UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Programa de Pés-Graduagio em Engenharia Ambiental

Departamento de Engenharia Sanitiria e Ambiental

CELIA PERIN FRELLO

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DO AGROTOXICO CARBOFURAN
UTILIZANDO REATIVOS BIOLOGICOS: Poecilia reticulata e Daphnia magna.

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Santa Catarina, para obtenc¢do do
titulo de Mestre em Engenharia Ambiental

Orientador: Rejane Helena Ribeiro da Costa

Co-orientador; William Gerson Matias

FLORIANOPOLIS
SANTA CATARINA - BRASIL
SETEMBRO, 1998



“AVALIACAO DA TOXIDADE AGUDA DO PESTICIDA CARBOFURAN
UTILIZANDO REATIVOS BIOLOGICOS: POECILIA RETICULATA E DAPHNIA
MAGNA”

CELIA PERIN FRELLO

Dissertagdo submetida ao corpo docente do Programa de Pos-Graduagdo em Engenharia
Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina como parte dos requisitos necessarios
para obteng3o do grau de )

MESTRE EM ENGENHARIA AMBIENTAL
na Area de Tecnologias de Saneamento Ambiental.

Aprovado por:

s teats

Prof®. Dr°. Rejdne Helena Ribeirq da Costa
©ri

T Willian Gérson Matias
-Orientador)

Sl

Prof. Dr/ Ra%zisel Kopschitz Xavier Bastos
1

Prof. Dr*. Rejdne Helena Ribeiro da Costa Prof. Dr. Paulé Belli Filho
(Coordenadora)

FLORIANOPOLIS, SC - BRASIL
SETEMBRO DE 1998



AGRADECIMENTOS

Agrade¢o a minha irm3 Vera pela ajuda financeira em meu primeiro ano do

Mestrado e pelo seu apoio incondicional em todos os momentos da minha vida.

A Capes (Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pela

bolsa de pesquisa concedida.
A professora Rejane Helena Ribeiro da Costa pela orientagio.

Ao professor William Gerson Matias pela orientagdo e ajuda durante a realizagdo

deste trabalho.

A colega de Mestrado Marcia Bonow Lemieszek por proporcionar a realizagdo do
meu trabalho com os microcrustaceos, seu apoio e pelas nossas discussdes sempre

produtivas.
A FATMA (Fundagio do Meio Ambiente) pelos microcrustaceos cedidos.

A professora Irani L. de S. Fernandes do Depto. de Ecologia e Zoologia do Centro

de Ciéncias Biologicas da UFSC pela identificagdo dos peixes utilizados.

Ao professor José Francisco Fletes do Depto. de Informatica e de Estatistica do

Centro Tecnologico da UFSC pela colaboragdo nas analises estatisticas.
A Doutora Laurence L. Gicquel pela colaboragio nas analises cromatograficas.

Ao Mestre em Eng. Ambiental Albertino Frello pelo apoio e ajuda durante todo o

mestrado e principalmente na formatagdo da Dissertag@o.

Aos colegas Catia Regina Silva e Leandro Bassani pela ajuda e colaboragdo durante

Os testes.

Aos colegas e funcionarios do LIMA (Laboratoério Intégrado de Meio Ambiente)

pela disponibilidade, ajuda e incentivo.

Aos amigos verdadeiros de Vigosa mesmo que fisicamente ausentes, souberam estar

muito presentes em meus momentos de soliddo em Floriandpolis.
A amiga Luciana B. Benetti pela amizade e apoio durante o mestrado.

Ao meu eterno e querido orientador Rafael K. X. Bastos por seu incentivo,

confianga e exemplo.



Aos meus pais a minha eterna gratiddo pela éducag:éo, amor, incentivo e dignidade
Ao Albertino por ser um grande> companhetro

Aos meus irmdos pelo incentivo

Ao Zé Pretinho pela lealdade, amizade, companheirismo e carinho

| A Deus e a0 meu Anjo da Guarda.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ..ottt ettt ettt et e et eeaaesae e st esaesseenseeennee s i
LISTADE TABELAS ..ottt ettt sttt et et e st e e nee s it
LISTA DE ABREVIACOES...........oooooooooeoeeoeooeeeeeeeeeeee oo s eeeee oo iv
RESUMO ... oot e e e ettt e e e e eetaa e e e e e abbeae e ss bt e e e e e e e ararrasesertessasaeaseaeeennnn vi
ABSTRAGCT ..ottt et et e e e e aee e b e e et e e te e e et e ee e e ssesseesne st e e neeeaaeaas vii
INTRODUGAO ......oooooioiiiieieieieee ettt 1
CAPITULO L.ttt 4
1.1 A problematica dos agrotOxicos............ceceevcecuirnueeninncnnnns e 4
1.1.1 ‘Origem € evolugao dOS AZTOLOXICOS .......vvvrmrmeerereeeeiieieseaeiseesaecsssasseesesenenseneas 4
1.1.2 Defini¢do e classificagio dos agrotOxiCos............lveruiriieniienieieeeieceee e 6
1.1.2.1 DefiNiGAO......oeiiiieeiiieeiiie ettt e et e e eeee————— 6
1.1.2.2. Cléssiﬁcagio ........................................................................................ 7

1.1.3 Legislagio ambiental .................ccooiiiiiiiiiiic e 10
1.1.4 Generalidades sobre o carbofuran............................ e 11

1.2 Aspectos toxicologicos e ambientais dos agentes tOXICOS .............cococeeicriurieiinaninns 14
1.2.1 Impactos sobre 0 meio ambIENte. .........c.occcovuiriiiiiiiiiiiiecc e 14

1.2.2 Toxicidade e mecanismos de a¢do do carbofuran....................ocooeiiiiiiiinninnne, 16

1.2.3 Riscos e efeitos das intoxicagdes humanas................cccceeieiiiniiieicecnienee e 19

1.2.4 Toxicidade animal ............cccooiiiiiiiiieniieeie e 21

1.3 Importincia dos testes de toxicidade..............cccoceoiiiiiin 25
1.3.1 Generalidades...........cc.oooiiiieiiiiiiie e 25

1.3.2 Variaveis fisicas e quimicas em testes de toxicidade .....................cccoveein. 26.



133

Organismos utilizados em testes de toxicidade...............cccoeoeninvininiiinnn.
1.3.3. 1 PIXeS .ottt e et e et e e e e et e e e e e st rna e e e nnnaaeeaann
1.3.3.2 Microcrustaceos (daphnia).............. OO

CAPITUL O L. oo oo e e e e e e e e e e e

2 MATERIAIS EMETODOS ..o, e

2.1 Teste de toxicidade aguda COM PEIXES.........cceerreriiuiieiiiiiiieeeeeeiieeniite e eeiie e e

211
2.1.2
2.13
2.14
215
2.1.6

Captura e adaptagio dos organismos para testes de toxicidade .......................
Desenvolvimento do metodo ...........coeveriiiriiiieiiieeietee e
Sensibilidade dos OrganiSmMOS-teSte........cceecuviieviiiiiiieeeeeeeeeecie et eae e
Preparo da SOIUGEO-LESte .........c.oovieiiiiiiiiie et
Teste Preliminar..........coooiiiiiiiiiiiiiiee et e

Teste deﬁmtlvo ...................................................

2.2 Teste de toxicidade aguda com Daphniamagna......................cccocoeueueecreeeneeceneennnns.

221
222
223
224
225

Cultivo dOS OTZANISINOS .......oouvieireiieiiieeeeiiteette et e e st e eate st ee s e
Desenvolvimento do método ........... et v
Teste de sensibilidade dos Organismos .................oocvereerveeniiciieenenereieee e
Preparo das solugdes do agente £6%iCO CarbORITan ............oveovreereeereeereereeeen..

TSt oo ettt et e e e aaaeeern s rann

CAPTTULO IIL. o oo e e e e e e ee e en e e

3 RESULTADOS E DISCUSSAO....................... et

3.1 Percentual do agente ativo carbofuran no produto comercial Furadan da

HOKKO O Brasil.. ..ot e e e e e e e e ta e e s e nnasaanns

3.2 Bioensaios com peixes (Poecilia reticulatay)........................cccococoovinvciinniiiiiniinnnn...

321
322

323

Teste de sensibilidade com dicromato de potassio (K2Cr207) .....ooeevieicencnnee
Bioensaios com carbofuran utilizando Poecilia reticulata - Testes
PrEHMINATES ..ot
Bioensaios com carbofuran utilizando Poecilia reticulata - Testes

J 0= 101118 072 o L IUUUUUUUUUURE OO OO RSSO U ST PP PR URPRON



3.3 Bioensaios com microcrustaceos (Daphnia magnaq) ..................ccccceveevevcueeecereeannnnn. 60
3.3.1 Teste de sensibilidade com dicromato de potassio................cccocuveeveeeeeicnennnnnn. 60
3.3.2 Bioensaios com carbofuran utilizando Daphnia magna - Teste

PLELIMINAT . ......eeiiiiiiiiiieet ettt ettt ettt et et e et e sneeasasaeesneeeeeeeens 63

3.3.3 Bioensaios com carbofuran utilizando Daphnia magna - Testes

Qe INItIVOS .oeee et ee e e e s s 65
CAPITULO IV oo e 70
4 CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES ..., 70
BIBLIOGRAFTA . oo e, 72
APENDICE Ao i 81
APENDICE B ..o e e e s e ee et e oo er s s eee e 90

APENDICE C.....ooooommvieenmeeimeesesseesesesneeessseesossaesesss oo sensassees 93



Figura 2.12

'LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 Formula Estrutural do: (a) DDT; (b) Lindane; (c¢) Paration; (d)

CarbamAtos. .......ooovviiiieiciieeie ettt ettt eenbe e e . 5
Figura 1.2 Férmﬁla Estrutural do carbofuran. ............c.ccoeieiiiiiniiiiiee e, 11
Figura 1.3 Rota Metabolica do carbofuran.....................o 13
Figura 1.4 Foérmula Estrutural da Atrazina. ...............cccoooiiiiiiii 19
Figura 1.5 Anatomia de uma DapAnia.sp................c.ccoooeoiiiiiiiiiioiiiiciieece 31
Figura 1.6  Ciclo de reprodugdo da Daphnid. SP < nntrreeinra e et e e e e aa e et ee e ae et eaeaeenns 32
Figura 1.7 Daphnia com efipio. ......cc..cccoiiiiiiiiii 33
Figura2.1 Lago do Centro de Convivéncia, local da captura dos peixes........................ 35
Figura 2.2  Poecilia reticulata. .......................cccccocooiieiiioiiiriniiiiniiieecienieeeee 35
Figura 2.3 Reservatério (R1), com capacidade para 250 L. ..........c.ccooiiiniiiinininnn. 36
Figura 2.4 Reservatorio R2 com capacidade para 60 L. ..., 37
Figura 2.5 Recipientes RAERB. ..o 38
Figura 2.6 Fluxbgrama do procedirﬁento de transporte e adaptagdo dos

OTGAMUSITIOS. ....c..veeeeeeiententeesieseeateeaee e e steeseeeseeenaeesbae e emsesaneaeeesensesenseeaaneeeas 39
Figura 2.7 Teste de sensibilidade dos organismos com dicromato de potéssio. .............. 40
Figura 2.8 Teste de toxicidade aguda com pesticida carbofuran. ................................ 43
Figura 2.9 Daphnia magna. ..................cccccocooiuimiiiiiiniiiiiieiiieiceiieee e 44
Figura 2.10 Recipientes para cultivo de Daphniamagna. ............................. e 44
Figura 21 1T EfIPIO. oo et 45

Teste de toxicidade com Daphniamagna..................cccoocceeeiieineeecieacenenes 47,



Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3
Figura 3.4
Figura 3.5
Figura 3.6
Figura3.7a
Figura 3.7b
Figura 3.8
Figura 3.9a

Figura 3.9b

Perfil de elui¢do do carbofuran extraido da solugdo de Furadan, por
HPLC . oottt e e e e et ettt e e e e e ee e e eee e e erstnan e aeeenran 49

(a) Curva padrio do pesticida carbofuran, (b) Curva do agente ativo

carbofuran presente no produto comercial Furadan. ..................................... 50
Sensibilidade da Poecilia reticulata ao dicromato de potassio. ..................... 52
Testes preliminares com carbofuran utilizando Poecilia reticulata................ 55
Testes definitivos com carbofuran utilizando Poecilia reticulata. ................. 57
CL50 em relagdo ao tempo no teste definitivo. ..............cceeeeeecnieriennnnnnn. e 59
Sensibilidade da Daphnia magna ao dicromato de potéssio. ......................... 60
Sensibilidade da Daphnia magna ao dicromato de potassio. ............c.ccceceee. 61
Teste preliminar com carbofuran utilizando Daphniamagna........................ 64
Testes definitivos com carbofuran utilizando Daphnia magna. ..................... 65
Testes definitivos com carbofuran utilizando Daphnia magna. ..................... 66



it

LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1

Tabela 1.2

Tabela 1.3

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Tabela 3.3

Tabela 3.4

Critérios para classificagdo toxicologica dos agrotoxicos. ............c.ccccevvecuennene. 9
Solubilidade do carbofuran em diferentes solventes................cccccooeeeeciniin. 12
Toxicidade dos metabolitos do carbofuran. .............ccooccininiiiiiiiiiiiinen, 23
Concentragio Letal (CL50) em mg/L de dicromato de potassio

calculada para Poecilia reticulata por periodo de observagdo em '

ROTAS. ..ot e et e e et et e e e e e e e e 53
Concentragio Letal (CL50) em mg/L de carbofuran calculada para

Poecilia reticulata por periodo de observagdo em horas............cccoecceeenie.. 58
Concentragio Efetiva (CE50) em mg/L de dicromato de potassio

calculada para Daphnia magna por periodo de observagio de 24

OTAS ...ttt e et e et e e et eeaaans 63
Concentragio Efetiva (CE50) em mg/L de carbofuran calculada para

Daphnia magna por periodo de observagio de 24 e 48 horas. ....................... 67



v
LISTA DE ABREVIACOES

AgNIC - Agriculture Network Information Center‘

BHC - Benzene hexachloride (CsHgClg)

CAPES - Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CAS - Chemical Abstracts Service

CES5O0 - Concentragdo Efetiva Média

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental

CL50 - Concentragio Letal Média

Cl; - Cloro

CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente

DDT - Dimetil-difenil-tricloroetano

DIN - Deutsches Institut Fiir Normung

DL50 - Dose Letal Média

DNA - Acido Desbxirn’bonucléico

EPA - United States Environmental Protection Agency

EXTOXNET - Extension Toxicology Network

FATMA - Funda¢do do Meio Ambiente do Estado de Santa Catarina
FMC - First Martin Corporation

HPLC - High Performance Liquid Chromatography

IBAMA - Instituto Nacional do Meio Ambiente é dos Rescursos Naturais Renovaveis

IEL - Instituto Euvaldo Lodi



INMETRO ; Instituto Nacional de Metrologia

OHS - (‘)ccupational. Health Services

OMS - Organizagio Mundial da Saude

OPAS - Organizagio Pan-Americana da Saude
PMEP - Pesticide Management Education Program |
s.d. - sem data

USDA - United States Department of Agriculture

USEPA - United States Environmental Protection Agency

Obs.: Todas as unidades de medida apresentadas neste trabalho estdio de acordo com

INMETRO (IEL,1994).



