodologia aplicada Agrotdxicos Matriz Degradacdo  Referéncia
ozonizacao catalitica de 2,4-D Agua 80% Zhuetal.,
alta eficiéncia (2022)
Eletropolimerizacéo 2,4-D Efluente 100% George et al.,
(2023)
Oxirreducdo 2,4-D Agua 85,7% Zuoetal.,
(2023)
Biologico Biomassa microbiana 2,4-D Agua 85% Girardi et al.,
(2013)
Degradacdo microbiana 2,4-D Agua 81a1l00%  Vanitaetal.,,
(2023)
Enzima lacase 2,4-Diclorofenol Agua 82,9% He et al.,
imobolizada (2023)
Biossorcao acoplada a Isoproturon, a Agua 545a659% Chenetal,
degradacdo pela lacase Atrazina, (2019)
imobilizada Prometrina,
Mefenaceto,
Penoxsulam
Fotocatélise heterogénea Clorpirifos Agua 88% Becerre et
e processo bioldgico residuais al., (2022)
aerobico
Fungo P. 2,4-Diclorofenol Agua 57% Chenetal.,
chrysosporium BKMF- residual (2014)
1767
Lacase Imobilizada 2,4-Diclorofenol Sistema 52,2% Zhan et al.,
(Coriolus versicolor) aquoso (2009)
Bacterias cepa Bacillus Clorofenol Agua 77,6% Matafonova
cereus GN1 superficial et al., (2006)
Fotocatalise sob 2,4-Diclorofenol Agua 63% Ali et al.,
radiacdo de luz visivel (2020)
Fisico Cavitagdo hidrodindmica 2,4-Diclorofenol Agua 96,67% Azizollahi et
al., (2023)
Silica mesoporosa usada  2,4-Diclorofenol Agua 62% Yang et al.,
como transportador para (2015)
imobilizar a lacase
Membrana de osmose 2,6- Agua 97% Schotag et
reversa e biofiltracdo Diclorobenzamid al., (2022)
a

Em resumo, os métodos quimicos geralmente tém um impacto direto no alvo, oferecendo

uma acdo rapida. Os métodos bioldgicos tendem a ser mais especificos para alguns compostos,

reduzindo os efeitos colaterais. Métodos fisicos, como radiacdo, podem atingir uma variedade de
alvos com eficiéncias 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 necessario entender as propriedades fisico-quimicas dos compostos e do
ambiente de aplicacdo para entender a eficacia do método. E importante destacar que ha evidéncias
significativas que comprovam a eficécia da degradacdo de agrotdxicos, como pode-se observar na
Tabela 7. Os resultados dos métodos bioldgicos apresentam uma exelentes resultados de
degradacdo onde o valor minimo degradado de 2,4-D é de 52,2% aplicando lacase imobilizada,
entretanto o maior resultado de degradacao é 100% usando a metodologia microbiana, esses dados
fortalecem a nocédo de que os métodos bioldgicos desempenham um papel crucial nesse processo.
Isso reforca a importancia da utilizacdo da biodegradacdo e, por conseguinte, estimula o
desenvolvimento continuo de novas técnicas biotecnoldgicas. Principalmente em relacdo a
utilizacdo de enzimas que tém sido extensivamente estudadas. Como por exemplo o emprego da
enzima lacase, descrito por Bhatt et al. (2023) que demonstrou sua capacidade de degradacdo do
glifosato na faixa de 48%, hidrolisando especificamente a ligacdo C-N no glifosato e produzindo
produtos nao toxicos (BHATT et al., 2023). Estudo de La Cecilia e Maggi (2018) avaliaram as
vias de degradacdo 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 &cido aminometilfosfonico
(AMPA) no solo. Neste contexto, os métodos bioldgicos para degradacdo de agrotoxicos além de
serem eficientes, sdo de fato mais sustentaveis e ecologicamente corretos para 0 meio ambiente
(SATHIA et al., 2023; MCCLARE, 2022).

3.4 ENZIMA PEROXIDASE

Com a evolucdo da ciéncia em seus diversos setores, inimeras metodologias
biotecnologicas tém sido sistematizadas, aumentando a eficiéncia dos produtos gerados,
proporcionando beneficios econdmicos, sociais e ambientais. Uma das principais técnicas
relacionada a biotecnologia é a biodegradacdo (FALEIRO; ANDRADE, 2009) principalmente
relacionada a aplicacdo de enzimas, estando entre elas a utilizacdo de enzimas oxidativas no
tratamento de efluentes. As enzimas apresentam propriedades interessantes como requisitos de
baixa energia, processo de facil controle, operacdo em uma ampla faixa de pH (2,0 a 8,0) e
concentracdo de substratos, no caso de biodegradacdo relacionado a contaminantes, além de
possuirem um baixo impacto sobre os ecossistemas (ELY et al., 2016; DURAN; ESPOSITO,
2000).

As enzimas sdo catalisadores biologicos, de natureza principalmente proteica, que

participam de varias reagcfes bioquimicas, tendo como papel fundamental o controle metabolico.
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Estas moléculas aceleram reacdes termodinamicamente favorecidas, sendo extremamente
versateis e estereoespecificas (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). As peroxidases (PO)
(E.C.1.11.1.7) s&o predominantemente proteinas heme que utilizam perdxido de hidrogénio e
hidroperoxidos organicos como aceptor de elétrons na catélise da oxidacdo de uma variedade de
substratos organicos e inorganicos. Estas enzimas sdo classificadas em duas familias principais
(vegetal e animal) e sua massa molar pode variar de 30 a 150 kDa (SOUZA, 2020). As
hemiperoxidases sdo uma superfamilia de enzimas que contém Fe (I11) e protoporfirina X como
grupo prostético, mas que evoluiram de forma independente, divergindo, por exemplo, na
arquitetura do sitio ativo e na atividade enzimatica (ZAMOCKY et al., 2014).

As POs podem ser aplicadas para a oxidacdo de uma ampla variedade de compostos na
presenca de perdxido de hidrogénio, como na desodorizacdo de dejetos de suinos (YE, ZHU; LI,
2009), na descoloracdo de corantes (ULSON DE SOUZA, FORGIARINI; ULSON DE SOUZA,
2007). A aplicacdo da oxidacdo enzimatica, 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 rdbano (HRP) em concentracao
de 200 U mg™ in vitro, onde foi possivel degradar 60% da AFB1, bem como enzimas peroxidase
parcialmente purificadas de raiz de rabanete recém-colhida, com 20 e 30 p g* de proteina foram
feitos para agir sobre a AFB1 in vitro. Os resultados demonstraram que as enzimas peroxidase
parcialmente purificadas apresentaram uma conversao significativa da micotoxina, atingindo cerca
de 30% e 38% de degradacdo, respectivamente. A otimizacdo da reacdo enzimatica revelou que as
condicdes ideais ocorreram em tamp&o fosfato 50 mmol L a 20°C, com pH 6, tempo de incubag&o
de 60 minutos e pressdo normal. O perdxido de hidrogénio foi utilizado como agente oxidante em
todas as reacdes e em concentragdo de 5 mmol L. Os produtos resultantes dessa reagio enzimatica
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 concentracdes de 200 e 30 U mg™? de enzima na
reacao, respectivamente.

A utilizacdo da enzima peroxidase proveniente do farelo de soja (FS) foi descrita por
Feltrin et al. (2017) que envolveu a otimizagdo das condicOes de extragdo, incluindo a taxa de
agitacdo, 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 tampéo fosfato 10 mmol L pH 4,7, com
agitacio por 60 minutos a 100 rpm, resultando em uma atividade especifica de 100 U mg™ para o
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FS. A peroxidase, tanto em sua forma bruta quanto purificada, foi submetida a caracterizacdo
cinética, termodinadmica e bioguimica. Adicionalmente, a peroxidase na forma bruta demonstrou
uma maior manutencédo da atividade, preservando 50% de sua atividade ao longo de 114 diasa 0
°C. Por outro lado, a forma purificada da peroxidase apresentou uma maior afinidade pelo
substrato e reduziu os niveis de Deoxinivalenol em 80%, superando em 20% a forma bruta, nas
condigdes: tampao fosfato 5 mmol L™ pH 5, reacéo a 35 e 30 °C durante 10 e 5 min, Km de 0,17 e
0,05 mmol L™ e Vimax de 196 e 182 U mg?, respectivamente, conforme observado por Feltrin et al
(2017).