RESUMO

Os carbamatos atualmente sdo de grande importancia no controle de pragas e o seu uso esta

aumentando em relagdo aos pesticidas organofosforados e organoclorados. Sua

permanéncia no solo varia entre duas semanas a trés meses € a taxa de meia-vida para

—

degradagdo na agua varia de alguns dias a varios anos. A microrregido da bacia do Rio
Cubatdo destaca-se por ser importante regido agricola, sendo o Rio Cubatdo o principal
manancial de dgua de abastecimento para a regido da Grande Florian6polis/SC - Brasil. A

utilizagio_de-pesticidas_carbamatos nas lavouras da regido contribui com um possivel risco

o o=

de contaminagio do solo, e da 4gua, os quais foram quartificados através de Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e encontrado um valor maximo de 4,65 pg/L de

carbofuran (grupo dos carbamatos) nas aguas do rior O objetivo dessa dissertagdo de
mestrado foi avaliar o risco do carbofuran, pela sua capacidade inerente em produzir efeitos
deletérios em organismos vivos, através de testes de toxicidade aguda, a partir de ensaios de
laboratério com peixes (Poecilia reticulata) e microcrustaceos (Daphnia magna). /A
sensibilidade dos organismos-teste (peixes e microcrustaceos) foi avaliadé, através da
determinacdo da CL(I)50 e CE(I)50, respectivamente, com K;Cr;O; (substincia de
referéncia)./ Para o teste de toxicidade aguda, com o carbofuran, foram executados testes
preliminares para estabelecer-se o intervalo de concentragdes, a serem utilizadas nos testes
definitivos e avaliar o efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos-teste em 48 horas de
exposig:io./ﬁez peiXes foram submetidos a cinco concentragdes (70 pg/L a 300 ug/L) de
carbofuran nos testes definitivos, sob temperatura e aeragdo constante, monitorando-se os
pardmetros fisico-quimicos: pH, condutividade, oxigénio dissolvido e dureza totay 0]
método utilizado no teste de toxicidade aguda com daphnia consistiu na exposi¢do de dez
individuos jovens de Daphnia magna a seis concentragdes (0,7 ug/L a 1,7 ug/L) do agente
toxico por um periodo de 48 horas, para se determinar a CESO/ Os resultados do nimero de
organismos mortos por periodo de observagio foram avaliados eétatisticamente pela analise
de varidncia ANOVA - fator ﬁnicc/)./ A CL50 e CE50 pelo Trimmed Spearm-Karber Method.
De acordo com a ANOVA os resultados obtidos ndo apresentaram diferengas significativas.
Com a aplicagio do Trimed Sperman-Karber Method, constatou-se que a CL50 para peixes

/
encontrada foi igual a 164,91 ng/L + 40,46 e a CES0 para daphnias 18,76 ug/L + 6,43./
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ABSTRACT

Carbamates are nowadays of great significance to pest control and increasingly used
instead of organo-chlorine and organo-phosphorus pesticides. Carbamate persistence in soil
ranges from two weeks to three months and half-life degradation rates range from days to
several weeks. Cubatdo river basin is an important agricultural area and the river is the main
drinking water supply for the metropolité.n area of Florianopolis, the capital city of the
southern Brazilian state of Santa Catarina. Carbamate pesticides (mainly carbofuran) used in
~ farms of this region contribute to a possible soil and water risk contamination. An analysis
of river water using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) showed a
maximum carbofuran-concentration of 4,65 ug/L. The objective of this master’s theses was
to assess the risk of carbofuran, because its inherent capacity to produce deleterious effects
on living organisms. To reach this goal, acute toxicity tests were carried out by means of
laboratory assay with fish (Poecillia reticulata) and crustacea (Daphnia magna). The
sensibility of test organisms was measured by determining LC(I)50 for fish and EC(I)50 for
crustacea with K,Cr,O; (reference substance). For acute toxicity tests with carbofuran,
preliminary tests were made to determine the concentration range to be used in definitive
tests, and to evaluate the acute effect (lethai effect) at 50% of treated organisms in 48 hours
of exposure time. Ten fish were submitted to five different carbofuran concentrations (70
ug/L to 300 pg/L) in definitive tests, under constant temperature and aeration. The
~ following physical-chemical parameters were monitored: pH, conductivity, dissolved
oxygen and total hardness. To determine EC50, acute toxicity tests were carried out by
exposing ten young Daphnia magna to the toxic agent at different concentrations (0,7 pg/L
to 1,7 ug/L) during 48 hours. The number of dead organisms during the period of
observation were assessed statistically by variance analysis ANOVA - only factor. LC50
and EC50 were assessed by Trimmed Spearm-Karber Method. ANOVA data results
showed no significant differences. With the application of Trimed Sperman-Karber Method,
it was found a LC50 for fish of 164,91 pg/L + 40,46, and a EC50 for daphinia of 18,76

ng/L £ 6.43.



INTRODUCAO

\

Nas regides altamente urbanizadas e industrializadas no decorrer dos ultimos anos
tem ocorrido um aumento significativo da produgio, acamulo e complexidade de efluentes

toxicos industriais gerando problemas sociais, econdmicos e ambientais de grande escala. :

O avango tecnoldgico, o crescimento demogréfico, a industrializagdo e o uso de novos ‘;
elementos, principalmente na agricultura, tém contribuido para a entrada no ambiente, de '
maneira continua, de quantidades crescentes de substincias quimicas, sintéticas e naturais.
cujas interagles e efeitos adversos sobre o ambiente e os seres vivos, em geral, muitcz;'_ 5

st

pouco ou nada se conhece.

Em relagdo aos ecossistemas aquaticos, os problemas de polui¢do ambiental sdo
mais graves devido a diversidade de maneiras pelas quais pode ocorrer. O langamento de
esgotos e aguas residuarias industriais sem tratamento prévio;, o carreamento por aguas
pluviais, de substincias téxicas tais como pesticidas, herbicidas e fertilizantes empregados
na agricultura ou de residuos altamente toxicos dispostos no solo sdo algumas dessas
maneiras. A agua ¢ uma das principais rotas onde os agentes toxicos, como Os
agrotdxicos, sdo transportados de suas areas de aplicagdo para outras partes do ambiente.
Assim os agroidxicos alcangam céfregos, e podem ser amplamente dispersados para

outros corregos, rios, lagos, reservatorios e o mar (Gilliom, 1997).

Os problemas decorrentes dos efeitos toxicos dessas substancias ndo se restringem
apenas ao corpo d'agua recepior, mas podem em ultima analise, afetar a satide humana, se
considerarmos a probabilidade de ocorrerem fendmenos de bioacumulagio e persisténcia
desses poluentes ao longo da cadeia alimentar. O uso multiplo destes recursos hidricos

contaminados também é problematico para consumo humano, recreacional ou industrial.

Nas ultimas décadas a intensificagio do uso de agrotdxicos e as ocorréncias de™

efeitos danosos desses agentes quimicos sobre 0 homem e o ambiente fizeram com que
varios paises, inclusive o Brasil, regulamentassem seu uso € sua produgdo, com o objetivo -
de minimizar as consequéncias sobre os ecossistemas (Sewell,1993). Devido ao grau de

impacto ambiental dessas substincias potencialmente toxicas a0 meio ambiente, varios



métodos de analises quimicas, visando detectar e qﬁantiﬁcan estas substincias foram
desenvolvidas. A simples determinagdo das possiveis substdncias toxicas presentes num
corpo d'dgua ndo permitem a‘valiar seus efeitos, em termos de toxicidade, pois, existe uma
mistura de substincias quimicas que podem épresentar entre si efeito sinergético, |
antagdnico, neutro ou aditivo. Tradicionalmente o controle das substincias era feito
através de analises quimicas e havia uma tendéncia natural em supor que a toxicidade a
organismos aquaticos poderia ser estimada por tais andlises. Um método alternativo e
complementar as tradicionais analises quimicaS empregadas para determinar as mudancgas
ambientais, principalmente, em termos de toxicidade das substincias introduzidas nos
ecossistemas, ¢ a utilizagdo de bioensaios ou testes biologicos, uma vez que os organismos
aquaticos sdo indicadores sensiveis da qualidade da agua, apresentando resposta a niveis
perigosos de quaisquer substincias quimicas ou misturas complexas toxicas (Buikema et/

al., 1982; Parrish, 1985).

Em Santa Catarina, a microrregido da bacia do rio Cubatdo destaca-se por ser uma
importante regido agricola, respondendo pelo suprimento de grande parte da demanda
local de horti-fruti-granjeiros. Nesta regido o rio Cubatéo, cbnstitui-se no principal
manancial de 4gua de abastecimento para a Grande Floriangpolis, abastecendo uma
populagdo com cerca de 500.000 habita_ntes._!A utilizacdo de agrotoxicos nas lavouras da

microrregido constitui em sensivel risco de contaminaggo do solo e dgua.

O pesticida carbofuran foi escolhido por ser uma das substancias mais utilizadas\‘g
como principio ativo dos agrotoxicos utilizados na regido. Os estudos realizados pelo
Departamento de Engenharia Sanitaria ¢ Ambiental da UFSC, detectaram a presenga do
carbofuran no rio Cubatdo através de analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(Gicquel et al., 1998). Ledo (1997), por sua vez, enfocou a mobilidade do carbofuran ao
longo do perfil do solo, constatando pouca afinidade do carbofuran com o tipo de solo da
regido, apresentando deslocamento progressivo dos residuos do produto da camada aravel
para camadas mais profundas, o que resulta num alto potencial de contaminag¢do das aguas

subterraneas.

Dando seqiiéncia a esses trabalhos, este trabalho objetiva avaliar a toxicidade do
agrotoxico carbofuran aos organismos aquaticos, através de bioensaios (testes agudos)

com peixes e microcrustaceos (daphnias) em laboratorio.



Determinar os intervalos de concentragfes para se conhecer a menor concentragao
na qual ocorre a mortalidade de todos os organismos-teste e a maior concentragéo que ndo

causa letalidade aos organismos, apés 48 horas de exposigdo ao agente ativo carbofuran.

Avaliar a Concentragdo Letal Média (CL50) para peixes e Concentragdo Efetiva

(CE50) para microcrustaceos.



VCAPiTULO I

1.1 A problemaitica dos agrotéxicos
1.1.1 Origem e evolucio dos agrotoxicos

O inicio da utilizacdo dos agrotéxicos na agricultura, varia de acordo com a
literatura estudada. A Organizagio Pan-Americana da Saide/Organizagio Mundial da
Saade (OPAS/OMS,1997), considera o inicio a partir da década de 20, ao passo que.
Paschoal (1979) cita que as escrituras dos gregos, romanos € chineses mencionam, ja ha

mais de trés mil anos, o uso de certos produtos quimicos para o controle de insetos.

Em varias épocas da historia as substincias quimicas se adicionaram ao arsenal de
armas fisicas de impacto. A literatura descreve que em 431-404 a.C., gases sufocantes
provenientes da queima de enxofre eram usados em guerras sobre tropas inimigas. “Na
Guerra Civil Americana (1861-1865) o Governo cogitou o uso do cloro (Cl,) contra os
revoltosos, mas a historia dos gases de guerra comecgou de fato na 1* Guerra Mundial
(1914-1918)”, na qual toneladas de armaé quimicas foram utilizadas. O desenvolvimento
de gases de guerra esta intimamente ligado ao desenvolvimento dos inseticidas. Todos os
derivados orgénicos do acido fosforico sdo toxicos € com penetragio cutdnea em maior ou
menor extensio. Em sua formula geral, a apresentagio dos radicais alquil, alcoxil,

pirofosfato ou dimetilamida, resulta em inseticidas (Alcantara et al., 1992).

Paschoal (1979) relata que o uso modemno dos inseticidas data de 1867, quando
um produto chamado “verde-paris”(aceto arsenito de cobre) foi preparado comercialmente
e usado contra um grande niimero de pragas, aparecendo apods esta data, outros produtos 4
base de arsénico, flior, antiménio, bario, boro, cadmio, chumbo, mercurio e oleos
minerais. Mas foi no ano de 1939, por ocasido da Segunda Guerra Mundial, que marcou

uma brusca transicio na metodologia de controle de pragas, com as descobertas das



propriedades inseticidas do DDT (Figura 1.1 a), o primeiro produto organossintético

produzido.

Por volta de 1941 pesquisadores franceses e ingleses descobriram, quase que
simultaneamente, as propriedades inseticidas do BHC ou benzeno hexaclorado, produto
organoclorado resultante da reagdo de adigdo entre cloro e benzeno. Sob agdo da luz solar
varios estéreo isomeros sio gerados mas o gama lindane (Figura 1.1 b) é o mais efetivo
como inceticida. No final da década de 40 os alemd3es introduziram os inseticidas
organofosforados.- Geralmente compostos orgédnicos aromaticos e contém enxofre e
nitrogénio além do fosforo em sua estrutura. O Paration (Figura 1.1 c¢) é um exemplo
bastante efetivo contra pragas tais como a mosca da fruta. Em meados de 1956 a Union
Carbide, dos Estados Unidos, langa um inseticida carbamato (o carbaril) (Figura 1.1 d)
(Paschoal, 1979; Gallo et al., 1988; Swayer et al., 1994). |
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Figura 1.1 Formula estrutural do (a) 1,1,1 - tricloro - 2,2 - di - (p-clorofenil)
etano, DDT (inseticida organoclorado); (b) y- hexacloreto de benzeno (lindane),
BHC (inseticida organoclorado); (c) O,0-Dietil-O-p-nitrofeniltiofosfato (paration),
(inceticida organofosforado); (d) Estrutura molecular geral dos carbamatos (Gallo
et al., 1988, Swayer et al., 1994).