O estudo conduzido por Garcia et al. (2020) focou na avaliacdo da eficacia da enzima
peroxidase comercial (PO) de Armoracia rusticana na degradacdo simultanea da ocratoxina A
(OTA) e zearalenona (ZEN) em uma solu¢do modelo e cerveja. O processo incluiu a otimizagéo
dos parametros reacionais para a agdo da PO, a avaliacdo da aplicabilidade na degradacédo de
micotoxinas tanto em solu¢do modelo quanto em cerveja, e a determinacdo dos parametros
cinéticos (constante de Michaelis-Menten - Km e velocidade maxima - Vimax). As condicdes ideais
para a reacdo enzimatica foram pH de 7, forca idnica de 25 mmol L, incubagdo a 30 °C, cofatores
1 mmol L K* e 26 mmol L? de H20,, a PO em uma concentragio de 0,6 U mL ™ apresentou a
méaxima atividade para a degradacdo simultanea de OTA e ZEA, alcancando 27,0% e 64,9% de
degradacéo, respectivamente, em solucdo modelo apds 360 minutos. Ao aplicar a PO a cerveja,
observou-se uma degradacdo simultanea de OTA e ZEA de 4,8% e 10,9%, respectivamente. Os
parametros cinéticos Km e Vmax para a degradacdo de OTA e ZEA foram determinados, sendo 50
e 10,710 nmol L e 0,168 e 72 nmol Lt min™!, respectivamente. O estudo realizado por Garcia,
Feltrin e Garda-Buffon (2018) teve como objetivo avaliar a eficacia da PO comercial e das PO
provenientes do farelo de soja (FS) e do farelo de arroz (FR) na reducéo da zearalenona (ZEA) em
solucdo modelo, além de caracterizar o mecanismo de acdo dessa enzima. Para a obtencdo da PO,
houve a extracdo a partir do FS e FR em tampéo fosfato sob agitacdo orbital. A avaliacdo da
capacidade redutora da PO comercial e das PO de FS e FR na reducédo de ZEA foi realizada em
tampdo fosfato e solucdo aquosa, respectivamente. Os parametros cineticos, constante de
Michaelis-Menten (Km) e velocidade méxima (Vmax), foram determinados na faixa de
concentragéo de 0,16 a 6 pg mL L. Os resultados mostraram que o uso da PO comercial e das PO
provenientes de FR e FS resultou em reducgdes significativas da concentragdo de ZEA em 69,9%,

47,4% e 30,6%, respectivamente, ao longo de 24 horas. Os valores de Ku foram calculados como
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39,61 e 8,90 uM, enquanto os valores de Vmax foram determinados como 0,170 e 0,011 pmol L
min~! 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 redugdo dos niveis de
OTA e sua aplicacdo em suco de uva. Tanto a PO comercial quanto o PO extraido do farelo de
arroz foram avaliados, respectivamente, quanto a sua atividade em relacdo a OTA em um sistema
modelo. A afinidade entre PO e OTA foi verificada pela constante de Michaelis-Menten e pelos
parametros de velocidade maxima, resultando em 0,27 pumol L e 0,015 pmol L™ min™! para a
enzima comercial e 6,5 umol L™ e 0,031 pmol L™ min™! para PO extraido do farelo de arroz,
respectivamente. Os menores niveis residuais de OTA ocorreram quando 0,063 U mL ! da enzima
foi aplicada. Nessas condic¢des, a reducdo da OTA foi de 41% em 5 horas para a enzima comercial,
e de 59% em 24 horas, para 0 PO extraido do farelo de arroz. Quando o PO extraido, com atividade
de 0,6 U mL !, foi aplicado ao suco de uva integral, os niveis de OTA diminuiram para 17%, as
24 horas.

O estudo de Sibaja et al. (2019) avaliou os efeitos da concentracdo enzimatica, pH,
temperatura e tempo de reacdo na biotransformacdo de AFB1 pela PO comercial em solucdo
modelo (tamp&o fosfato 100 mmol L ~!) onde obteve o resultado quando 0,015 U mL™* foi
utilizado para tratar 0,5 pug L ‘de BAARi, em pH 7,0-8,0 e 3040 °C, por 8,0 h,
a biotransformacdo de BAAR: atingiu seu maximo (97%). O valor Kmde PO para a
biotransformagdo de AFB1 foi de 0,0160 umol L 1 (5 pg L 1) com um Vmax de 6,4 pmol
L "t min %, que foram determinados com base no grafico de Lineweaver-Burk. PO (0,015 U
mL 1) reduz efetivamente BAAR 1(97%) e M1 (65%) em leite UHT e BAAR: (24%) em
amostras de cerveja lager. As POs servem também para remover hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (CHEN et al., 2014; LEE et al., 2015) e no tratamento de aguas residuais de industrias
(NICELL et al., 1993). Vale ressaltar também que possui forte potencial para degradacdo de
contaminantes fenolicos (AITKEN et al., 1994; DEVAIAH; SHETTY, 2009) podendo assim ter
capacidade também de degradar os agrotdxicos.

Para Bhatt et al. (2023), realizou investigacao da potencialidade da enzima lacase (também
enzima oxirredutase), na degradacédo do glifosato. Explorando lacase-glifosato usando abordagens
de acoplamento molecular (MD) e simulacdo de dindmica molecular (MDS). Os resultados sugeriu
que a lacase interage bem com o glifosato. Numa solu¢do aquosa a estabilidade da lacase com
glifosato é mediada através da formacgdo de interacdes hidrofobicas ligacGes de hidrogénio e

interacdes de van der Waals. A presenca decompostos tdxicos xenobidticoscompostos toxicos no


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glyphosate
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sitio ativo alteraram a conformacéo da lacase. O MDS dos complexos lacase-substrato confirmou
a sua estabilidade durante a degradacéo catalitica. Os resultados do ensaio de lacase confirmaram
que a degradacéo de glifosato foi de 48,34% em 2 horas.

Apesar da lacuna e caréncia na literatura cientifica de informagGes acerca da degradacéao
de agrotoxicos envolvendo as enzimas oxirredutases como a lacase e a peroxidase, a aplicacao
dessas enzimas, particularmente lacases e peroxidases, sdo de interesse excepcional devido aos
seus substratos de ampla variedade e grande capacidade para aplicagbes ambientais.
Inegavelmente, a aplicagdo de enzimas oxidativas para fins industriais e biotecnol6gicos é uma
area de pesquisa prospera (BARILLI; KEMPK, 2020).

E importante ressaltar, que aplicabilidade da PO, esta vinculada ao ciclo catalitico das
hemes peroxidases. No seu substrato preferencial, guaiacol, na etapa inicial, enzima férrica nativa
é oxidada pelo H202 a uma forma intermediaria chamada composto | (Cl), deficiente em dois
elétrons, sendo um elétron abstraido do fon Fe** e outro do anel porfirinico, gerando,
respectivamente, Fe** e radical cation porfirinico. Posteriormente, o Cl aceita um composto
aromatico (ROH) no seu sitio ativo e realiza a sua oxidagao, formando o composto Il (CII), um
intermediéario deficiente em um elétron. Um radical livre (RO) é produzido e langcado em solugé&o.
Logo, CIl oxida, entdo, uma segunda molécula aromatica, liberando um segundo radical livre, que
conduz a formacéo de um produto polimérico, retornando a peroxidase ao seu estado nativo (estado
reduzido Fe®"), completando assim o ciclo. Na presenca de excesso de H20, pode acontecer a
inibicdo da enzima, formando o composto Il (ClII), forma reversivelmente inativa da enzima
(ELY; KEMPKA; SKORONSKI, 2016; MEDINA et al., 2017).

A Tabela 8 mostra diversas pesquisas que examinaram a capacidade de varias fontes de
peroxidase para degradar micotoxinas em situacdes particulares. Os resultados destacam o impacto
de fatores como concentragdo enzimatica, matriz de reacdo, forca idnica, temperatura, tempo de
reacao e pH na eficiéncia da degradacdo de micotoxinas e compostos aromaticos. degradacao de
micotoxinas. Neste contexto, ha a uma grande lacuna para estudo da degradacédo de contaminantes
empregando enzima como fonte de ecologica e segura. Esta pesquisa mostrauma resposta
promissora ao trabalhar biodegradacdo de agrotoxico e micotoxinas simultaneamente, além de

executar um metodo de extragdo eficiente, rapido e econémico.



Tabela 8 - Emprego da enzima PO em diversas matrizes para degradagcdo de micotoxinas e outros contaminantes.
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Enzima (Fonte  Concentragdo  Matriz Forca Temperatura Tempo Cofator pH Contaminante Degradacéo referéncia
deobtencdo) o simatica I6nica (°C) (min) (%)
Peroxidase 0,6 UmL™ Solugéo 25 30 360 1 mmol 7 OTA 27,0 Garcia et al.
comercial At
(Armoracia modelo L+K e (2020)
rusticana) 26 mmol
Ltde
H,0,
Peroxidase (farelo 0,063 UmL*  Solucédo 5 25 1440 26 mmol 55 OTA 59,0 Nora et al.
de arroz) modelo L*de (2019)
H,0,
Peroxidase 0,6 UmL? Solugéo 25 30 360 1 mmol 7 ZEN 64,9 Garcia et al.
comercial modelo L-1K' e (2020)
(Armoracia
rusticana) 26 mmol
Ltde
H,0,
Peroxidase (farelo 6,0 U mL? Solucgéo 5 25 1440 26 mmol 5 ZEN 30,6 Garcia; Feltrin
de soja) modelo Lde e Garda-Buffon
H-0: (2018)
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Enzima (Fonte  Concentragdo  Matriz Forca Temperatura Tempo Cofator pH Contaminante Degradacéo Referéncia
deobtencao)  ozimatica I6nica °C) (min) (%)
Peroxidase 0,035 U mg* Racao - 32 360 - - AFB1 90 Nogueira et al.
(Farelo de soja) para (2023)
peixe
Peroxidase (farelo 1UmL? Solugéo 10 30 10 - 5 DON 81 Feltrin et al.
€ soja) modelo  mmol (2017)
L-l
Peroxidase 10.385,5Umg Efluente - 25 1440 - 3,09 Corante 100 Klanovicz et al.
(Farelo de arroz) ! téxtil vermelho (2020)
Peroxidase 0,6 UmL™? Cerveja 25mM 30 360 1 mmol 7 OTA e ZEN 48¢e Garcia et al.
(Armpurama LK (2019)
rusticana) 10,9
26 mmol
Ltde
H-0;
Peroxidase (farelo 0,01 U mL™? Solugéo - 10 90 - 6 DON 80 Gautério et al.,
de arroz)
modelo

(2017)
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Enzima (Fonte  Concentragdo  Matriz Forca Temperatura Tempo Cofator pH Contaminante Degradacéo
de obtencdo) enzimatica l6nica °C) (min) (%) Referéncia
Peroxidase 0,5UmL-1 Solucéo - 30 60 - 6 AFB1 67
Melo et al.
modelo
(2020)
Peroxidase 135U Pimentao 50 - 1560 - 7 AFB1 70 Tripathi;
(Allium sativum) vermelho Mishra (2011)
Peroxidase 50UmL? Agua - 28 1440 225 umol - AFB1 5 Doyle; Marth
(lactoperoxidase) L de (1978)
NaCl e
50 pmol
L1de
H>0,
Peroxidase 126,60 U mg™* Agua - 50 300 - 5 Corante téxtil 83 Fritzke et al.
(Cedrela fissilis) residual Brilliant Sky- (2020)
Blue G
Peroxidase 0,015 U mL™* Leite - 30-40 480 - 7,0- AFM1 69 Sibaja et al.
(comercial) 8.0

(2019)




Enzima (Fonte  Concentragdo  Matriz Forca Temperatura Tempo Cofator pH Contaminante Degradacéo Referéncia
de obtengéo)

enzimatica I0nica (°C) (min) (%)
Peroxidase 25,000 U L* Agua - 25 1440 - - Antraceno 65 Chenetal.
(Rap_hanus residual (2014)
sativus) Fenantreno 0
Pireno 15
Fluoranteno 8
Peroxidase 0,79 U mL* Agua - 30-40 60 - 7 Fenol 97 Chiong et al.

(cascas de jicama) (2016)

-: Nao adicionado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

Balanca analitica de precisdo FA2104N (Bioprecisa, Sdo Paulo, Brasil);

Banho de areia Quimis (S&o Paulo, Brasil);

Banho-maria Quimis (Sao Paulo, Brasil)

Banho ultrassdnico 40 kHz, 150 W - UNIQUE (S&o Paulo, Brasil);

Banho ultrassonico UNIQUE Ultra Cleaner 700 (S&o Paulo, Brasil);

Bomba de vacuo Prismatec — (S&o Paulo, Brasil);

Capela de exaustao;

Centrifuga Mini Spin Eppendorf - (Hamburg, German)

Coluna Phenomenex Chrom-Clone 5 pm C18 (150 mm x 4,6 mm) (S&o Paulo, Brasil).

Coluna cromatogréfica utilizada com fase estacionaria composta por C18(5 um e 150

mm X 4,6 mm) Kromasil - Supelco® (Bellefonte, EUA) a 35 °C.

Destilador de agua Quimis 341-25 (S&o Paulo, Brasil);
Destilador de nitrogénio Tecnal (S&o Paulo, Brasil);
Espectrometro FEMTO UV-Vis modelo Cirrus 80;
Estufa — Quimis (S&o Paulo, Brasil);

Membrana de acetato de celulose 0,45 um de didmetro de poro de 47 mm de

diametro (Millipore, Sdo Paulo, Brasil) com utilizacdo na filtracdo de solventes para

HPLC;

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 10 — 1000 uL;
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel de de 1000 — 10000 uL;
Micropipetadores automaticos com capacidade varidvel de 20 — 200 uL;
Micropipetadores automaticos com capacidade varidvel de 5 — 50 uL;
Micropipetadores automaticos com capacidade varidvel de 1 — 10 pL;

Peneira com abertura 42 mesh;

Incubadora Shaker Refrigerada SL — 223 — (S&o Paulo, Brasil);

Sistema de filtragdo em membrana Supelco (EUA);

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3 Millipore (Millipore, EUA).
Vortex Biomixer Vtx-2500 (Sdo Paulo, Brasil);

Vidraria de rotina laboratorial (bal6es volumétricos, copo de béquer,
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erlenmeyers, tubos falcon ...)

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

e Acetona P.A. (Synth, Brasil);
e Acetonitrila grau HPLC (Panreac, Espanha);
e Acido acético glacial P.A. 99,7% (Synth, Brasil);
e Acido cloridrico P.A. (Synth, Brasil);
e Agua destilada;
e Agua ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3 Millipore (resistividade de 18,2
MQ cm);
Benzeno P.A. (Vetec, Brasil);
Cloreto de metileno grau HPLC (J.T. Baker, USA);
Etanol P.A. (Synth, Brasil);

Gés nitrogénio;
Hidroxido de sodio P.A. (Synth, Brasil);
Metanol grau HPLC (J.T. Baker, USA);

Padrd@es analiticos: Ocratoxina-A, Aflatoxina B1 (Sigma Chemical Company —
EUA.); 2,4-D (Sigma-Aldrich - Brasil).

e Perdxido de Hidrogénio P.A. (Synth, Brasil);

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

e Sulfato de célcio P.A. (Synyh, Brasil);

4.3 METODOS

4.3.1 Agua de parbolizacio

Para iniciar este estudo, o arroz em casca foi adquirido de industria beneficiadora para
simular a parboilizacéo e assim, obter a agua desta etapa do processo. A obtencao da agua utilizada
no processo de parboilizagdo dos grdos de arroz foi realizada em escala laboratorial conforme
procedimento descrito por Dors et al. (2009) (Figura 3). Para isso, 0s grdos foram imersos em agua
destilada na proporgéo de 1:2 (arroz:agua) e submetidos a aquecimento em banho-maria a 60 °C
por um periodo de 4 h (Dors et al., 2009). A agua de parboilizacdo obtida foi separada em volumes

de 100 mL e mantida sob congelamento até 0 momento dos experimentos.
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Figura 6 - Sistema para producdo da agua de parboilizagéo.

Fonte: autoria propria.