Apbs a guerra, novos organossintéticos foram produzidos; representando o
florescimento de poderosa estrutura industrial de defensivos quimicos em todo mundo
(OPAS/OMS, 1997). No Brasil, Paschoal (1979), fixa o inicio dos organossintéticos em
fins de 1943, com as primeiras amostras de DDT récebidas pelo Instituto de S3o Paulo. De
acordo com OPAS/OMS (1997), os agrotoxicos foram primeiramente utilizados em
programas de satide piblica, no combate de vetores e controle de parasitas, passando a ser

utilizados mais intensivamente na agricultura a partir da década de 60.

Larini (1979), cita que no final da década de 70 era alarmante a quantidade de
formulagdes a base de produtos quimicos de agdo praguicida langados no mercado. De
1.200 diferentes formulagGes registradas, 80% foram utilizadas com finalidade inseticida e,
destes, os produtos organoclorados constituiam cerca de 62%; os organofosforados cerca
de 35% e carbamatos cerca de 3%. Atualmente, o Brasil ¢ um dos maiores consumidores

mundiais, do que resultam inimeros problemas ambientais e de saude..

1.1.2 Definicio e classificacio dos agrotoxicos

1.1.2.1 Definiciio

Existe muita controvérsia na literatura a respeito da terminologia utilizada para os
produtos agricolas. Souza Cruz (1993a), define agrotoxicos como substdncias quimicas
destinadas ao controle de pragas, doengas e ervas daninhas. Para OPAS/OMS (1997), o
termo “agrotoxico” ao invés de “defensivo” agricola passou ‘av ser utilizado, no Brasil, para
denominar venenos agricolas e sio ainda, genericamente 'denominados praguicidas ou

pesticidas.

De acordo com Paschoal (1979), o termo praguicida significa produto que mata
- pragas, aplicando-se a insetos, acaros, carrapatos, moluscos e ratos e, sob essa definigio,
apenas as substincias quimicas capazes de matar pragas sdo consideradas praguicidas,
sendo excluidas as substincias atraentes, repelentes, esterilizantes, etc. Paschoal, afirma

ainda que, o termo pesticida (do inglés pesticide), ¢ totalmente inadequado a nossa lingua,



pois significa “o qué mata peste” e de acordo com os dicionarios da lingua portuguesa
peste é qualquer doenca epidémica grave, de grande mobilidade e mortalidade, com o
~ sentido mais de doenga do que de praga (0 que o torna errdneo para o significado que se
deseja exprimir). Segundo Machado (1995), o termo "defensivo agricola" deixou de ser
usado pois distorcia o conceito dos agrotoxicos, cuja denominagdo fugia a linha da
terminologia internacional (pesticidas) conforme discutido acima e “agrotéxicos” no
sentido geral incluindo todos os produtos quimicos usados nos agroecossistemas para

combater pragas e doengas.

Machado (1995) cita que a Constituicdo Federal foi mais abrangente em ndo
mencionar 0 termo agrotoxico, mas “substincias que comportem risco para a vida, a

qualidade de vida e o0 meio ambiente."

De acordo com o art.2°, I da Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, sdo considerados
agrotoxicos "os produtos e os agentes de processos fisico, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de prbducﬁo, no armazenamento € beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢do das florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja ﬁnalidade_
seja alterar a composigdo da flora ou da fauna , a fim de preserva-las da a¢do danosa de
seres vivos considerados nocivos; substincias e produtos empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento" (Fundaqé;o do Meio Ambiente-

FATMA, 1995).

1.1.2.2 Classificacio

Os agrotoxicos podem ser classificados como: (a) inorgénicos que incluem os
produtos arsenicais, os produtos fluprados e 6leos minerais e (b) orgénicos: inseticidas que
se dividlem em organofosforados, carbamatos (sistémicos e ndo-sistémicos),
organoclorados e piretréides; os fungicidas; herbicidas; raticidas; acaricidas; nematicidas;

molusquicidas e fumegantes. (Paschoal,1979; OPAS/OMS, 1997).



‘ Rollins et al. (1997) cita quatro tipos de inseticidas usados: organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides sintéticos. Os organoclorados: . familia de
inseticidas que contém o DDT (dieldrin e aldrin) sdo raramente usados hbje e muitos
foram banidos devido a sua persisténcia no ambiente e sua tendéncia de biomagnificagio,
ou aumento na concentragdo em animais a medida em que aumenta o nivel na cadeia
alimentar. Os inseticidas organofosforados sdo muito utilizados. Este grupo inclui
disulfaton (Di-Syston®), malation, paration etc. A toxicidade dos organofosforados varia
de baixa (malation) a alta (paration). Os inseticidas carbamatos também sio comumente
usados, incluindo o carbaril (Sevin®), carbofuran (Furadan®) e metomil (Lannate®).
Alguns compostos carbamatos tais como o carbaril nio sdo muito toxicos a vida terrestre
(especificamente passaros), embora outros tais como o carbofuran e metomil sejam
altamente toxicos. Inseticidas piretroides sintéticos geralmente tém baixa toxicidade para
passaros e mamiferos. Entretanto, sdo extremamente tOxicos para peixes € outros

organismos de vida aquatica.

Os pesticidas podem ser aplicados como sprays, grinulos, p6, em tratamento de
grios ou como isca. Os sprays sio aplicados em plantas que estdo em crescimento,

enquanto formulagdes granulares s3o tipicamente aplicadas na época do plantio.

De acordo com as diretrizes de uma Comissdo de Especialistas da Organizag@o
Mundial da Saude (O.M.S.), os agrotoxicos sdo classificados em fungdo do seu poder

téxico, obedecendo as seguintes recomendagdes basicas:

e “A classificagdo deve distinguir, para certo tipo de defensivos, as formulagGes mais ou
menos perigosas, tendo em vista ndo s6 os teores de principios ativos, como também o
seu estado fisico. Geralmente os produtos que se apresentam na forma granulada sdo
menos perigosos que as formulagdes liquidas que contenham a mesma percentagem de

. principio ativo.

e Deve ter como ponto de partida a DL 50 por via oral ou dérmica. Embora a DL50 via
oral ndo seja uma indicagdo inteiramente satisfatoria de toxicidade dos defensivos, sua

determinagdo ainda constitui uma prova classica em toxicologia.

o E ainda necessario transferir um produto para uma outra categoria de classificagdo: se

ele produzir um efeito toxico ou incomum; se seus efeitos sdo irreversiveis; se seu risco



de intoxicagio é maior por via oral ou dérmica; ou ainda se o produto revelar bem mais
perigo para o homem do que as provas praticas em animais nos tenham podido

sugerir.” (Galvdo, s. d.).

Segundo as Normas e Manuais Técnicos II do Ministério da Saude (1982), os
agrotoxicos podem também ser classificados em quatro categori;s, de acordo com perigo
que oferecem. A categoria varia conforme a concentragdo do ingrediente ativo na
formulagdo e com o estado fisico, sélido (S) ou liquido (L). Os critérios para a

classificagdio estdo resumidos na tabela 1.1: '

Tabela 1.1 Critérios para classificagio toxicologica dos agrotoxicos.

DL50 para ratos(mg/kg)
Classificagdo Toxicologica Oral Dérmica
Sélidos Liquidos Sélidos Liquidos
I - Altamente perigosos 5-50 20-200 10-100 40-400
II — Moderadamente perigosos 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
III - Ligeiramente perigosos 500-2000 2000-6000 1000-4000 4000-12000
IV - Praticamente sem perigo | Acimade 2000 | Acimade 6000 | Acimade 4000 | Acima de 12000

Fonte: Normas ¢ Manuais Técnicos (1982). -

De acordo com Larine (1979), as caracteristicas basicas para a avaliagdo de uma
substancia inseticida podem ser resumidas em: a) ser completamente indcuo para o
homem, seja sob o aspecto da intoxicagdo aguda ou cronica, b) ndo apresentar
fitotoxidade; c) agir com rapidez provocando a morte do inseto em qualquer estagio do
seu desenvolvimento e n3o apenas a paralisagio temporaria do seu ciclo evolutivo, ao fim
do qual o inseto reinicia suas atividades adquirindo imunidade; d) possuir agio persistente
ou, no minimo, longa duragdo. Entretanto, esses requisitos dificilmente se encontram
reunidos num s inseticida. Via de regra, essas substdncias agem de forma extremamente
especifica e, em fungdo de suas estruturas quimicas, apresentam variagGes de toxicidade

para o homem, animais, plantas e insetos.
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1.1.3 Legislagio ambiental

Machado (1995) cita que na Constituigio de 1988, a parte global das matérias
ambientais | pode ser legislada em trés planos — federal, estadual e municipal. As
competéncias ambientais sdo repartidas entre a Unido: Ministérios e IBAMA, e os estados
— que no caso de Santa Catarina é de competéncia da FATMA. O CONAMA ¢ o érgdo

consultivo e deliberativo.

"~ A Constitui¢do Federal nio se omitiu no prever a obrigatoriedade para o Poder
Publico no controle dos agrotoxicos. A Lei 7.802/89 e o Decreto 98.816/90 exigem o
registro em 6rgdo federal. O registro do produto agrotoxico é ato privativo dos 6rgdos
federais: Ministério da Agricultura, Ministério da Saide e Ministério do Interior
(IBAMA), destinados a atribuir o direito de produgdo, comercializagdo, exportagio,
importagio e utilizagdo. A Lei 7.802/89 e Decreto 98.816/90 determinam como condi¢des
para o registro de agrotéxicos novos e com inovagdes, a avaliagio comparada da
toxicidade na area da satde e do meio ambiente, na qual devem ser observados os
~ seguintes pardmetros: (a) toxicidade da formulagdo; (b) presenga de problemas
toxicologicos especiais, tais como: neurotoxicidade, fetotoxicidade, agdo hormonal e
comportamental e ag3o reprodutiva; (c) persisténcia no ambiente; (d) bioacumulagéo; (e)

formulaggo; (f) método de aplicagio (Machado, 1995; Pinto, 1996).

A Lei 6.452/84 do Estado de Santa Catarina, dispde sobre o controle de
agrotoxicos, pesticidas e outros biocidas, a nivel estadual. A atividade de armazenamento
dos agrotoxicos esta condicionado a prévio cadastramento dos mesmos na FATMA. Em
territorio estadual s6 sera admitido a distribuicio e comercializagdo dos produtos

agrotdxicos que ja estiverem registrados no 6rgdo federal competente (FATMA, 1995).

A Resolugio CONAMA de N2 20 de 18 de junho de 1986 classifica as aguas em
oito classes . aguas doces (classe especial, I, II, IIT e IV), salinas (classes V e VD) e
salobras (VII e VIII). Para as aguas da Classe Especial, 1, II e III, s@o estabelecidos limites
para substincias potencialmente prejudiciais, nos quais se enquadram os pesticidas

carbamatos.
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No estado de Santa Catarina a Lei 5.793 de 15 de outubro de 1980, dispGe sobre a
prote¢do e melhoria da qualidade ambiental, sendo seus dispositivos regulamentados pelo

Decreto 1.4.250, referentes a protegio e a melhoria da qualidade ambiental.

1.1.4 Generalidades sobre ¢ carbofuran

0 pesticida carbofuran (Figura 1.2) ¢ um N-metilcarbamato heterociclico de amplo
espectro; sistémico’, derivado do 4cido carbimico, conhecido pelo nome quimico de 2,3-
dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metilcarbamato e 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il
metilcarbamato e formula molecular C;,H;sNO; (Miles et al., 1981; Gelmini et al. 1987,
Howard, 1989; Gupta, 1994; Labchuk,1997; Ronday et al., 1997).

Foi registrado primeiramente no Canada em 1969 e vendido pelo nome comercial
de Furadan (Labchuk,1997), sendo também encontrado pelos nomes comerciais: Ladre
70143, Curaterr, D1221, ENT 27164, Yaltox, Furacarb, Niagara 10242, Brifur, Crisfuran,
Chinufur, Curaterr, Pillarfuran, Knenofuran (EXTOXNET, 1993; Drinking Water and

Health, 1997).
CH;
0~ “CH;

Q=0

~NHCH,

o=

Figura 1.2 Férmula Estrutural do Carbofuran (FMC, 1977).

! “Inseticidas Sistémicos” ou “endoteripicos” sdo produtos metabolizados no interior do vegetal,
veiculados com a seiva € sugados pelos insetos. Aplicados nas formas de pulverizagdes ou em mistura do
pd com a semente vegetal.
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O carbofuran pode ser encontrado comercialmente como um inseticida liquido
(“flowable”) e como formulagdes granulares (Talekar et al, 1977, Howard, 1989;
Labchuk, 1997). No seu estado granular apresenta-se solido, cristalino, inodoro, branco,
instavel em meio alcalino e estavel sob condi¢Ges neutras ou acidas. Degrada-se acima de
130 °C. Apresenta peso molecular igual a 221,3; ponto de fusdo 150-153 °C; com registro

| no CAS sob o niimero:1563-66-2. Sua gravidade especifica é 1.180 a 20°C, constante da
Lei de Henry: 3,9 x 10 atm m*/mol, coeficiente de partigdo (log kow) varia de 114 a 232.
A pressdo de vapor apresenta variagdes dependendo do autor pesquisado. Foi encontrado
para mPa 0,031 (20°C) e 6,47 (20-25°C), e em mmHg 83 x 10° (25°C) a 1,1 x 10*
(50°C). A solubilidade em agua (ppm ou mg/L) encontrada foi de 320 - 700 a 20° - 25°C,
respectivamente (EXTOXNET, 1993; Miles et al, 1981; Horward, 1989; FMC, 1977;
Ronday et al., 1997; AgNIC, 1997). A solubilidade em diferentes solventes é apresentada

~na Tabela 1.2. | |

Tabela 1.2 Solubilidade do carbofuran em diferentes solventes.