4.3.2 Padr@es das micotoxinas e agrotoxicos

Os padrdes de OTA e AFBI1, com pureza > 99,0%, foram adquiridos da Sigma Aldrich Co.
(Saint Louis, EUA). A solucdo estoque de OTA (concentragio de 100 pug mL™?) foi preparada em
benzeno: 4cido acético (99: 1, v v!) e congelado. As solugdes de trabalho resultaram de diluices
de solucdes de estoque até a concentracdo desejada as andlises. A estimativa da concentracdo da
solugédo de trabalho (Equagdo 1) de OTA foi realizada em espectrofotdmetro empregando o
comprimento de onda de absor¢do méaxima de 333 nm, a absorvancia molar de 5550 cm™ mol*

em benzeno: acido acético (99: 1, v v1).

abs x MM x 1000 X fc Equacdo 1
eXDb

Micotoxina (ug ml™1) =

Onde: micotoxina (ug mL™?) é a concentracdo da micotoxina presente em 1 mL; abs é o
valor da absorvéancia da solucdo padrdo; MM é a massa molecular da micotoxina em estudo (g
mol™?); fc é o fator de correcdo do instrumento; € é a absortividade molar no comprimento de onda
da absorc&o caracteristica de cada micotoxina (mol L) e b é a largura da cubeta (cm).
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A solucdo estoque da AFB1 (concentragdo de 10 pg L) foi preparada em
benzeno:acetronitrila (98:2, v v) e congelados. As solugdes trabalho resultaram da diluicdo da
solucdo estoque até as concentragdes desejadas. A estimativa da concentracdo de trabalho foi
calculada empregando a Equacdol. A quantificacdo da AFB1 em espectrofotdmetro empregou o
comprimento de onda de absor¢io méaxima de 360 nm, absorvancia molar de 0,656 cm™ mol™,

O padréo de 2,4-D, adquirido da Sigma Aldrich Co, foi preparado em metanol grau HPLC,
na concentracéo de 1000 mg L™, correspondendo a solucéo estoque. A solucéo foi armazenada em
frasco ambar e estocado a -18 °C. A partir da solucdo estoque foi preparada solucdo de

concentragdes de 100 mg L, e desta uma solucio trabalho de 10 mg L™ do 2,4-D.

4.3.3 Extracdo simultanea OTA e 2,4-D

A extracdo dos analitos foi realizada empregando a técnica SILLME proposto por Du et al
(2014). O procedimento consistiu em adicionar 1 mL de agua de parboilizacdo e 1 mL de MeCN
acidificada com 0,1% (v v') de acido fosférico. O tubo foi agitado por 1 min em vértex, seguida
da adicdo de 0,4 g de sulfato de magnésio, agitacdo em vértex por 3 min, e centrifugacdo por 5

min a 3500 rpm. As aliquotas foram entdo injetadas no sistema LC-DAD/FL.

Figura 7 - Esquema da técnica extracdo SILLME para OTA e AFB1.
1mL de
MeCN 1% H3PO4

0,49 MgSO, Centrifugacio
(5 min, 3500 rpm)

0.4

i

1 mL da amostra Vortex (1 min) Vortex (3min) Retirada da aliquota

/\

Determinacdo em
LC-DAD/FL

Fonte: Autoria propria.

4.3.4 Extragdo de AFB1

A técnica SILLME também foi aplicada a extragdo de AFB1, no entanto sem a acidificacao
da MeCN. A extracdo foi realizada empregando 1 mL de agua de parboilizacdo, 1 mL de
acetonitrila, seguida da agitacdo em vdrtex durante 1 min. Apés, 0,4 g de sulfato de magnesio foi

adicionado e o tubo foi agitado novamente em vortex durante 3 min e centrifugado por 5 min a
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3500 rpm. A aliquota (1 mL) do sobrenadante foi seca em banho de areia a 60 °C, ressuspensa em
uma solugdo &gua: acetonitrila (90:10, v v') e empregada para deteccdo e quantificacdo de
AFBlem LC-FL.

Figura 8 - Esquema da extracdo da técnica SILLME para AFBL.

1 mL da amostra Vértex (1 min) % Vortex (3 min)
) (2
- e -
E
g \ 4 ' ' (Scnfinnt i - |
1 mL MeCN néo 49 MgSO4 ’ P Retirar aliquota

acidificada

Adicionar a aliquota
em um frasco ambar

HU
——
«— «—
== [ /\ )\‘A'L . Secagem da aliquota

Determinacdo em LC-FL Adicionar 1 mL fase movel
(90:10 H,0: MeCN)

Fonte: Autoria propria.

4.3.5 Condigdes cromatograficas OTA, AFBl e 2,4-D
A determinacdo de OTA e 2,4-D foi realizada em cromatdgrafo a liquido acoplado a um

detector de arranjo de diodo e fluorescéncia sequencial (LC-DAD/FL) As condigdes de deteccao
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de OTA foram excitacdo a 333 nm e emissdo a 460 nm (KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2015)
e 220 nm para 2,4-D (CALDAS; DEMOLINER; PRIMEL, 2009). A fase movel foi composta por
acetonitrila: 4gua acidificada com écido fosforico pH 3,0 (60:40, v v1), em eluicdo isocratica. A
coluna cromatografica utilizada com fase estacionaria composta por C18 (5 um e 150 mm x 4,6
mm) Kromasil - Supelco®) a 35 °C, A vazdo da fase mével foi estabelecida em 0,8 mL min,
totalizando o tempo de analise de16 min, com o tempo de retencdo de 7,5 min para 2,4-D e 13 min
para OTA.

A determinacgdo de AFB1 foi realizada em um cromatografo a liquido acoplado ao detector
de fluorescéncia (LC-FL), com derivatizacdo fotoquimica pos-coluna. Para a separacdo da
micotoxina foi utilizada empregando uma coluna analitica C18 (Phenomenex Chrom-Clone 5 pm
C18, 150 mm x 4,6 mm) em uma temperatura de 40 °C. A fase mdvel foi composta por agua:
acetonitrila: metanol (60:15:25, v v v'') em uma vaz&o de 1,0 mL/min, resultando um tempo total
de analise de 17 min, e o tempo de retencdo da AFB1 de 13,5 min. A deteccédo foi realizada em

comprimentos de onda de 370 nm e 410 nm para excitacdo e emissao, respectivamente

4.4 VALIDACAO DE METODOS

Para este estudo os parametros utilizados para a validacdo dos métodos analiticos foram:
faixa linear de trabalho, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo (precisao
intermediaria) e exatiddo (recuperacdo) (INMETRO, 2020).

A faixa linear de trabalho foi avaliada pela construgdo de curvas analiticas através de curva
na matriz com solucdes analiticas nas concentragdes de 0,2 a 10 ng mL™* OTA em LC-FL, 0,2 a
10 pug mL?* para 2,4-D em LC-DAD e 0,2, a 11 ng mL* para AFB1 em LC-FL, todas contendo,
no minimo, 8 concentracdes.

O limite de detecgdo (LD) foi determinado utilizando uma abordagem de diluicdo da
solucdo dos padrdes até a auséncia de sinal no tempo de retencdo do analito, obtencéo do ruido. O
limite de quantificacdo (LD) foi estabelecido a partir do primeiro ponto de concentracdo da faixa
linear de trabalho.

A exatidao foi avaliada adicionando concentracGes conhecidas dos analitos, na agua de
parboilizacdo em trés niveis (baixo, médio e alto) nas concentragdes de 0,2; 1,0 e 5,0 ng mL™* para
OTA e AFB1, e 0,2; 1,0 e 5,0 pg mL™ para 2,4-D. As amostras foram injetadas no sistema
cromatografico em triplicatas.

A exatiddo no indicativo de recuperacao foi calculada conforme a Equacdo 2.
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Cl1-C2 Equacgéo 2

Recuperacio(%) = ( )x 100

Onde: C1 € a concentracdo do analito na amostra fortificada; C2 é a concentracédo do analito
na amostra ndo fortificada; C3 é a concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.

A repetibilidade foi avaliada empregando agua de parboilizagdo fortificada em diferentes
niveis em triplicata nas mesmas concentracdes descritas na etapa da exatiddo, seguido
posteriormente da extracdo, e injecdo em triplicata, pelo mesmo analista e nas mesmas condicdes
cromatograficas. A precisdo intermediaria do método foi avaliada seguindo o mesmo
procedimento, no entanto em diferentes dias. A partir das nove determinac6es foi calculado 0 RSD
(%). Para os célculos dos RSD utilizou-se a Equacdo 3, apresentada a seguir:

S ~
RSD (%) = E“OO Equacéo 3

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

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

4.4 OBTENCAO DA ENZIMA PO

A extracdo da enzima foi realizada empregando 5 g do farelo de arroz (moido e com
granulometria de 42 mesh), ao qual foi adicionado 50 mL de tampao fosfato 10 mmol L pH 5,
mantidos sob agitacdo orbital a 100 rpm por 60 min a 25°C. Ap6s, o conteudo 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 bal&do volumétrico.