Solvente Solubilidade (25°C)
Acetona 150 g/kg
Acetonitrila » | 140 g/kg
Benzeno 40 g/kg
Ci;:lohexano 90 g/kg
Dimetilformado 270 g/kg
Dimetilsulfoxido 250 g/kg

Fonte: EXTOXNET,1993.

A meia-vida do carbofuran varia de acordo com o experimento de cada autor, o
meio onde se encontra, o pH, e a temperatura. Em experimentos feitos em solos, variou de
2 a 110 dias; e experimentos realizados em aguas os valores encontrados foram de 1,0; 8,2

e 690 semanas a 25°C, em pH 6,0, 7,0 e 8,0 respectivamente (Howard, 1989; USEPA,
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1989 e USDA, 1990 citados por EXTOXNET,1993; Mabury et al., 1996, AgNIC,1997).
A fonte dominante de emissdo do carbofuran para o ambiente € a aplicagdo do composto
como inseticida, em lavouras de arroz, alfafa, uvas, milho, sorgo, batata, pimenta e outras
colheitas de campo (Talekar et al., 1977, Howard, 1989; Labchuk, 1997). Por sua
mobilidade o carbofuran possui um alto potencial de contaminagio das aguas subterrdneas

(Drinking Water and Health, 1997).

A figura 1.3 apresenta a rota metaboélica do carbofuran. Em solos, o carbofuran é

degradado por hidrélises quimicas e processos microbiol6gicos.

=Conjugade
O-g-N HCH;
0O
I

OH 0
—— i)
o-ﬁ-micn3 O-C-NHCH; ~C-NHCH;

I O n C m

1 1 1
e g
R A

I. 23.dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil N-metilcarbamato (carbofuran)

II - 2,3-dhidro-2,2- dimetil-3-hidroxi-7-benz ofuranil N-m etil carbam ato (*3-hidraxicarbofuran™)
III - 2,3-dihidro-2,2- dim etil-3-keto-7- benzofur anil N-m etilcarbamato (“3-ketocarbofuran™

IV - 2,3-dihidro-2,2- dim etil- 7-benzofurand (“7-fenal™)

V- 2,3-dihidro-2,2- dimetil-3,7-benzofurandiol (“3- hidroxi-7-fendl™)

VI - 2,3-dihydro-2,2- dim etil- 3- ox 0-7-benzofurand (“3-keto-7-fenol”)

Figura 1.3 Rota Metabdlica do Carbofuran (FMC, 1977).
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Estudos tém mostrado que o carbofuran ¢ rapidamente decomposto em solos
alcalinos, quando comparados a solos neutros ou acidos, ja que hidrolises quimicas, em’
solugdes aquosas, ocorrem muito mais rapidamente sob condigdes alcalinas. A
fotodegradagio e microrganismos aquaticos também podem contribuir para a degradagio.
Na degradagdo do carbofuran um segmento especializado da populagdo microbiana
(Pseudomonas spp.) atua predominantemente na maior parte da degrada¢do, mas sua
contribuigdo ¢ insignificante para a degradagdo dos produtos de hidrélise do carbofuran
fenolico. A fotélise direta e a fotoﬁ&aqid (via radicais hidroxil) podem também contribuir
para remog¢io do carbofuran de aguas naturais, aumentando a acidez da agua e a meia-vida
hidrolitica. Sua decomposi¢io térmica inclui 6xidos toxicos de nitrogénio (Horward, 1989,
USEPA, 1991 e OHS, 1991 citados por EXTOXNET,1993; Mabury et al.,1996; Drinking
Water and Health, 1997). Segundo FMC (1977), o carbofuran é metabolizado em duas
rotas principais: hidrélises do ester carbamato a um fenol correspondente, ¢/ou oxidagdo

progressiva do grupo metileno ao anel furanil produzindo alcool e cetona correspondente.

1.2 Aspectos toxicologicos e ambientais dos agentes téxicos

1.2.1 Impactos sobre o meio ambiente

Kendall (1992) cita que o campo da toxicologia de animais selvagens tem crescido
dramaticamente, em resposta a necessidade de métodos de avaliagdo de riscos para os

agroquimicos do ambiente.

No Brasil, ja se sabe que os efeitos colaterais dos praguicidas, em linhas gerais,
causam os mesmos problemas observados em outros paises, devendo, porém, se observar
que a intensidade desses efeitos pode ser muito mais acentuada nas condi¢des de baixa
latitude do que nas condigdes de clima temperado e artico. Nos ecossistemas tropicais a
diversidade de espécies e, consequentemente, as interagdes entre os varios niveis tréficos

das cadeias alimentares é muito maior do que nos ecossistemas de um clima temperado.
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(Paschoal, 1979). Além disso, muitos praguicidas, sofrem alteragdes de sua estrutura
quimica durante o periodo em que permanecem no ambiente, resultando na formagdo de
metaboélitos ou produtos de degradagdo, alguns deles, por vezes, mais toxicos que o

produto original (Larini, 1979).

Os primeiros carbamatos com efeito inseticida eram de toxicidade relativamente
alta para mamiferos e apresentavam eficiéncia seletiva. Em geral, mostravam-se eficazes
principalmente contra determinados insetos daninhos as plzintas, em particular os pulgdes,
mas seu efeito a}caﬁcida era relativamente insignificante. O uso muito comum do
carbofuran na agricultura, tem acarretado a contaminagdo de alimentos, agua, ar e seus
efeitos adversos a saude s3o inevitaveis em humanos, animais domésticos, animais
selvagens e peixes. A contaminagdo dos cursos € dep6sitos naturais de agua pode se dar
pelo vento na ocasido das aplicagdes ou pelo carreamento artificial dos inseticidas,

depositados no solo, pelas aguas pluviais ou de irrigagdo (Larini, 1979).

A alteragdo do equilibrio ecolégico pelos inseticidas pode afetar seriamente a fauna
de invertebrados aquaticos e de peixes. Algumas espécies de peixes, que estdio no fim da
cadeia alimentar estio desaparecendo sob a agdo dos residuos de inseticidas, os quais -

concentram-se progressivamente nos organismos envolvidos na cadeia.

Entretanto prevencdo da alteragdo da qualidade das aguas dos corpos receptores,
bem como a protegdo da vida aquatica, ndo pode ser assegurada apenas pela intengdo do
controle das emisses, devendo ser acompanhada por mecanismos juridico-politico-

administrativos que garantam a efetiva e eficaz implementac¢do de medidas de controle.

Sabe-se que em muitos casos as multas aplicadas as indUstrias sdo insignificantes e,
por isso, preferidas ao invés da aquisi¢do de equipameht_os ahtipoluentes. Além do mais,
pela Medida Provisoria N® 1.710 de 7 de agosto de 1998, os 6rgdos ambientais integrantes
do SISNAMA, responsaveis em manter a qualidade ambiental, ficam autorizados a
permitir que pessoas fisicas ou juridicas responsaveis pelas atividades, éonsidéradas efetiva
ou potencialmente poluidoras capazes de qualquer forma, causar degradagdo ambiental,
possam promover as necessarias corregdes de suas atividades, no prazo de vigéncia
podendo variar de noventa dias a cinco anos, com possibilidade de prorrogagédo por igual

periodo (Diario Oficial, 1998).
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Esse quadro tende a intensificar o problema da poluigdo das aguas, refletindo n3o
apenas na qualidade das mesmas, no que se refere a biota aquatica, mas seus efeitos
também poderdo vir a ser sentidos, quando do uso dos rios como fonte de agua para
irrigagdo de areas cultivadas, pois de acordo com Mucci et al. (1987) "em um rio, a agua,
0s organismos aquaticos e as atividades humanas se entrelagam intimamente, formando um

verdadeiro ecossistema".

1.2.2 Toxicidade e mecanismos de aciio do carbofuran

A Organizagio Mundial da Satde (OMS) estima que ocorram no mundo cerca de
trés milhdes de intoxicagdes agudas por agrotoxicos com 220 mil mortes por ano. Dessas,
cerca de 70% ocorrem em pajsés do chamado Terceiro Mundo. Além da intoxicagio de
trabalhadores que tém contato direto ou indireto com esses produtos, a contaminagio de

alimentos tem levado a grande niimero de intoxicagdes e mortes (OPAS/OMS, 1997).

Os agrotoxicos podem determinar trés tipos de intoxicagdes: aguda, subaguda e
crénica. A intoxicagdo aguda decorre do contato com produtos extrema ou altamente
téxicos, onde os sinais e sintomas clinicos aparecem rapidamente. Pode ocorrer de forma
leve, moderada ou grave, dependendo da quantidade do veneno absorvido, podendo levar
a vitima a morte em curto espago de tempo. Os sinais e sintomas sdo nitidos e objetivos

(OPAS/OMS, 1997).

A intoxicagdo subaguda ocorre por exposi¢do moderada ou pequena a produtos
altamente toxicos ou medianamente téxicos e tem aparecimento mais lento. A toxicidade
cronica, resulta do acimulo progressivo de um produto no organismo, por ag¢ido
prolongada e inadvertida de doses pequenas, sendo irreversivel. As intoxicagdes cronicas,
caracterizam-se pelo surgimento tardio, apos meses ou anos, pela exposi¢io pequena ou
moderada a produtos toxicos ou a multiplos produtos, por sintomas € sinais clinicos ndo
caracteristicos, podendo, ndo raro, levar a falsos diagndsticos e acarretar danos

irreversiveis tais como paralisias e neoplasias. (Giust, 1978; Larini,1979).
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A toxicidade aguda de um produto € expressa pela quantidade necessaria, em
mg/kg de peso corpdreo, para provocar a morte de 50% de um lote de animais submetidos

a experiéncia (Dose Letal Média) (Giust, 1978, Larini, 1979).

Entretanto, de acordo com Larini, 1979 a dose letal média (DLS50) apresenta,
algumas restrigdes, tais como: (a) ndo oferece informagdes sobre a dose que pode ser letal
a uma propor¢do muito pequena de um grande mimero de animais; (b) oferece pouca ou
nenhuma informagdo com relagdo aos efeitos cumulativos de um composto; (c) os valores
de DL50 sdo expressos geralmente em termos de uma unica dose e (d) os valores obtidos
experimentalmente sofrem variagdes de acordo com a espécie de animal utilizada, a

linhagem, a idade, o sexo etc.

De outra maneira os termos “Dose Letal” (DL) e “Concentrag¢do Letal” (CL), tém
sido freqilentemente utilizados. O termo “Dose Letal”, algumas vezes empregada
incorretamente, nio € apropriada para designar uma certa concentragdo em um meio
externo, visto que uma dose, estritamente falando, ¢ uma medida quantitativa
administrada. O termo “Concentragdo Efetiva” (CE) aplica-se somente para concentragoes
e ¢ geralmente usado em conecgdo com outros efeitos além da morte (Polluted Waters,

s.d.).

Os ésteres do 4acido carbamico (carbamatos) sdo, a semelhanca dos inseticidas
fosforados, inibidores da colinesterase, enzima presente nas jungdes neuro-musculares € no
sisfema nervoso. A inibicdo da acetilcolinesterase determina o acimulo de acetilcolina,
resultando em varias conseqiiéncias sobre as transmissdes nervosas, responsaveis pelo
aparecimento de uma sintomatologia grave e polimorfa (Larini, 1979; OPAS/OMS, 1996).
Esta inibigdo, ao contrario daquela causada pelos organofosforados, € reversivel € os
_efeitos do carbofuran ndo sdo cumulativos, ou seja, nio ocorre depressio cronica da
acetilcolinesterase resultante de exposigdes repetitivas ao produto, porém as intoxicagdes
podem ser graves. Os inseticidas inibidores das colinesterases sdo absorvidos pela pele, por
ingestdo ou por inalagdo e sua toxicidade pode ser aumentada por simultdneas exposi¢oes
‘com outros inibidores da acetilcolinesterase (Gupta, 1994, OPAS/OMS, 1996, Souza
Cruz, 1993b).
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O carbofuran e/ou seus maiores metabolitos podem atravessar a barreira
placentaria, causar efeitos teratogénicos e produzir sérios efeitos sobre a unidade
placentaria-feto-maternal (Gupta, 1994). Podem provocar curto circuito no sistema
nervoso de um organismo, causando a cbntragio em seqiiéncia aleatoria dos musculos € a
vitima normalmente morre de parada respiratoria (Labchuk, 1997). A toxicidade dérmica
do carbofuran e suas formulagdes € muito menor que a toxicidade oral. A toxicidade oral
das formulagGes granulares ¢ 10% mais baixa que o material técnico e a toxicidade
dérmica das formulagdo granular € tdo baixa que este ndo pode ser medido (FMC, 1977).

Em geral, o carbofuran apresenta toxicidade mais elevada que seus metabolitos.

As rotas metabolicas do carbofuran em plantas e animais sdo bastantes similares,
sendo que a maior diferenga quaiitativa esta na natureza dos conjugados, onde os
metabdlicos fendlicos ou hidroxilados podem formar glicosidos em plantas, mas
glucuronidos ou sulfatos em animais; O carbofuran é imediatamente absorvido pelas raizes
das plantas e translocado para a folhagem, sendo que a translocagio para os corpos
frutiferos das plantas ocorre mais vagarosamente que a translocagéo para a folhagem e a
absorgdo do carbofuran pela folhagem é incompleta. 'Os maiores metabolitos em plantas
sdo 3-hidr6xicarboﬁ1ran, 3-hidroxi-7-fenol, 3-ketocarbofuran e 3-keto-7-fenol, o 7-fenol
esta geralmente presente em quantidades, comparativamente, muito pequenas. O
metabolito 3-ketocarbofuran é hidroliticamente instavel e nfio foi detectado. O carbofuran
constitui uma maior frag3o do total de residuos em plantas, ao passo que € encontrado em
quantidades tragos em tecidos animais e em excretas, quando alguns metabolismos

sensiveis sio estudados com carbofuran radiomarcados (FMC, 1977, Mabury et al., 1996).

Kearney (1976) em seus estudos constatou que o carbofuran foi metabolizado mais
lentamente em pinheiro que em outras plantas e animais, € novamente produz 3-keto e 3-
hidroxi e produtos de divisio/éstudos projetados para avaliar a interagdo do carbofuran
com herbicidas mostram que a atrazina aumenta a toxicidade deste carbamato para insetos

e que seu metabolismo em cevada foi inibido através de clorobromuron.

A atrazina cuja estrutura quimica ¢ mostrada na Figura 1.4, atualmente ¢ um
herbicida bastante utilizado, de dificil degrada¢do biologica, sendo um contaminante
normalmente detectado em aguas superficiais e sub-supeficiais de regides agricolas

(Swayer et al. 1994).
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Figura 1.4 Foérmula Estrutural da Atrazina (Swayer et al. 1994).

Em experixhentos com tomates, Ling et al.. (1993) citam que tomates cultivados
hidroponicamente irrigados com carbofuran, foram analisados e encontrados residuos
abaixo do nivel maximo estabelecido pela legislagdo local. Foi demonstrado que o
carbofuran depois de ser absorvido pelas plantas foi metabolizado dentro de um periodo de
meia-vida de cerca de 4 dias através de oxidag¢do progressiva para 3-hidroxi-carbofuran e

3-keto-carbofuran.

1.2.3 Riscos e efeitos das intoxicacdes humanas pelo Carbofuran

O carbofuran é classificado como sendo extremamente perigoso para humanos pois
algumas gotas de carbofuran liquido sdo potencialmente letais. Labchuk (1997) cita que
ndo se pode entrar num campo de cultivo durante as 48 horas apds a aplicagdo de 1,1

litros do produto por hectare.

A principal via de absorgdo é a dérmica, sendo esta via moderadamente toxica.
Porém, o carbofuran também pode penetrar no organismo pelas vias digestivas e
respiratorias, sendo altamente toxico por inalagdo. Os riscos de exposigdo sdo
especialmente altos para pessoas com asma, diabete, doenga cardiovascular, obstrugdo
mecanica gastrointestinal ou urogenital. O contato com o carbofuran pode causar a queima
da pele e dos olhos. E rapidamente metabolizado e excretado principalmente pela urina e
aproximadimente 3% pelo leite materno, e ndo se acumulam em tecido mamifero. A

duragido do intervalo entre a exposi¢io e o aparecimento de sinais e sintomas esta
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relacionada com a dose, podendo variar de alguns minutos a uma hora (Giust, 1978; Souza

Cruz, 1993a).

‘A recupera¢do completa de um envenenamento € possivel se a exposi¢do cessa ou
se a exposi¢do ndo € continu7<’ Dessa forma a inibigdo da colinesterase se inverte
rapidamente e a vitima tem tempo para retomar o nivel normal de colinesterase. Em casos
ndo fatais,va enfermidade dura geralmente menos de 24 horas, sendo que em caso de
intoxicagdo moderada, a recuperagido espontinea ocorre entre 1 a 4 horas. Em caso de

morte, esta pode ser o resultado de uma parada respiratoria.

Prolongando a exposi¢do ao carbofuran, este pode causar os mesmos efeitos que
na exposi¢do aguda. De acordo com o EPA, que estabelece o nivel de 40 ppb (parte por
bilhdo ou ug/L) de carbofuran em agua potavel, uma pessoa pode beber dgua que contém
carbofuran abaixo deste nivel diariamente no curso de sua vida sem efeitos a saude
(EXTOXNET, 1993). Confirmando este dado, Drinking Water and Health (1997) cita que
o efeito agudo com carbofuran em criangas acima de 7 anos que consomem 1L de agua

por dia surge com 0,05 mg/L (ou 50 ppb).

A investiga¢do de um acidente pode conduzir ao diagnostico mais rapidamente. O
doseamento do teor de colinesterase sangiiinea, por técnica que evite a reativagdo
espontinea, podera indicar o grau de intoxicagio das pessoas expostas, sendo a Atropina o
antidoto de emergéncia em caso de intoxicagdo (Gelmini et al., 1987; Galvdo , s.d.). Os
efeitos agudos causados pela Ainibig:;io da colinestgrase, podem ser: dor de cabega,
fraqueza, nduseas, tonturas e posteriormente, constrigao das pupilas, tremores, salivagdo e
transpiragdo excessivas, colicas abdominais, diarréia e vomitos (Souza Cruz, 1993a,

Drinking Water and Health 1997; Labchuk, 1997).

Pilinskaia et al. (1984), discute em seu trabalho a atividade citogenética do
inseticida carbofuran: e seus trés principais metabolitos formados em organismos de
mamifero; e no ambiente. Segundb o autor a substdncia inicial e dois produtos
intermediarios de sua biotransformagdo (3-hidroxi e 3-keto-carbofuran) induziram efeitos
clastogénico na cultura de linfocitos hﬁmanos periferal in vitro. Em estudos realizados por

EXTOXNET (1993), o carbofuran ndo apresentou risco de cancer para humanos € nao
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houve nenhuma evidéncia que o carbofuran tenha o potencial para causar cancer de

exposi¢des vitalicias ingerindo agua.

1.2.4 Toxicidade animal

Os inseticidas carbamatos sdo degradados no organismo animal por mecanismos
oxidativos e hidroliticos, sendo os metabolitos eliminados como compostos livres ou
conjugados. Deste modo, a andlise quimico-toxicolégica destes compostos pode ser
efetiva caracterizando-se o produto puro, ndo metabolizado, ou os produtos resultantes da

. biotransformac@o (Larim, 1979).

O carbofuran teve uma das maiores toxidades relatadas para passaros, comparado
aos inseticidas registrados e em uso no Canada. Os péssaros sdo atraidos pelo carbofuran
granular por este se assemelhar a grdos, comendo-os quando expostos na superficie do
solo por confundi-los com alimento. Predadores também sdo intoxicados ao se
alimentarem de passaros pequenos ou mamiferos que alimentam-se com granulos de
carbofuran, podendo ser citado o caso de falcGes vermelhos, no Canada que foram
envenenados depois de se alimentarem de presas em campos tratados com este produto. O
carbofuran é muito toxico a faisGes, galinhas, patos e codorna japonesa. Pode-se reduzir o
perigo para a vida selvagem incorporando completamente as formulagdes granulares a

terra (Palmer et al., 1992; EXTOXNET, 1993; Labchuk, 1997).

Em seus experimentos Osheim et al. (1985) relatam que treze cabegas de gado
hibrido Brahman foram expostos ao carbofuran misturado com arroz, para o controle de
passaros. Trés animais morreram dentro de 20 minutos apds comer os graos
contaminados, e os outros dez, exibiram sinais clinicos associados com toxicidades por
carbamatos. Os 4 animais mais seriamente afetados foram tratados com uma dose
subterapéutica de sulfato de atropina; porém ndo responderam e vieram a falecer. Os 6
restantes se recuperaram. Amostras contendo nimen dos animais que morreram continham
concentrag¢des de carbofuran variando em 2 a 51 mg/kg. Em outros estudos duas espécies
de sapos, expostos dermicamente por absor¢do ventral durante 6 horas com carbofuran,

mostraram que concentragdes de carbofuran eqiiivalendo aproximadamente a 1/20 da taxa
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de aplicag¢do de campo recomendada, causaram a perda dos reflexos em aproximadamente
50% dos animais. A depressdo da colinesterase do cérebro foi analisada usando a técnica

de Ellman modificada (Abstract Book:SETAC, 1996).

De acordo com FMC (1977), os valores encontrados em seus experimentos para
toxicidade oral em ratos expressa como DL50 (mg/kg) e CL50 - 90 dias (mg/L/dia) foram
8-14 e > 80, respectivamente. EXTOXNET (1993) apresenta a DL50 oral'para ratos
encontrada de 5 mg/kg e CL50 85 mg/L. A DL50 para camundongos foi de 2 mg/kg e
para cies de 19 mg/kg. A dérmica para coelhos foi 885 mg/kg. A CL50 (4 horas) por
inalagdo de carbofuran em porcos da guiné foi 43 mg/L e para cachorros CL50 igual a 52
mg/L. Os estudos registraram ainda a diminuigdo expressiva da'sobrevivéncia de filhotes
de ratos quando fémeas gravidas foram alimentadas com doses diarias de 100 ppm de

carbofuran.

Em um estudo subagudo apresentado por FMC (1977), ndo ocorreram mortes em
ratos que se alimentaram de cafboﬁlran. Em sua dieta a niveis tdo altos quanto 1600 ppm
(80 mg/kg/dia) por 90 dias. Um rato, entretanto, durante um periodo de 24 horas pode

" consumir uma quantidade de carbofuran pelo menos de 6 a 10 vezes maior que uma tnica
dose oral DL50. Isto demonstra nitidamente da rapidez com que o carbofuran pode ser
detoxificado por animais. Nestes mesmos estudos, somente uma pequena quantidade de
produtos de hidrolises 7-fenol foi detectado na urina em forma livre, embora conjugados
de 7-fenol fossem encontrados, comparativamente em grandes quantidades (FMC,1977).

A Tabela 1.3 apresenta a toxicidade dos metabolitos do carbofuran, expressa como DL 50
(oral) aguda para ratos (mg/kg).

A mais baixa quantidade de carbofuran que provocou teratogenicidade em dietas
de fémeas de rato ao longo de sua gravidez foi 210 ug/kg, sendo que esta mesma dose
pode ser teratogénico também a rds. Nenhum efeito mutagénico foi detectado em animais
ou bactérias (usando o teste de Ames), mas foram encontradas mudangas genéticas em
algas (EXTOXNET, 1993). De acordo com FMC (1977), o carbofuran e todos os seus
metabolitos sdo relativamente soluveis em agua e relativamente insoliveis em solventes
hidrocarbonetos ndo polar. Por esta razdo, o carbofuran, virtualmente nio tem potencial
para bioacumulagdo ou biomagnificagdo no ambiente. FMC apresenta ainda que trutas,

que foram continuamente expostas a carbofuran radiomarcados a niveis de 0,02 ppm a 0,1
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ppm por 28 dias, permaneceram sadias durante todo o periodo de exposi¢do. O carbofuran
pareceu ser compiétamente convertido em metabolitos soliveis em agua, e quando o peixe
foi transferido para agua limpa, sua radioatividade diminuiu a um limite ndo detectavel

dentro de 14 dias; a eliminagio dos residuos foi rapida e completa.

Tabela 1.3 Toxicidade dos Metabolitos do Carbofuran para ratos.

Quimico (nome comum) DL50 (oral) aguda para ratos (mg/kg)
Carbofuran 8al4
3-hidroxicarbofuran 18
3-ketocarbofuran 69
3-keto-7-fenol 295
3-hidroxi-7-fenol - 1350
7-fenol 2200

Fonte: FMC (1977).

Em seus experimentos Brown et al.. (1975) mostram que o carbofuran nio possui
efeitos deletérios em populagdes de bactérias ambientais estuarinas sob condigdes normais,
também ndo havendo nenhuma evidéncia de bioacumulagdo. Residuos de carbofuran ndo
foram detectados em nenhuma amostragem em zooplancton ou truta, em um ecossistema
de lagoa tratada com o inseticida. Também n3o foram detectados em lagartas, caranguejo
de agua doce ou rds, quando 5 mg do carbofuran carbono-marcado foram aplicados em
ecossistema aquatico de laboratério. Somente baixas quantidades residuais do carbofuran
foram detectados em larvas de mosquitos e peixes (Gambusia) em um modelo de
ecossistema tratado com o inseticida (Horward, 1989). Saxena et al. (1987),
desenvolveram estudos sobre os efeitos de concentragdes do carbofuran em Channa
punctatus, na fase de desova do ciclo de reprodugdo anual. Quando expostos ao
carbofuran, apresentaram uma demora na formagio de espermétides e espermas de 90

dias, em comparagio com 60 dias do peixe controle. A exposi¢do dos peixes durante 120
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dias, resultou na necrose das espermatogdnias e espermatdcitos conduzindo a perda

gradual destes.

Mukhopadhyay et al. (1982), em seus estudos observaram mudangas bioquimicas
na respiracdo do bagre (Mytus vittatus), exposto a um nivel subletal de carbofuran a uma
cbncentraq:io de 0,5 ppm em ambiente aquoso por um periodo de 30 dias. Quando
exposto a uma concentragio de 0,05 ppm durante 60 dias, uma pequena reducio na taxa
de crescimento foi observada, apesar de ndo haver mortalidade ou qualquer sintoma
aparente de toxicidade. A exposi¢do ao carbofuran resultou numa falsa inibigio da
atividade acetilcolinesterase no cérebro do peixe, o qual recuperou-se rapidamente apés o
término do tratamento com o pesticida, e sua transferéncia para agua limpa. A proporg¢io
dos niveis de calcio/fosforo no soro mostrou - significante diminuigdo em grupos
experimentais comparados com o controle. O carbofuran fpi metabolizado a 3-hidroxi-
carbofuran tanto no peixe como em plantas e solos. Estudos anteriores realizados por
Mukhopadhyay et al (1982), indicaram a acumulagéo do carbofuran nos testes em quantias
de rastro apenas; induziu necrose visivel na estrutura testicular com dano morfologico
distinto e desintegragdo das paredes dos tubulos senﬁniferos, que resulta possivelmente em
atividade celular espermatogénica degenerativa. Parrish et al. (1977) trabalharam com
Cyprinodon variegatus, expostos ao pesticida carbofuran em fluxo de 4gua marinha,
determinando a mortalidade de peixes adultos expostos a concentragdes maiores que 49
ug/L. Horward (1989) cita que um lago hidrelétrico foi amostrado entre 1981 e 1983 por
receber carbofuran. O carbofuran no foi detectado nos peixes (limite de detecgdo de 200
ppb ou pg/L), mas um grupo de carpas analisadas continham 310 ppb de um composto
quimico que pode ter sido o carbofuran, isto baseado na observagdo do residuo obtido da

analise do peixe em cromatografia gasosa.