4.4.1 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da PO do farelo do arroz foi determinada de acordo com Feltrin (2013). Para
avaliar a atividade enzimética foram utilizados agua destilada (400 pL), tampéo fosfato 5 mM pH
5,5 (300 pL), peroxido de hidrogénio (H202 0,08 v/v%) (200 uL), extrato enzimético (200 pL) e
guaiacol 1% (100 pL). A incubacéo foi realizada em banho termostatico por 20 min a 25 °C. A
oxidagdo do composto foi verificada em espectrofotdmetro a 470 nm e a atividade da enzima PO
foi estimada de acordo com a Equacéo 4 descrita por Schittmann et al. (2014). Uma unidade de
atividade da PO representou a quantidade de enzima que catalisou a oxidacdo de 1 pmol de

guaiacol em 1 min (ZERAIT, 2008).
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abs x Vyeqeaox DF x 103 Equacéo 4
ExdxtxVyieqeo

UmL™! =

Onde U mL™ é a unidade de atividade de PO por mL de extrato; abs é a absorbancia da reagio;
Vreacao € 0 Volume total da reacdo (mL); Vamostra € 0 VOlume de extrato enzimético (mL); FD é o
fator de diluicdo (diluicdo do extrato enzimatico); 10° ¢ a conversdo de mol para umol; € é
coeficiente de atenuagdo molar do tetraguaiacol (26.600 L mol* cm™); d é o diametro da cubeta

(cm) e t é o tempo de reacdo (min).
4.5 ESTUDO DE DEGRADACAO DAS MICOTOXINAS E AGROTOXICOS POR PO

4.5.1 Degradagéo para OTA, AFBL1 e 2,4-D por ac¢éo enzimatica

O estudo de degradacdo de OTA, AFBL1 e 2,4-D pela enzima peroxidase foi realizada
avaliando as condicdes de reacdo (Tabela 9) (atividade enzimatica, tempo de reacdo, temperatura,
agitacdo, concentracdo de peroxido de hidrogénio e adicdo de ions metalicos) por delineamento
experimental fatorial fracionado 2 resultando em 16 ensaios e 4 pontos centrais, totalizando 20
experimentos, observa-se na Figura 9 o esquema realizado no procedimento dos ensaios de

degradacéo.
Figura 9 - Esquema de ensaio de degradacdo simultanea para AFB1, OTA e 2,4-D.
AFB1e OTA 25ng L

-1
e 2,4-D yg mL Agitacdo 0 a 100 rpm, 1 a 24 h,
10a40°C

2+
Adicionar 4gua da Adicionar HZO2 (0,02 a 0,1%), cofator Mg e

Evaporagéo do solvente do parboilizagéo do arroz Ca2+ (0 a5 mmol L) e a PO (0,005 0,01 U
padrdo sob atmosfera de ’
nitrogénio

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 9 - Niveis e variaveis analisadas no delineamento fatorial fracionado 272

Variaveis Niveis
-1 0 1
Atividade enzimatica (U mL™) 0,005 0,08 0,01
Tempo de reacdo (h) 1 12,5 24
Temperatura (°C) 10 25 40
fons metalico Ca®* (mmol L) 0 2,5 5
lon metalico Mg?* (mmol L™?) 0 2,5 5
Agitacdo (rpm) 0 50 100
Peroxido de hidrogénio (%) 0,02 0,06 0,1

Os ensaios de degradacio simultanea de OTA e AFB1 (25 ng mL™Y), e 2,4-D (25 ug mL™?)
foram realizados em reator tipo Erlenmeyer com volume util de 50 mL, onde foram adicionados
0s volumes da solucéo padréo dos analitos e em seguida o solvente foi evaporado sob atmosfera
de nitrogénio. Os analitos foram solubilizados em 10 mL de meio reacional, onde primeiramente
foi adicionado a agua de parboilizacdo, seguida da homogeneizacdo em banho ultrassonico (3
min). Foram adicionados os ions metalicos, peroxido de hidrogénio e a enzima PO, as
concentragdes variaram conforme o delineamento experimental (Tabela 9). O reator foi mantido
sob agitacdo orbital também conforme Tabela 9. Foram realizados quatro ensaios controles
denominados como: controle 1(contendo micotoxinas e sem PO com H20y); controle 2 (com
micotoxinas sem PO sem H202); controle 3 (sem micotoxinas e sem PQO); controle 4 (sem
micotoxina com PO). Os ensaios dos controles foram realizados para verificar a qualidade do perfil
cromatograficos, ou possivel efeito da matriz. Ao final de cada ensaio, variando de 1 a 24 h, as
concentracdes residuais das micotoxinas e agrotdxico foram extraidas pela técnica SILLME e
guantificadas em LC-DAD-FL. Os resultados da degradacdo foram calculados conforme a

Equacéo 5.

CMinicial— cM iy, Equacdo 5
inicia final x 100
CMinicial

Degradagio(%) =

Onde CMinicial € a concentragdo do padréo inicial (OTA ng mL*, AFB1 ng mL™? ou 2,4-D pg mL"
1Y; @ CMina € a concentragéo do padréo final (OTA ng mL™?, AFB1 ou 2,4-D pug mL™), calculada

através da curva analitica com os padrBes dos analitos.

4.5.2 Confirmacéo de degradagéo por PO

A melhor condigdo de degradagdo dos analitos obtido pelo tratamento estatistico foi

realizada em triplicata. Os padrdes foram adicionados em concentragBes de 25 ng mL™ para
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micotoxinas e 25 pg mL™* para 2,4-D, e o solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio. Os
experimentos também foram realizados em reator tipo Erlenmeyer com volume Util de 50 mL com
adicdo dos analitos e o solvente evaporado sob atmosfera de nitrogénio. Os analitos foram
solubilizados em 8,721 mL de &gua de parboilizacdo, homogeneizados em banho ultrassénico (3 min),
adicionado ions metalicos Mg?* e Ca®* (500 L para cada solugdo) na concentragio de 5 mmol L%, em
seguida adicionado o perdxido de hidrogénio (28,5 L) na concentracdo de 0,1% e a enzima PO em
0,005 U mL™* (250 pL) sendo assim, totalizando 10 mL de volume total no reator. O reator foi mantido
a temperatura de 40°C sem agitacdo orbital por 1 h, por fim os residuos foram extraidos e

quantificados.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da degradacdo de OTA, AFBL1, 2,4-D na agua de processamento de arroz foram
analisados em relacdo a normalidade dos dados, estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA), e pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (p < 0,05), empregando o
Software Statistica 7.0.0.

5.APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 VALIDACAO DE METODOS

A validacdo do método analitico é necessaria para garantir resultados exatos e precisos
(EUROPEAN COMMISSION, 2006). As micotoxinas apresentaram limites de deteccdo do
método (LD) de 0,01 ng mL™ para OTA, 0,06 ng mL™ para AFB1, e para 0 2,4-D de 0,04 ug mL"
!, Os limites de quantificagdo do método (LQ) para OTA foi de 0,2 ng mL, AFB1 de 0,2, para o
2,4-D o limite foi de 0,4 pg mL™. Outros pardmetros de validac&o obtidos através de calibragéo
da matriz para o método proposto estdo apresentados na Tabela 10. Os coeficientes de correlacdo

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

Parametros OTA (ng mL?) AFB1(ng mL™) 2,4-D (ug mL™?)

analiticos

Equacdo dacurva  y=132551x—-8250,8 y=29701x + 10680 y=39132x-7354

Faixa linear 0,2a10 0,2a11 0,2a10
Coeficiente de 0,999 0,996 0,999
correlagédo
Coeficiente de 0,999 0,993 0,998

determinacéo

*LC-FL - Coluna Phenomenex Chrom-Clone 5 um C18 a 40 °C com fase mdvel (agua: acetonitrila: metanol)

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

movel (acetonitrila: agua acidificada com acido fosférico pH 3,0) (60:40, v v1).

Tabela 11 - Recuperacdo (RSD%) e precisao em termos de repetibilidade (RSD) e precisao
intermediéria.

Analito Nivel de Repetibilidade Preciséo
fortificacéo intermediaria
R(%) RSD R(%) RSD
OTA 0,2ng mL* 101 4,5 103 9,3
1,0 ng mL? 82,0 6,2 85,0 1,5
5,0 ng mL? 88,0 6,9 88,0 6,4
2,4-D 0,4 ug mL? 82,0 2,5 88,0 54
1,0 pg mL? 94,0 2,7 86,0 1,6
5,0 ug mL? 81,0 7,4 90,0 4,3
AFB1 0,2ng mL? 120 8,9 120 51
1,0 ng mL™? 105 9,1 101 57
5,0 ng mL* 97,0 0,5 84,0 1,2

A exatiddo do método foi avaliada por ensaios de recuperacdo em trés niveis, nas

concentragdes correspondentes a 0,2; 1,0 e 5,0 ng mL™ para as micotoxinas AFB1 e OTA, para o



46

2,4-D foi de 0,4; 1,0 5,0 ug mL™. A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade
(RSD) e precisédo intermediaria em trés niveis para cada analito. Os valores de repetibilidade e de
precisdo intermediaria estdo apresentados na Tabela 11.

O método apresentou recuperagdes entre 82 e 120%, conforme apresentado na Tabela 11.
A precisdo do método foi expressa em RSD. O método demonstrou boa precisdo com valores de
RSD menores que 20% para a repetibilidade e precisdo intermediaria, seguindo a orientacao para
validagdo de métodos analiticos na faixa entre 80 e 120% com valores de RSD <20% (INMETRO,
2020), sendo assim, os resultados foram considerados satisfatorios.

5.2 ESTUDO DE DEGRADACAO DAS MICOTOXINAS E AGROTOXICO POR PO

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

A aplicacdo da enzima PO como estratégia para mitigar micotoxinas e agrotdxicos torna-
se favoravel devido a sua especificidade e capacidade de desintoxicar esses contaminantes em
diversas matrizes. Estudos prévios ja demonstraram a eficacia dessa abordagem. Em algumas
aplicacdes, as POs foram utilizadas com sucesso no tratamento de aguas residuais contendo
compostos fendlicos (AITKEN et al., 1994; DEVAIAH; SHETTY, 2009), e na sintese de produtos
quimicos aromaticos (CHEN et al., 2014; LEE et al., 2015) e entre outros tratamentos. Neste
contexto, este estudo apresenta resultados inéditos na mitigacdo concomitante do herbicida 2,4-D
e micotoxinas em agua gerado no processamento de arroz parboilizado. Como mencionado no
item 4.5.1, antes de iniciar os ensaios do planejamento experimental, foram realizados 0s ensaios
dos controles para avaliar os perfis cromatograficos 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. N

20nm 4nm (1.00) 220nm 4nm (1.00)

e e e B e S A s ey et e s By e
0.0 25 5.0 75 100 125 15.0 min

AU AU
£220nmapm (1.0p) 220nm 4nm (1.00)

() | = (d)

— T T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 100 125 15.0 min 0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 min

(a) Controle 1: sem adicdo de PO e adi¢do do H,O;; (b) Controle 2: Sem adi¢do PO e sem H202; (¢) Controle 3: Auséncia
dos analitos, sem adicdo de PO; (d) Controle 4: Auséncia dos analitos, com adi¢do da PO.
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos por LC-FL da OTA em diferentes controles experimentais.

[;/electorA; x365nm Em:440nm nE:/eleclorA. x365nm,Em:#40nm
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7.54
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mv mv
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25 2.5]
0.0
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(a) Controle 1: sem adicdo de PO e adigéo do H,0-; (b) Controle 2: Sem adi¢do PO e sem H;0; (c) Controle 3: Auséncia
dos analitos, sem adicdo de PO; (d) Controle 4: Auséncia dos analitos, com adi¢éo da PO.

Figura 12 - Cromatogramas obtidos por LC-FL da AFB1 em diferentes controles experimentais.
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(a) Controle 1: sem adi¢éo de PO e adi¢do do H,O5; (b) Controle 2: Sem adigdo PO e sem H,0; (c) Controle 3: Auséncia
dos analitos, sem adicdo de PO; (d) Controle 4: Auséncia dos analitos, com adi¢do da PO.
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Observa-se que os perfis cromatograficos obtidos para todos os controles experimentais
ndo apresentaram alteracdes significativas, indicando que os métodos de preparacéo e analise estéo
em Otimas condicOes para a avaliacdo das degradacdes de AFB1, OTA e 2,4-D estdo garantindo
resultados confiaveis para as anélises dos ensaios de degradacéo.

Na Tabela 12 estdo expressos os resultados obtidos pelo delineamento experimental
fracionado 273, utilizado para verificar a influéncia das varidveis tempo de degradacéo (h),
atividade enzimatica (U mL™), temperatura (°C), co-fatores (mmol L), peréxido de hidrogénio
(%) e agitacdo (rpm), buscando assim uma melhor condicdo para a degradacéo de 2,4-D, OTA e
AFBL1 a partir da PO extraida do farelo de arroz. E importante destacar que a atividade da PO no
extrato enzimatico obtido de farelo de arroz foi de 0,285 U mL, enzima aplicada em todos os
ensaios de degradacdo de micotoxinas e agrotoxico deste estudo. A Tabela 12 mostra que a
degradacéo do 2,4-D varia entre 17,7 e 100%, em relevancias as varidveis, que resultam em uma
variacdo consideravel nos diferentes ensaios, destaca-se o ensaio 8, onde as condic¢Ges resultam
em 91,8% de degradacdo. Este resultado foi decorrente da aplicacdo da maior a temperatura
(40°C), a presenca de co-fator como Mg*? em 5 mmol Lt e a sem agitacéo (0 rpm), condicdes que
contribuem mitigacdo do agrotéxico (2,4-D). Entretanto, no ensaio 10 pode-se verificar a
influéncia da temperatura, onde na menor temperatura avaliada (10°C), maior concentracao de
peréxido (0,1%), presenca dos co-fatores Ca*? e Mg*? e sem agitacdo (0 rpm) a degradacéo
observada foi menor, somente 17,7%. Vale ressaltar, que o ensaio 2 também apresenta uma
excelente resposta de mitigacdo de 2,4-D em 100%, porém, estatisticamente, essa condi¢do do
ensaio 2 ndo sera utilizado, ja que se trata de degradacdo simultanea e deve ser considerado 0s

outros analitos presentes no reator.



Tabela 12 - Degradacdo (%) simultanea de OTA, AFBL1 e 2,4-D por agdo da PO avaliado por delineamento experimental 27,

61

Atividade

Peréxido de

Ensaios enz&mrthi_cla Temhpo - Temf)iz:atura Co-_fa;:lol\:I Ca l\(ilc;-fa:;c')\:l i drocgfnio ] Aglrtsrgr?o - Degzrid;(;ao Deggillszgao Degltzgalcao

(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(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(0,2) -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(0,2) 1(100) 25,7 92,4 54,7
6 1(0,01) (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(0,2) 1(100) 91,0 92,2 44,6
10 1(0,01) (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(40) 1(5) -1(0) -1(0,02) 1(100) 234 90,2 34,5
15 -1(0,005)  1(24) 1(40) 1(5) -1(0) 1(0,2) -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) 415 915 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 biodegradacéo do agrotdxico 2,4-D
em agua, como por exemplo, a utilizagdo de bactérias (BARROS, 2022), fungos (OLIVEIRA,
2019) e algumas enzimas (ZDARTA; ZDARTA, 2022), mas nenhum estudo foi descrito na
literatura sobre a aplicacdo da enzima PO extraida do farelo de arroz para a mitigacdo deste
agrotoxico, principalmente em &gua de parboiliza¢do do arroz e ainda concomitante a micotoxinas.

O estudo de Zdarta e Zdarta (2022), prop0s a producdo e aplicacdo de membranas de
celulose e enzima oxidoredutase, como lacase (20,5 U mg™), tirosinase (>10.000 U mg?) e
peroxidase (>200 U mg™*) para tratamento de aguas residuais para remocao de micropoluentes tais
como 2,4-D, outras substincias como 17a-etinilestradiol, tetraciclina, alcool ter-amilico
(medicamento anestésico) e éster metilico de cetoprofeno. O resultado mostrou que a lacase
removeu 56%, a tirosinase 40% e peroxidase 20% do herbicida 2,4-D antes da imobilizacdo das
enzimas, e apos, a aplicacdo das enzimas lacase, tirosinase e peroxidase imobilizadas em
membrana obtiveram a remocéo de 61, 54 e 24%, respectivamente. Esses resultados indicam que
diferentes abordagens, emprego de diferentes enzimas, podem afetar significativamente a
eficiéncia da degradacdo e remoc¢do do 2,4-D em agua, e fortalece o presente estudo para a
degradacéo do 2,4-D a partir de enzima PO extraida do arroz, como fonte de mitigacdo econémica,
de fécil aplicacdo e alta eficiéncia.