EXTOXNET (1992) apresenta a Dose Letal (96 horas) para peixes igual a 150
pg/L. Palmer et al.. (1992) citam a CL50 (96 horas) para peixes na faixa de 0,1 a 1,0 ug/L,
ao passo que PMEP (1984) apresenta a toxicidade aguda (CL50) na faixa de 94 a 2859
ug/L. Rollings et al. (1997), citam a alta toxicidade do carbofuran e apresentaram a CL-96
horas para peixes na faixa de 100 a 1000 pg/L e Bayer (1998) cita a C1.50-96 horas para
peixes igual a 240 pg/L. Ronday et al. (1997) em ensaios com Daphnia sp., encontraram
uma CESO0 (48 horas) igual a 15 pg/L.
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As discrepancias entre os resultados encontrados para peixes, podem ser devido as
diferentes espécies utilizadas nos testes, bem como as metodologias utilizadas pelos

autores.

1.3 Importincia dos testes de toxicidade

1.3.1 Generalidades

A toxicologia nos programas de controle de poluigdo das aguas utiliza testes de
toxicidade denominados bioensaios, definidos como testes nos quais a quantidade de um
agente toxico ou efeito toxico por ele pfoduzido é determinado pela agdo sobre um
organismo vivo. Os bioensaios sdo conduzidos para avaliar a toxicidade de efluentes ou
outros materiais, determinar taxas toleraveis de descargas de efluentes, estabelecer a
sensibilidade relativa de varias espécies de organismos e identificar efeitos das variaveis
fisicas - quimicas, tais como temperatura € pH, sobre a toxicidade. Podem também ser
usado;% para julgar a conformidade com padrdes da qualidade da 4dgua estabelecidos pelas
autoridades de controle de polui¢do da agua (Golstein et al., 1981, Chomenko, 1988).
Existe uma variedade de testes de toxicidade, ja bem estabelecidos, sendo que alguns se
encontram padronizados a nivel nacional e internacional por associagdes ou organizagdes
de normalizagdo, como: Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), Association
Frangaise de Normalisation (AFNOR), American Society for Testing and Materials
(ASTM), American Water Works Association (AWWA), Deutsches Institut fur Normung
(DIN) e Internation Organization for Standardization (ISO) (CETESB, 1988).

De maneira geral, pode-se utilizar testes para distinguir os efeitos agudos e
cronicos, pela exposigdo a curto prazo a agentes toxicos presentes na agua € a
possibilidade que oferecem de extrapolar os resultados para situagdes reais. O teste de
toxicidade evidencia uma situagdo, mas ndo identifica a causa. A avaliagdo de toxicidade
através da Concentragio Letal Média (CL50) - 24 horas constitui uma primeira tentativa
de alertar para um problema ambiental importante, que é a introdugdo de substincias

toxicas nos corpos d’dgua. Trata-se de um teste destinado a detectar substidncias em
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concentra¢des elevadas o suficiente para causar um eféito letal sobre os organismos.
Ensaios subletais ou cronicos sdo, por sua vez, realizados com a finalidade de estudar o
efeito das varias concentragdes de substdncias toxicas, principalmente sobre a
sobrevivéncia, crescimento € reprodugio dos organismos. Pelo fato de expressarem efeitos
outros que ndo a letalidade, os resultados obtidos em testes a longo prazo permitem
estimar com maior precisio as concentragdes seguras para OS Organismos aquaticos

(Golstein et al., 1981; CETESB, 1987; Chomenko, 1988; Santojanni et al., 1995).

1.3.2 Variaveis fisicas e quimicas em testes de toxicidade

As aguas utilizadas em testes de toxicidade e a manutengdo dos organismos devem
ser adequadas, sendo que qualquer interferéncia pode causar alteragdes nas caracteristicas

fisicas e quimicas da agua, interferindo assim na confiabilidade dos testes.

O oxigénio é 0 gas mais abundante na agua depois do nitrogénio e também o mais
importante, ja que muitos organismos aquaticos ndo poderiamviver sem ele. Quando os
niveis de oxigénio dissolvido (OD) se encontram muito baixos nos tanques de cultivo, os
organismos cultivados podem estressar-se e até mesmo morrer. A concentragio do
oxigénio expressa-se tanto em partes por mithdo (ppm ou mg/L), como em percentagem

de saturagdo (Arana, 1997).

O pH ¢ um paridmetro muito especial nos ambientes aquaticos, podendo ser a
causa de muitos fenémenos quimicos e biologicos. Possui um profundo efeito sobre o
metabolismo e processos fisiologicos de todos os organismos aquaticos. Tem-se relatado
que os valores de pH 4 e pH 11 sdo condigdes letais. As aguas que compreendem a faixa
de 6,52 9,0 550 as mais adequadas para a produgdo de peixes. Ja valores inferiores a 6,5
diminuem os processos produtivos. O pH possui uma estreita interdependéncia com as
comunidades vegetais, animais e 0 meio aquatico. Isto porque as comunidades aquaticas
interferem no pH, assim como o pH interfere de diferentes maneiras no metabolismo

destas comunidades. A respeito das comunidades, o pH atua diretamente nos processos de
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permeabilidade da membrana celular dos organismos integrantes, interferindo, entdo, no

transporte inico intra e extracelular, bem como entre organismos e o meio (Arana, 1997).

O termo dureza é freqiientemente utilizado para caracterizar a qualidade de um
determinado tipo de agua. A dureza da agua é determinada pelo conteido de sais de célcio
e magnésio, estreitamente ligados com ions carbonato (COs?) e bicarbonato (HCOj3)
(dureza temporal), € com ions sulfato, cloretos e outros anions de acidez mineral (dureza
permanente). Desempenha um papel importantissimo sobre organismos aquaticos e 0s
demais pardmetros quimicos, sobre o crescimento e muneralizagdo do exoesqueleto de

organismos juvenis. (Standard Methods, 1995; Arana, 1997).

A temperatura é um parametro fisico comumente observado devido & facilidade
com que pode ser registrado. E um dos principais limitantes numa grande variedade de
processos bioldgicos, desde a velocidade de simples reagdes quimicas até a distribuigio
_ecoldgica de uma espécie animal. Peixes e microcrustaceos sdo animais pecilotérmicos, € a
temperatura de seu sangue ndo esta internamente regulada. Em vista disto, a temperatura
ambiente tem um profundo efeito sobre o crescimento, a taxa de alimentagdo e o
metabolismo destes animais. Os animais pecilotérmicos encontram-se subordinados ao seu
meio ambiente, ja que sua atividade e sobrevivéncia estio permanentemente sujeitas a
temperatura prevalecente. A temperatura de um peixe estd sempre proxima mas nunca
abaixo da temperatura da agua, pois apresenta perda de calor por evaporagio. Por outro
lado, geralmente, ¢ impossivel excedé-la, a ndo ser por pequenos intervalos de tempo,
devido ao fato de que a circulagio sangiiinea nas branquias constitui uma forma altamente
eficaz de equilibrio térmico entre o sangue e a é4gua circundante. Os invertebrados
aquaticos e os peixes apresentam uma zona restrita de tolerncia térmica (a nivel de
espécie) e temperaturas letais caracteristicas, que podem ser variadas por meio de
aclimatagdo experimental ou pela adaptagdo a longo prazo a "habitats" com diferentes
limites térmicos. Os peixes de dguas de climas tropicais possuem uma faixa de tolerancia
que vai de 25 a 35°C. Os efeitos biolégicos das variagdes de temperatura sio complexos:
por se encontrarem em dependéncia com outras numerosas variaveis. A magnitude destas
variagdes afeta, desde pouco até muito, a reprodugio, o crescimento e a sobrevivéncia

(Arana, 1997).
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A conduﬁvidade, em laboratorio € usada para estabelecer o grau de mineralizagio
e o efeito da concentragio de ions em equilibrio quimico, efeito fisiolégico em plantas ou
animais, taxas de corrosdo etc. A condutividade de uma solugio aquosa, a uma
determinada temperatura, é a medida da sua habilidade em transmitir corrente elétrica. A
dgua possui um potencial de ionizagio baixo e portanto pequenas quantidades de solugdes
nela dissolvidas, como acidos inorginicos, bases e sais, provocam um incremento na sua
condutividade. Por outro lado, solugBes pouco ionizéveis como aquelas formadas por
compostos organicos, ditas mas condutoras, apresentam baixa condutividade (Standard

Methods, 1995).

1.3.3 Organismos utilizados em testes de toxicidade

Para os testes de toxicidade em organismos aquaticos recomenda-se utilizar,
sempre que possivel, pelo menos trés espécies de organismos aquaiticos (algas,
microcrusticeos e peixes) representativos dos diferentes niveis. troficos (CETESB, 1988).
Estes testes vém sendo utilizados com grande freqiiéncia no controle da poluigdo
ambiental, mostrando alta sensibilidade e reprodutividade quando utilizados elementos
bioldgicos adequados (Matias et al., 1992). Os seres mais freqientemente utilizados nos
bioensaios, em geral, dentre os animais, sdo 0s peixes cujos sintomas de intoxicagdo e

sofrimento sdo de muito facil observagdo (Lima, 1985).

1.3.3.1 Peixes

“Os peixes constituem um barémetro muito util do estado real de pureza de um
corpo d’dgua. Nenhuma massa pode ser considerada em condigdes satisfatorias, se nela
ndo viverem e proli'ferarem peixes” (Mucci et al., 1987). O peixe da espécie Poecilia
reticulata, conhecido pelos nomes comuns: gupi fantasia, peixe de milhdes, barrigudinho,

sarapintado, bandeirinha ou lebiste, é originado na América Central, e encontrado em
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Trinidad, Venezuela, Brasil, Guianas, Ilhas Barbados, América do Norte e Caribe
(Dugatkin, 1996; Club-Fish-Livebearers, s.d.; Dr. Pez, 1997). Pertencente a Superclasse:
peixes; Classe: Osteichthyes; Ordem: Microcyprini; Familia: Poeciliidae; Género: Poecilia
-Bloch y Schneider, 1801 e Espécie: reticulata Peters, 1859. Existem numerosas formas
selvagens e domésticas, sio pequenos e ativos, vivendo em constante movimento,
robustos, vivem em grupos muito dispersos, possuem compatibilidade muito simples, sdo
calmos, amigaveis e convivem facilmente com outros peixes viviparos. Sdo peixes de agua
doce que toleram muitas condi¢Ges de dgua, gostam de aguas correntes ou quietas. As
condicées da agua devem variar em pH 6.8 a 7.2 e a temperatura da 4gua de 20 2 24 °C. O
tanque de cultivo deve ser preparado com bastante vegetagdo, como plantas flutuantes e

outras plantas (Dugatkin, 1996; Club-Fish-Livebearers, s. d.; Dr. Pez, 1997).

A boa qualidade de agua é recompensada com alta fertilidade, sua reprodugio é
ovovivipara, e sdo tdo prolificos que um par pode preencher um aquério em pouco tempo
com sua descendéncia. Esta espécie tem um grande nimero de variedades, no continente e
nas ilhas. O gupi ao natural n3o € tdo grande e colorido quanto os cultivados em
laboratério, quando criados desenvolvem uma multiddes de cores de barbatanas

(Dugatkin, 1996; Aquaria Central, 1997, Goémez, 1998).

As diferengas sexuais s30 muito aparentes; possuem diferenga na cor e no tamanho.
Os machos medem uns 3 centimetros de comprimento e a fémea uns 6, possuem boca
obliqua, pedinculo caudal alto e comprido lateralmente. Os machos das formas originais
sdo pintados, com manchas negras dispostas irregulanhente entre as laterais mostrando
suas irrijagdes roxas, azuladas e verdes; as fémeas geralmente sdo de cores opacas, pardas
ou amarelas. A taxa de macho/fémeas é¢ de 1 para 3 e a expectativa de vida ¢ de
aproximadamente de 2 a 3 anos e a maturidade € em tomo de 6 meses. As fémeas
adquirem ao chegar a maturidade uma mancha denominada mancha de gravidez que € uma
area escura atras da barbatana anél, posterior a barriga. A aleta anal (nadadeira caudal) do
macho se transforma em um 6rgdo copulador (gonopédio) e a nadadeira anal da fémea ¢
normal. O esperma é preservado no oviduto da fémea (Dugatkin, 1996; Club-Fish-
Livebearers, s.d.; Dr. Pez, 1997, Aquaria Central, 1997; Aquarios — Descri¢do dos peixes,
s.d.; Gomez, 1998). O melhor é manter as fémeas longe dos machos quando atingirem a

maturidade sexual, para se evitar cruzamentos n3o desejados. A gestagdo dura em media 1’
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més, podendo durar mais tempo dependendo do tempo do ano, saide da fémea e
condi¢des no tanque. As fémeas produzem cerca de 2 a 100 fithotes a cada 4 ou 5 semanas
e ndo existe nenhum cuidado parental. Os jovens sdo freqiientemente devorados pelos pais
e esforcam-se para sobreviver entre a vegetagdo. O tanque deve conter plantas flutuantes
para que os recém - nascidos possam se esconder, pois até mesmo a mde 0Os comera.
Perturbando uma fémea gravida podé resultar em nascimentos prematuros € a taxa de
desenvolvimento depende da quantidade de alimento e espago disponivel (Laurel Lake,
1996; Carta online, 1998; Moore, s.d.; Aquaria Central, 1997, Aquarios — Descri¢do dos
peixes, s.d.; Gomez, 1998). Se alimentam de flocos para peixes e comidas vivas pequenas;
sdo estimados para controle de mosquitos € como comida viva para outros peixes

(Dugatkin, 1996; Aquaria Central, 1997).

1.3.3.2 Microcrustiaceos (daphnias)

“QOs microcrustdceos, de uma forma geral, desempenham um papel importante na
cadeia alimentar, pois alimentam-se de algas e servem.de alimento para consumidores
secunddrios, como peixes e outros vertebrados. Assim mudangas na populagdo e no
comportamento destes organismos. podem interferir nos outros niveis trdficos do

ecossistema aqudtico” (Araujo et al.., s. d.).