Para a OTA, a degradacdo variou de 89,7 a 92,4% (Tabela 12), sendo o ensaio 5 0 que
apresentou maior eficiéncia de degradacdo, degradando 92,6% do composto. A combinacdo dos
fatores como temperatura elevada (40 °C), os co-fatores Mg*?e Ca*2 em 5 mmol L%, peroxido de
hidrogénio (0,1%) e agitacdo (100 rpm) favorece a degradagdo da OTA. Em outros estudos, Nora
(2015), utilizou a peroxidase (PO) extraida do farelo de arroz para degradacdo da OTA, onde
conseguiu uma reducdo de 41% em 24 h. Esse resultado foi obtido com uma concentracdo
enzimatica no meio de 0,063 U mL™!, maior concentragio no meio comparado a este estudo que
obteve maior degradacdo com uma menor concentragdo enzimatica no meio (0,01 U mL™). Este
estudo destaca a eficacia da PO do farelo de arroz na degradacdo da OTA em sistemas aquosos.
Além disto, é possivel destacar que o presente estudo demostrou um resultado positivo de
degradacéo acima de 90% para OTA em todos 0s ensaios.

No entanto, a degradacdo para AFB1 observada (Tabela 12) foi menor, os niveis de
degradacéo variaram entre 28,5 a 67,4%. A melhor resposta de degradacéo para AFB1 foi obtida
no ensaio 16, degradacdo maxima observada de 67,4%. Esse resultado é considerado eficaz para
AFB1, as variaveis experimentais estavam todas ajustadas para os maiores niveis estudados,

sugerindo que a combinacg&o desses fatores pode ter contribuido para a degradacéo da AFBL.



51

No estudo de Sibaja (2019), degradacdo da AFB1 em solu¢cdo modelo por enzima comercial
(PO) foi avaliado, obtendo degradacdo maxima de 69%, os maiores percentuais de mitigacao de
AFB1 pela atividade de PO em solucdo modelo foi obtida aplicando como condicdo a maior
concentracdo de tampéo fosfato 100 mmol L™ em pH 7,0 ou 8, aplicando 0,015 U mL™ de
atividade da PO, mantidos na temperatura de 30 ou 40 °C e com tempo de incubacdo de 8 h.

A partir da analise estatistica, os efeitos observados de cada variavel estdo apresentados na
Tabela 13. Para as variaveis dependentes de degradacdo (%) de 2,4-D e OTA néo foi observado
nenhum efeito significativo. A eficacia da enzima e as condicdes especificas de aplicacdo podem
ser atribuidas para tal resultado, ndo sendo observado a variacdo da degradacdo nas condicGes
estudadas. No entanto, € 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 degradacdo de AFB1 foram observados efeitos
significativos e positivos relacionado a temperatura, co-fator Ca e Mg, e peroxido de hidrogénio.
O efeito positivo descreve que quando empregado o maior nivel de estudo das varidveis
significativas, temperatura (40°C), cofatores Mg*? e Ca*? (5 mmol L) e o peroxido de hidrogénio
(0,1%), maior degradacdo 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 degradacao, para os co-
fatores Ca*2 e Mg™ de 0 a 5 mmol L' o aumento observado foi de 5,83% e 6,63%,
respectivamente, para o peroxido de hidrogénio de 0,02 a 0,1% foi de 14,73%, tendo como média
de degradacdo de 46,29% para AFB1 (Tabela 13).
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Tabela 13 - Efeitos sobre a degradacao simultanea de 2,4-D, OTA e AFB1 no delineamento
fracionado 2 pela aplicacéo da enzima Peroxidase (PO).

Analito Fatores Efeito EP 1(12) p Coef. EPC
2,4-D Média/Interc 52,04 8,53175  6,099572  0,000053 52,04 8,531
Atividade enzimatica 1,25 19,07757 0,065522  0,948837 0,625 9,538
Tempo -4975 19,07757 -0,260/8  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
Peroxido de hidrogénio -10,3 19,07757  -0,5399 0,599142 -5,15 9,538
Agitacdo 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 enzimética -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
Peroxido de hidrogénio 0,075  0,305914 0,2452 0,81047 0,0375 0,152
Agitacédo 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 enzimética 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 58375 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
Peroxido de 14,7375 2,671702 551615  0,000133  7,36875 1,335
hidrogénio
Agitacéo 0,4625 2,671702 0,17311 0,86545 0,23125 1,335

EP — Erro Padrdo; t(12) — t — Student; p — valor p; Coef. — Coeficiente; EPC- Erro Padrdo do Coeficiente;
Atividade enzimatica: de 0,005 a 0,01U mL; Tempo: de 1 a 10 h; Temperatura: de 10 a 40 °C; cofatores: de 0 a 5
mmol L*%; Peréxido de hidrogénio: de 0,02 a 0,1%; Agitacéo: de 0 a 100 rmp.
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Comparando as variaveis significativas da AFB1 com outros estudos, como de Garcia
(2020), o efeito da concentracédo de peroxido (0,1%) na solucdo modelo para degradacdo de OTA
e ZEN foram significativas. Este fato € ressaltado por Wu et al. (1994) que relata que em um reator
com baixas concentracdes de H20-, a taxa de reacdo € limitada e, ao considerar os fatores de
producdo e recursos econémicos, a adi¢do da concentragdo minima admissivel deste co-substrato
deve ser determinada com o objetivo de obter a maior taxa de reacdo. Garcia (2020) também
avaliou os efeitos dos ions metalicos, K* e Na® (1 mmol L) e Mg?" (5 mmol L) que
demonstraram aumentar significativamente a atividade da PO na degradagédo de OTA em 66; 38;
58 e 39%, respectivamente, enquanto o Ca?* (1 e 5 mmol L) inibiu a degradac&o em 100% quando
comparado ao controle (sem adicdo do ion metélico). Por outro lado, observou que a adicdo de
Ca2* (5 mmol L), Fe?* (5 mmol L), e Na* e Mg?" em 5 mmol L™ resultou na reducéo da atividade
da PO na degradacdo de ZEA. Na literatura, existem varios estudos que descrevem a adi¢do de
ions metalicos para 0 aumento da atividade ou inibicdo de PO obtida de diferentes fontes para
oxidacao de diversos substratos. O Ca®* nas concentragdes de 5 mmol L é reportado por inibir a
atividade da PO de Armoracia rusticana na oxidacdo do guaiacol, em 64% (MOHAMED et al.,
2011). Verificou-se também que a adi¢do de Mg?* e Ca?* em uma concentracéo de 5 mmol L*
induziu o aumento da atividade do PO purificado do feijdo preto (Vigna mungo) na oxidacao de
o-dianisidina em 4 e 10%, respectivamente.

Cabe ressaltar também que a temperatura exerce uma influéncia significativa nas
reacOes catalisadas por enzimas devido a sua capacidade de alterar a energia de ativagao necessaria
para que a reacao ocorra. O aumento da temperatura pode reduzir a energia de ativacdo por meio
do acréscimo do nivel de energia livre (GRAHAME; BRYKSA; YADA, 2015). Com isso
temperaturas que se encontram abaixo ou acima do 6timo de acdo enzimatica acabam por
desnaturar a enzima ou diminuir a velocidade de reagéo.

Para Garcia (2020), os maiores percentuais de degradacdo de OTA e ZEN néo diferem
estatisticamente quando aplicada temperaturas entre 20 e 40 °C. Em resumo, a variacdo de
degradacdo dos contaminantes por acdo da enzima PO podem ser atribuidas as diferencas nos
sistemas enzimaticos estudados, nas condic¢des experimentais e nos substratos especificos de cada
reacao.

Dados evidenciam a complexidade das interacGes entre temperatura, presenga de
cofatores e atividade enzimatica, destacando a importancia de considerar esses fatores de forma

especifica para cada sistema enzimatico e reacao bioquimica estudada. E importante considerar os
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efeitos significativos para AFB1, como temperatura, para o0 ensaio enzimatico foi extremamente
importante, pois 0 aumento gradual da temperatura pode aumentar a atividade enzimatica até um
certo valor no qual a desnaturacéo pode ocorrer e, também, o sitio catalitico € modificado e pode
alterar as interagcOes na formacdo do complexo enzima-substrato (DANIEL; DANSON, 2013). Os
co-fatores, visto que o cofator ocasiona o aumento da atividade enzimatica (MAHMOUDI et al.,
2003). E possivel sugerir que algumas propriedades quimicas dos ions possam auxiliar ou
prejudicar a ligacdo enzima-substrato, como por exemplo, o ion ser monovalente ou divalente,
tamanho do raio atbmico, densidade e potencial de ionizagdo (GARCIA, 2020). Em relagédo ao
peroxido de hidrogénio sendo co-substrato da PO, ele participa do ciclo catalitico através da
oxidacdo da enzima nativa para formar uma molécula intermediaria (composto 1) que
subsequentemente oxida um substrato fendlico e o converte em um radical livre (composto 1l) e,
com isso a enzima retorna ao seu estado nativo ou pode ser convertida em formas inativas atraves
da reacdo do composto Il com peroxido de hidrogénio para formar o composto Il (HOSHINO;
NAKAJIMA; YAMAZAKI, 1987).