O género Daphnia, também conhecida como “pulga d’4gua” é um microcrustaceo
facilmente encdntrado em lagos e represas de aguas continentais. S3o facilmente cultivadas
em laboratério, possibilitando assim a obtengdo de populagGes homogéneas, com
sensibilidade bastante para uso em teste de toxicidade (Zagatto, 1988; Araujo et al., s.d.).
As daphnias medem aproximadameﬁte de 0,5 a 5,0 nm de comprimento e possuem uma
carapaga transparente bivalve, exceto a cabega e antenas (Figura 1.5). A alimentag@o ¢
basicamente de algas, bactérias, protozoarios e detritos organicos, os quais sdo capturados
por processo de filtragdo efetuado pelas suas patas toraxicas, que agem como peneiras
para selecionar matérias presentes na agua. O alimento ¢é transferido para a boca onde ¢
triturado pela mandibula e levado ao intestino, para digestdo, sendo que o tempo de

retengio do alimento no organismo € de %2 a 3 horas. Uma Daphnia magna Straus, 1820,
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é capaz de filtrar cerca de 85 ml de agua em 24 horas e uma duzia dessa espécie filtra
aproximadamente 1 litro de agua por dia. Seu sistema enzimatico é complexo, permitindo,
portanto, a assimilagdo e a digestdo da matéria organica sob diferentes formas (Buikema et

al., 1977, Zagatto, 1988; Araujo et al., s.d.).
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Figum 1.5 Anatomia de uma Daphnia sp;(Araﬁjo etal, s.d.).

Sua reprodugio em condi¢gSes normais ocorre por partenogénese, isto &,

assexuadamente, onde fémeas produzem células dipldides que originam fémeas com o
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mesmo genotipo, resultando, portanto, numa populagio de daphnias composta

inteiramente por fémeas (Figura 1.6).

V4 7
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2’ jOovos nac:iz

«+ G ¥ des(N)

(P) Partenogeénese (condi¢Ses Gtimas).

(*) Efipio.

(G) Gametogénese (condigdes desfavoraveis).

Figura 1.6 Ciclo de reprodugao da Daphnia sp.(Araijjoet al., s. d.).

Os ovos sdo incubados na camara embrionaria, apos 3 a 4 dias da-se o nascimento

e apos 5 a 9 dias se tornam adultas. Porém, quando as condi¢Ges se tornam desfavoraveis,

como superpopulacio, falta de alimento, mudangas de temperatura etc., surgem machos e

fémeas com o6vulos constituidos de células haploides. Com a presenga de machos, a

reprodugdo passa a ser sexuada, esses 6vulos sdo fecundados, e posteriormente recobertos

com uma carapaga quitinosa escura, denominada “efipio” (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Daphnia sp. com efipio (Araujo et al., s. d.).

Esses efipios sdio liberados para o ambiente e sdo altamente resistentes as
condigdes ambientais adversas. Quando essas condigSes tornam-se favoraveis, os efipios
eclodem dando origem a novas fémeas, reiniciando um novo ciclo partenogénico. Culturas
com dois ou mais efipios devem ser descartadas (Buikema et al 1977, Zagatto, 1988,
Afaﬁjo etal,s.d.). '
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CAPITULO II

2 MATERIAIS E METODOS

A toxicidade do carbofuran foi avaliada no Laboratério de Toxicologia Ambiental
do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC, através de testes de
toxicidade aguda, pelo método de ensaio com peixes (Poecilia reticulata Peters, 1859) e
microcrustaceos (Daphnia magna Straus, 1820), utilizando as metodologias prescritas
pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental - CETESB (Brasil) (1986,
1987) e DIN Deutsches Institut Fiir Normung (Alemanha) (1989), com adaptagSes para as

condi¢es locais.

2.1 Teste de toxicidade aguda com peixes

2.1.1 Captura e adaptacio dos organismos para testes de toxicidade

Para os ensaios de toxicidade foram utilizados lotes de peixes coletados no lago do
Centro de Convivéncia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (Figura 2.1).
Esta espécie de peixe (Figura 2.2) foi escolhida por ser representativa da regido estudada,
além de usualmente recomendada para ensaios de toxicidade CETESB (1987). O lago ndo
apresénta compostos toxicos que possam alterar o metabolismo dos reativos biologicos

que ali vivem.



35

local da captura dos peixes

ia,

enc

1 Lago do Centro de Conviwvi

2

igura

F

(M) Macho.

2

lia reticulata. (F) Fémea

Figura 2.2 Poeci

os quais

2>

fetuada com redes de nylon de malha de 1/4"

A captura dos peixes foi

, para o

lago

oprio

alado na

r

do pr

r

agua

endo
to (R1)

amian

1co cont

asti

2

os em um balde pl

d

Um reservat

1C10na

foram acond

xterna do

area €

I3

inst

>

imento

de ¢

orio

transporte



36

Laboratério de Experimentagdo em Engenharia Ambiental - LEEA, do Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC, foi utilizado para reprodugdo e na primeira

fase de adaptagdo (Figura 2.3).

Figura 2.3 Reservatorio (R1), com capacidade para 250 L.

A agua do recipiente de transporte (balde) foi substituida gradativamente pela agua
contida no reservatério, durante um periodo de 24 horas, apoés o que, os peixes foram
introduzidos no reservatoério (R1). Preparou-se o reservatério (R1), capacidade para 250 L
(Figura 2.3), adicionando-se agua tratada da CASAN - Companhia Catarinense de Agua e
Saneamento, até 2/3 do volume. Esta ficou sujeita as condigdes ambientais para
descloragdo por um periodo de 15 dias, durante o qual ocorreu a substitui¢do de uma parte
desta agua pela agua da chuva. Apoés este periodo, foram introduzidos aguapés e realizada
a povoag@o com peixes. Os cuidados para manutengdo das condigdes estabelecidas neste
sistema foram realizados semanalmente, por meio de retirada do excesso de agua, remogao

de corpos estranhos e aguapés mortos.

Na alimentagdo dos organismos, realizada diariamente, utilizou-se flocos para
peixes e larvas de insetos do ambiente. Apos 15 dias de adaptagdo retirou-se o primeiro

lote de peixes, o qual foi transferido para o Laboratério de Toxicologia Ambiental. Este
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lote foi introduzido em um recipiente de vidro (R2) com capacidade para 60 L. Antes
porém, durante 24 horas, a agua do recipiente de transporte, contendo os peixes, foi sendo

substituida aos poucos pela agua contida no R2 (Figura 2.4).

Figura 2.4 Reservatorio R2 com capacidade para 60 L.

O recipiente R2 continha agua da CASAN aerada por aerador de aquarios, durante
48 horas, no minimo, para descloragdo e em seguida tratada com antifungos e bactericidas.
Foi controlado e mantido a uma temperatura na faixa de 23 = 1°C, pH em 7.4 = 2, sendo a
limpeza realizada diariamente. Os peixes permaneceram neste ambiente, sob aeragdo
constante, durante uma semana, sendo a seguir transferidos para um terceiro recipiente de

adaptacgdo (RA) (Figura 2.5) contendo agua de diluigdo (Apéndice A).

O recipiente RA de 30 L foi montado contendo agua da CASAN e agua de
dilui¢do, na proporgédo de 1 para 2, respectivamente; filtro e aerador para aquario. Sendo a
agua da CASAN previamente aerada para descloragdo e tratada com antifungos e
bactericidas;, com controle diario de temperatura e pH. Os peixes foram colocados em

adaptagdo neste aquario por um periodo aproximadamente de 3-4 dias, sendo depois
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transferidos diretamente para um quarto recipiente de adaptagdo (RB) (Figura 2.5) com
capacidade para 30 L, contendo 100% de agua de dilui¢do, montado com aerador e filtro
para aquario. Os peixes foram mantidos em aclimatagdo neste recipiente, por no minimo
48 horas antes de iniciados os testes. Os organismos adaptados mostraram sinais vitais

(mobilidade, alimentagdo, coloragdo etc) positivos, credenciando-os para os bioensaios.

Figura 2.5 Recipientes RA e RB.

Antes de iniciados os testes, foram retiradas amostras dos lotes para que os peixes
pudessem ser pesados e medidos, tomando-se o cuidado de conhecer o seu peso médio
para que a massa total dos organismos ndo ultrapassasse 1,0 g/l de solugdo-teste, de
acordo com as recomendagdes da CETESB (1987). Apds o término dos ensaios, os peixes
utilizados nos testes também foram pesados e medidos para confirmag¢@o da massa/volume
utilizada.

A Figura 2.6, apresenta esquematicamente o periodo total de transferéncia e

aclimatagdo dos peixes dos reservatorios.
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Figura 2.6 Fluxograma do procedimento de transporte e adaptagdo dos organismos.

2.1.2 Desenvolvimento do método

O teste de toxicidade aguda - sistema estatico, consistiu na exposi¢do dos
organismos a varias concentragdes do carbofuran em duas etapas. A primeira consistiu no
teste preliminar, que permitiu estabelecer o intervalo de concentragdes utilizado no teste
definitivo; e a segunda, teste definitivo, que determinou a Concentragdo Letal Média -

CL50; por um periodo de 48h (CETESB, 1987).

A alimentagdo dos organismos-teste (Poecilia reticulata), foi interrompida 24
horas antes do inicio dos ensaios e aqueles com mal-formagdes ou doentes foram

descartados.
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2.1.3 Sensibilidade dos organismos-teste

Antes de iniciados os testes, foram feitas avaliagdes da sensibilidade dos lotes dos
peixes coletados, através da determinagdo da Concentragdo Letal Inicial Média - CL(I)50;
24 h, nas condi¢des prescritas pela Norma da CETESB (1987), com o dicromato de

potassio (K>Cr,0), como substancia de referéncia.

Os testes foram feitos em aquarios com capacidade para 2000 mL (Figura 2.7),

mantidos em banho-maria para controle de temperatura.

Figura 2.7 Teste de sensibilidade dos organismos com dicromato de potassio.

Este teste constou de 8 ensaios com 5 diluigdes (56; 110; 320; 480; 800 mg/L)
diferentes da substancia de referéncia dicromato de potassio (K,Cr,O5) além do controle
com agua de diluigdo por ensaio. Foram controlados os parametros: condutividade
(uS/cm), temperatura (°C), pH e Oxigénio Dissolvido (O.D.) em mg/L. Em cada dilui¢do
foram utilizados 5 peixes conforme recomendado pela CETESB, os quais ficaram sob
observa¢do no periodo de 3h, 6h e 24h da duragdo do teste, no qual foi anotado o
comportamento anormal e retirados os peixes mortos através de sifonamento com tubo de

vidro.
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2.1.4 Preparo da solucio-teste

Para o preparo da solugdo teste utilizou-se o produto comercial Furadan® granular
da HOKKO do Brasil, no qual, analisou-se o percentual do agente ativo em cromatégrafo
de fase liquida de alta eficiéncia - HPLC da Hawllet Paqckard® -HP, modelo 1050
presente, associado a um detector fluorescente, equipado com coluna analitica C18 de 15

cm . A fase movel foi composta de 18% de metanol/ 82% de agua ultra-pura.

Para estas analises foram utilizadas amostras de Furadan preparadas em

concentragdes de 50 mg/L, 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L.

Na analise por cromatografia liquida foi empregada primeiramente uma amostra
pura de carbofuran como padrio, identificando o tempo de retengdo deste composto na
coluna e as respectivas areas referentes as diferentes concentragdes injetadas. As
concentragdes de carbofuran presentes nas amostras preparadas com Furadan foram
obtidas via softwear instalado no computador o qual recebeu as informagdes do
cromatégrafo, imediatamente apés a detecgdo do composto. Este programa calcula as
interagGes das areas de pico referente ao composto, identificado por comparagdo com as

analises do padrdo

2.1.5 Teste Preliminar

A solugdo-mie de carbofuran foi preparada com agua de diluigdo, utilizando-se
baldes de vidro de 2000 mL. O carbofuran granular foi pesado em balanga de precisdo
Libor AEG - 120 G - Shimadzu, e dissolvido em 0,5 mL de alcool etilico (grau pesticida).

O teste preliminar constou de seis ensaios, sendo que no primeiro teste foram
utilizadas as concentragdes de 28 e 550 pug/L e nos outros cinco testes as concentragdes
variaram de 110 a 510 pg/L. As solu¢des-teste foram preparadas a partir da solugdo mae
do agente carbofuran, em balGes de vidro de 1000 mL e colocadas nos aquarios-teste (com

capacidade para 2000 mL), tendo sido também utilizado um aquario-teste contendo
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somente agua de dilui¢do (controle). Os aquarios foram mantidos durante os testes em
banho-maria a temperatura de 23 = 1°C, com aerag¢do constante por um periodo de 48

horas.

Foram colocados dez peixes em cada aquario contendo a solugdo-teste e também
no controle, sendo que a massa total dos organismos néo ultrapassou a 1.0 grama por litro
de solugdo-teste. Os registros de temperatura, pH, condutividade e dureza total foram
efetuadas no inicio do ensaio. Os peixes foram observados no periodo de 3h, 6h, 24h e 48,
no qual foi anotado o numero de mortos e o comportamento anormal. Os peixes mortos

foram retirados por sifonamento com tubo de vidro.

2.1.6 Teste Definitivo

Baseado nos testes preliminares, foram selecionadas cinco concentragdes para
serem utilizadas nos testes definitivos. A sele¢do destas concentragdes, orientada pelo
intervalo de concentragdes, definido no teste prelin}inar,. foi delimitado pela menor
concentragio na qual se observou mortalidade de 100% dos organismos e pela

concentra¢do mais elevada na qual ndo se observou mortalidade dos organismos.

As solugdes-teste e os aquarios teste foram preparadas conforme descrito no item
2.1.5. Foram colocados dez peixes em cada solugdo-teste, tendo sido estes dispostos aos
poucos e ao acaso, para que todos os aquarios teste tivessem recebido igual porcentagem
de organismos antes que a proxima etapa de colocagdo fosse iniciada, até que o nimero
total de individuos por recipiente fosse completado. Houve o cuidado de ndo se exceder a

relagdo 1.0 grama por litro na massa total dos organismos (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Teste de toxicidade aguda com pesticida carbofuran.

Mediu-se e registrou-se o pH, condutividade e temperatura a cada 24 horas, em
todas as concentragdes. A letalidade e o comportamento anormal dos organismos foram
observados e anotados ap6s 3 h, 6h, 24h e 48 horas de iniciado o teste. Os peixes mortos

foram retirados por sifonamento com tubo de vidro, pesados e medidos.

Os calculos da toxicidade para se obter a CL50 foram efetuados utilizando-se o
"Trimmed Spearman-Karber Method for Estimating Median Lethal Concentrations in
Toxicity Bioassays" (Hamilton et al., 1978), a partir do nimero de organismos mortos em

cada concentragio apos os periodos de observagdo de 3h, 6h, 24h e 48 horas .