Os dados da AFB1 foram tratados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA)
(Tabela 14) por apresentar varidveis com efeitos significativos. Os resultados da ANOVA
indicaram que os dados obtidos séo estatisticamente significativos e preditivos, com valor p de
0,001158898. A predicéo foi observada pelo Feaiculado, @presentando valor de 7,74615 que é maior
que o valor de Ftabelado 2,913358179. Isso sugere que o modelo de regressao, que inclui todas as
variaveis independentes, é capaz de explicar uma quantidade significativa da variacdo na variavel

dependente da degradacdo de AFBL.

Tabela 14 - ANOVA para valor de degradacdo da AFB1.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado p
Regresséo 1548,1744 7 221,1678 7,74615 2,913358179 0,001158898
Residuo 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 nivel de significancia
de (p<0,05)

O valor do modelo de regressdo (soma dos quadrados da regressao) é consideravelmente
maior do que a variacdo ndo explicada (soma dos quadrados do residuo), o que indica que o modelo
é capaz de explicar a maior parte da variacéo observada na variavel dependente. Portanto, sugerem
que o modelo de regressdo € estatisticamente significativo e fornece uma boa descri¢cdo do

relacionamento entre as variaveis independentes e a variavel dependente. 1sso pode ser til para
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entender e prever a degradacdo de AFB1 em condicdes especificas experimentais. A predicéo de
degradacdo de AFB1 ¢ apresentada na Equacéo 9. Ao observar o valor do erro relativo, os valores
foram menores aos comparado aos valores reais. 1sso significa que a variacdo observada entre 0s
valores experimentais e os preditos, pode-se confirmar que isto € esperado por ter sido empregado
um delineamento para triagem de varaveis significativas, e ndo um delineamento completo para
emprego de modelagem matematica. A equacéo significativa e preditiva neste caso, serve como
orientacdo para a continuacdo do estudo visando gerar um modelo matematico preditivo, com
6timos ajustes quando empregado delineamento, delineamento completo tendo como base estas
condicdes observadas e significativas, sendo assim, para AFB1 o modelo matematico foi

significativo, mas ndo preditivos, impossibilitando o uso da Equacéo 9.

Degradacio de AFB1(%) = 48,89 + 1,28(X1) + 4,46(X2) + 8,36(X3) +  Equagio 9
5,84(X4) + 6,64(X5) + 14,73(X6) + 0,46(X7)

Para a confirmacdo de degradacéo dos analitos, foi realizado um experimento em triplicada
para degradacdo do 2,4-D, OTA e AFBL, onde as melhores condi¢cdes dos experimentos do
delineamento fracionado 27-3 foram selecionadas. As condicdes que ndo foram significativas nas
reagOes de degradagéo para o 2,4-D, OTA e AFB1 como atividade da PO, foi mantida na sua
menor concentracdo (0,005 U mL™), tempo de reagdo enzimatica, como o menor tempo (1 h), e
sem agitacdo, foram selecionadas para o experimento visando o menor custo e reducdo de tempo
de ensaio. Na Tabela 15 estdo expressos os resultados da confirmacdo de degradacdo dos
contaminantes.

Tabela 15 - Validacao das melhores condicdes de ensaio para AFB1, OTA e 2,4-D.

Analito PO Tempo Temperatura Ca*? Mg H;O, Agitacdo Degradacdo

(UmL?) (h) (°C) (mmo (mmo (%) (rpm) (%0)

LY 1LY
24-D  -1(0,005)  -1(1) 1(40) 15) 15) 1001  -1(0) 90,7
OTA  -1(0,005)  -1(1) 1(40) 15)  1(5) 1(0,1)  -1(0) 91,7
AFB1  -1(0,005)  -1(1) 1(40) 15)  1(5) 1(00,1)  -1(0) 58,8

E notdrio a resposta da validacdo das melhores condi¢Bes confirma a eficiéncia da
degradacdo dos contaminantes concomitantemente. Ao observar os resultados dos ensaios
descritos na Tabela 12, 0 2,4-D no ensaio 8 foi de 91,2% de degradacéo, na validagao das melhores
condicdes, o resultado observado foi de 90,7% confirmando a degradacgéo do 2,4-D. Para OTA, o
resultado observado foi de 91,7% de degradacdo, destacando que as variaveis estudadas nédo

apresentaram efeito significativo. Para AFBL1, o resultado de degradacéo observado na validagdo
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foi de 58,8%, uma degradacao abaixo de 67,4 acordo com a degradacdo do ensaio 16 na Tabela
12. A Figura 13 apresenta os cromatogramas de cada analito das melhores condicdes.

Figura 13 - Perfis cromatogréficos de degradacdo das melhores condigdes para OTA, AFB1 e
2,4-D.
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Neste sentido, o estudo apresenta as condi¢des experimentais que estabelece uma resposta
positiva na degradacdo do 2,4-D, OTA e AFB1l. Essa degradacdo pode ser explicada,
especialmente quando relaciona a natureza quimica especifica de cada composto a sua
suscetibilidade a degradacdo sob condicdes estabelecidas. Como ja citado anteriormente a enzima
peroxidase catalisa reacdes de oxidacdo dessas substancias em componentes menos tdxicos ou até
mesmo inofensivos (ELY; KEMPKA; SKORONSKI, 2016; MEDINA et al., 2017).

Portanto, comparando os resultados em termo matematicos sobre os niveis de
significancias de algumas variaveis, com outros estudos na literatura, pode-se sugerir expandir 0s
intervalos de concentracdo ou tempo, avaliar de forma mais ampla as concentra¢6es de compostos,
tempos de exposicdo pode fornecer informagdes mais detalhadas sobre a resposta do sistema as
diferentes condicdes. Explorar outras variaveis, como verificado por Garcia (2020) e Feltrin et al.
(2017) e Sibaja et al. (2019) como forga idnica, pH e atividade enzimética entre outras variaveis
relevantes que possam influenciar o resultado do experimento, junto com o delineamento
experimental completo para predicdo exata dos dados possibilitard ampliar a aplicagdo da PO

como um método de biorremediacao destes contaminantes.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo confirma que o método SILLME é uma excelente técnica para o preparo
de amostra na qual possibilitou a extracdo dos analitos em estudo de modo répido, facil e
econdémico. A validacdo dos métodos foi obtida de forma satisfatoria. As curvas analiticas
apresentaram valores de r maiores que 0,99 para as faixas de concentracdo estudadas. Os limites
de deteccgdo e de quantificacdo foram adequados para anélise de agrotoxico e para as micotoxinas
em agua. O método apresentou recuperacfes entre 80 e 120%, com valores de precisdo menores
que 20%.

A aplicacdo da enzima PO como estratégia para mitigar micotoxinas e agrotdxicos torna-
se favoravel. O estudo apresentou resultados inéditos na mitigacdo concomitante do herbicida 2,4-
D e micotoxinas em agua obtida do processamento de arroz parboilizado. A degradacéo 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 variaveis
significativas na degradacéo destes contaminantes foram temperatura, cofatores Ca* e Mg?* e
peroxido de hidrogénio. As melhores condi¢des de degradacao do agrotoxico e das micotoxinas
estudadas foram quando empregado no reator a atividade enzimatica da PO de 0,005 U mL™,
peroxido de hidrogénio na concentracio de 0,1%), os cofatores enzimaticos Ca®* e Mg?* na
concentragio de 5 mmol L, tempo de reacdo enzimatica de 1 h, temperatura de 40°C e sem
agitacdo orbital, obtendo degradacdo de 2,4-D, OTA e AFB1 de 90,7%, 91,7% e 58,8%,
respectivamente.

Como melhoria para valores que deram efeitos nao significativos, sugere-se expandir 0s
intervalos de concentracdo e tempo de exposicao, além de explorar outras varidveis como forca
ibnica, pH e atividade enzimética, conforme discutido em estudos anteriores. Um delineamento
experimental mais completo permitira uma melhor predicdo dos dados e ampliaré a aplicacédo da

PO como método de biorremediacdo desses contaminantes.
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