Os testes preliminares e definitivos foram realizados com dez peixes em cada
aquario para ndo haver necessidade de repeti¢io e também para obter-se resultados

estatisticos mais significativos.

2.2 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Foi utilizado o organismo-teste Daphnia magna Straus, 1820 (Crustacea,
Phyllopoda) (Figura 2.9), gentilmente cedido pelo Laboratério de Ecotoxicologia da
Fundagdo do Meio Ambiente de Santa Catarina -FATMA.
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Figura 2.9 Daphnia magna. (Fotomicrografia realizada no LIMA)

2.2.1 Cultivo dos organismos

Os organismos foram cultivados com agua de cultivo, em recipientes de vidro com
capacidade para 1000 mL (Figura 2.10) e alimentados diariamente com cultura de algas
verdes Scenedesmus subspicatus (Apéndice A). Manteve-se a temperatura em 20 =2 °C, a

luminosidade em torno de 2000 lux, o fotoperiodo de 16 horas de luz (DIN,1989).

Figura 2.10 Recipientes para cultivo de Daphnia magna.
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Realizou-se a manutengdo dos organismos por meio de transferéncia através de
sifonamento com tubos de vidro, em dias alternados, para um meio de cultivo novo.
Removeu-se diariamente o depdsito de algas, organismos mortos e carapagas, formados
nos recipientes de cultura. Tomou-se o cuidado de separar os organismos jovens dos
adultos, descartando-os, abrindo um novo lote ou utilizando-os para teste. A cultura foi

descartada sempre que havia a ocorréncia de mais de dois efipios (Figura 2.11).

Figura 2.11 Efipio.

2.2.2 Desenvolvimento do método

Individuos jovens de Daphnia magna foram expostos a diferentes concentragdes
do agente-toxico carbofuran por um periodo de 24-48 horas, para observagdo do efeito
agudo através da imobilidade de 50% dos organismos expostos. Expressou-se os

resultados utilizando a Concentragdo Efetiva Média - CE 50 ; 24 - 48 horas.

O método foi executado em duas etapas. A primeira etapa, consistiu num teste
preliminar para estabelecer o intervalo das concentragdes a serem utilizadas no teste

definitivo, e a segunda, teste definitivo para determinar a CE50.



46

2.2.3 Teste de sensibilidade dos organismos

Os testes de sensibilidade para se avaliar os lotes de Daphnia magna foram
realizados, com uma repeticdo, em 10 ensaios diferentes com 6 diferentes concentra¢des
(0,70 mg/L, 0,90 mg/L, 1,10 mg/L, 1,30 mg/L, 1,50 mg/L e 1,70 mg/L) por ensaio, da
substancia de referéncia dicromato de potassio (K,Cr,0O), além do controle com agua de
dilui¢io (Apéndice A). As solugdes com dicromato foram realizadas a partir da solugdo
mie, em baldes de 50 mL, com agua de dilui¢do e distribuidas em 2 beckers de 25 mL
cada uma, identificados como teste e repetigdo para facilitar a observag@o e contagem dos
organismos imoveis. Efetuou-se o teste com 5 organismos jovens (6 a 24 horas de idade)
em cada recipiente, por um periodo de 24 horas, e o resultado do numero de organismos
moveis e imoveis foi anotado no final. A solugdo-mde de dicromato de potassio foi

preparada em baldo volumétrico, com capacidade para 500 mL, com agua de diluiggo.

2.2.4 Preparo das Solucdes do Agente Téxico Carbofuran

A solugdo-mée do agente carbofuran foi preparada com agua de dilui¢do em baldo
volumétrico de 250 mL. O carbofuran granular foi pesado em balanga de precisdo Libor
AEG-120G Shimadzu, e dissolvido com 0.05 mL de alcool etilico (grau pesticida). As
solugdes ensaio do carbofuran foram realizadas a partir da solugdo-mae, em baldes de 50

mL, com agua de diluiggo.

2.2.5 Testes

Os testes preliminar e definitivos foram realizados em dois beckers de 25 mL para
cada dilui¢do. Além do controle com agua de diluigdo, foram utilizados controles com o
solvente alcool etilico em agua de diluigdo nas mesmas proporgdes utilizadas nas

concentragdes . No inicio dos testes foram medidas as variaveis pH e oxigénio dissolvido
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em cada becker, nos quais foram introduzidas 5 daphnias jovens, separadas por peneiras.
O ensaio foi mantido em ambiente escuro, coberto com papel pardo, a uma temperatura de

20 + 1°C, ndo alimentando-se os organismos durante os testes (Figura 2.12).

Figura 2.12 Teste de toxicidade com Daphnia magna.

O teste preliminar foi realizado com uma série de cinco concentragdes (4,69; 9,37,
18,75; 37,50; 75,00 ug/L) do agente carbofuran e mais os controles. Os resultados obtidos
neste teste determinaram as concentragdes onde ocorram 0% e 100% de imobilidade. A
partir desses valores extremos foi possivel determinar a faixa de concentragdes (0,7 pg/L,
0,9 ug/L, 1,1 ug/L, 1,3 ug/L, 1,5 pg/L e 1,7 ug/L) utilizadas no teste definitivo. Calculou-
se as dilui¢des para o teste definitivo utilizando-se de um fator de 0,6. Com a aplica¢do
desta constante obteve-se concentragdes intermediarias aos valores de 0% e 100% de

imobilidade observadas no teste preliminar.

A cada 24h e 48h de exposi¢do, observou-se e anotou-se o nimero de organismos
que ndo demonstraram qualquer movimento durante 15 segundos. Analises de pH e
oxigénio dissolvido foram efetuadas apds 48 horas, a partir da maior diluigdo da amostra

onde foi observado 95% de imobilidade.
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Os calculos da toxicidade para se obter a CESO foram efetuados utilizando-se o
"Trimmed Spearman-Karber Method for Estimating Median Lethal Concentrations in
Toxicity Bioassays" (Hamilton et al., 1978), a partir do nimero de organismos iméveis em

cada concentragdo apos os periodos de observag@o de 24h e 48 horas.
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CAPITULO III

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Percentual do agente ativo carbofuran no produto comercial Furadan da Hokko

do Brasil

A Figura 3.1 mostra a sobreposi¢do dos cromatogramas resultantes das analises
das amostras contendo 100 mg/L e 500 mg/L. de Furadan. Observa-se que, para estas duas
diferentes concentragdes o tempo de retengdo do agente ativo carbofuran nas amostras €
praticamente 0 mesmo por volta de 3,43 minutos correspondendo ao tempo de retengdo

encontrado para os padrdes de carbofuran.

1.6e4-

.

Concentragio Tempo

Potencial Elétrico (mV)
KN
v
:

] (mg/L) (min)
T m 100 3.432
] m 500 3.427
1.2e4
1.0e4-

Tempo (min)

Figura 3.1 Perfil de eluigdo do carbofuran extraido da solugdo de Furadan, por HPLC.
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A Figura 3.2 apresenta em (a) a curva padrdo para o carbofuran e em (b) a curva
obtida do produto comercial Furadan. Ap6s anélises dos resultados pode-se constatar que
a metodologia de extragdo e dosagem do carbofuran mostrou-se especifica, reprodutiva e
com alto grau de sensibilidade. Este estudo possibilitou confirmar as especificagdes do
fabricante. A quantidade do produto ativo (carbofuran) encontrado no produto comercial

Furadan foi de 5%.

2008000 1 (a) 100000 T
1800000 90000 -
1600000 80000 T
1400000 1 70000 +
» 1200000 60000 +
A -]
< 1000000 & 50000 +
800000 40000 +
600000 ; 30000 +
] 20000 +
400000 rps=2.21¢"03 (atm) + 2.18¢012 1ps=2205,6 (atm) - 1,7415
200000 2= 1.000 10000 + r2 = 1.000
o 500 1000 0 f ! {
10 30 50
Concentragéo (pg/L) Concentragdo {pg/L)

Figura 3.2 (a) Curva padrdo do pesticida carbofuran (100, 500, 100 mg/L), (b) Curva do agente
ativo carbofuran presente no produto comercial Furadan.

3.2 Bioensaios com peixes (Poecilia reticulata)

3.2.1 Teste de sensibilidade com dicromato de potassio (K,Cr,0)

Os testes de sensibilidade, pelo sistema estatico, foram realizados com o objetivo

de acompanhar a sensibilidade dos reativos biologicos de cada lote de peixe coletado
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através da determinagdo da CL50; 24 horas, nas condigdes estabelecidas na metodologia
(item 2.1.3) com a substancia de referéncia dicromato de potassio. Os resultados obtidos
para estes experimentos sdo mostrados na Figura 3.3. as quais apresentam o numero de
peixes mortos por periodo de observagdo de 3, 6 e 24 horas de duragio do teste,
referentes as concentragdes de 56 mg/L, 110 mg/L, 320 mg/L, 480 mg/L e 800 mg/L;
tendo sido 5 peixes, inicialmente, expostos a cada concentragdo de dicromato de acordo
com a norma da CETESB (1987). No inicio de cada teste de sensibilidade ao dicromato
também foram realizados controles dos parametros fisico-quimicos: condutividade,
temperatura, oxigénio dissolvido e pH (Tabela Ib, Apéndice B). Foram observadas as
caracteristicas recomendadas para agua de diluicdo e controle dos testes, que sdo:
condutividade igual a 160 puS/cm, temperatura 23 + 1 °C, oxigénio dissolvido 40% de
saturac¢do, dureza 40-48 mg/L em CaCO;, pH = 7,2 a 7,6. Os peixes também foram
pesados e medidos conforme item 2.1.1, apresentando um peso médio de 0,097g e um
comprimento médio de 1,95 mm, ndo ultrapassando dessa forma o valor recomendado

pela CETESB (1987) de 1g/L.

Os resultados dos testes de sensibilidade (Figuras 3.3) mostram que, as
concentra¢des de 480 mg/L e 800 mg/L apresentaram mortalidade elevadas e constantes
em todos os testes de sensibilidade, sendo que o inverso acontece com as concentragdes
de 56 mg/L e 110 mg/L, mas contudo, também foi observado uma certa constdncia em
todos os testes, onde para o tempo de exposi¢do de até seis horas ndo foi observado
nenhuma morte. A concentrag@o intermediaria apresenta mortalidade em todos os tempos
de exposigdo observados, porém a letalidade € mais significativa a partir do tempo de
exposi¢do de seis horas. Os resultados apresentados para o teste de sensibilidade nos leva
a concluir que os lotes coletados possuem sensibilidade muito préxima e portanto foram
considerados aptos para serem utilizados nos testes preliminares e definitivos com o

carbofuran durante o estudo.

Uma analise estatistica foi feita para verificar essa hipotese. Para testar a
semelhanca entre os resultados do nimero de peixes mortos apos 24 horas nos diferentes
testes de sensibilidade com dicromato de potassio (Tabela Ic, Apéndice C), usando
amostras independentes de populagdes normais, foi utilizada a analise de varidncia

ANOVA - fator unico (Tabela IIc, Apéndice C).
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Figura 3.3 Sensibilidade da Poecilia reticulata ao dicromato de potassio (K,Cr,0).
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Com esta analise estatistica pode-se constatar que as diferengas entre o numero de
peixes mortos apds 24 horas, nos diferentes testes com dicromato ndo foi relevante ao
nivel de significancia oo = 0,05, dentro das condi¢gdes de laboratorio descritas para este
trabalho.

A partir dos resultados do nimero de peixes mortos por periodo de observagao,
permitiu-se calcular a Concentragdo Letal Média (CL50) dos diferentes testes. Estes
valores de CL 50 estdo transcritos na Tabela 3.1. Com os valores para CL50 em 3h, 6h e
24 horas encontrados nos oito testes com dicromato de potassio, foi feita uma média que
resultou em CL50 (24 horas) igual a 171,21 mg/L, desvio padrdo igual a 25,71; e
coeficiente de variagdo igual a 0,15. O valor de CL 50 171,21 mg/L + 25,7 assim obtido
foi adotado como referéncia de sensibilidade dos organismos para os demais testes
preliminares e definitivos com carbofuran, realizados de acordo com as metodologias

descritas no item 2.1.3.

Tabela 3.1 Concentragdo Letal (CL50) em mg/L de dicromato de potassio
calculada para Poecilia reticulata por periodo de observagdo em horas.

Periodo de observagdo

Teste N*° 3 horas 6 horas 24 horas

1 619,677 251,907 157,607

2 445,238 350,602 157,607

3 619,677 291,894 132,397

4 406,255 187,617 176,810

5 429,526 217,398 187,617

6 515,914 406,255 182,625

7 704,089 350,602 157,607

8 456,582 276,080 217,398
Média 524,620 291,544 171,210

Desvio padrdo 109,770 73,914 25,710
Coef. de variacdo 0,21 0,25 0,15
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3.2.2 Bioensaios com carbofuran utilizando Poecilia reticulata - Testes preliminares

Os experimentos com carbofuran nos testes preliminares foram realizados com a
finalidade de estabelecer o intervalo de concentragdes a serem utilizadas nos testes
definitivos. Para determinar a faixa inicial de concentragGes a ser utilizada nos testes
preliminares, utilizou-se como base os valores encontrados na literatura estudada. Segundo
PMEP (1984), a toxicidade aguda (CL50) para peixes indicada esta entre 94 e 2859 ug/L.
EXTOXNET (1992) apresenta a Concentragdo Letal (CL-96 horas) para peixes igual a
150 pg/L. Rollings et al. (1997), citam a alta toxicidade do carbofuran e apresenta a CL-
96 horas para peixes na faixa de 100 a 1000 pg/L e Bayer (1998), cita a CL50-96 horas
para peixes igual a 240 pg/L. De acordo com estas citagdes realizou-se um primeiro teste
(teste N® 1) empregando-se uma ampla faixa de concentragdes para que fosse possivel
obter valores reais de trabalho. A partir dos resultados encontrados no teste N* 1 (Figura
3.4) foi possivel estreitar a faixa de concentragdes utilizadas. Estes novos valores de
concentra¢des foram aplicados no teste seguinte (teste N* 2), e os resultados podem ser
visualizados na Figura 3.4. A partir do teste N® 2 outros 4 testes preliminares foram
realizados com pequena variagio entre as concentragdes para que fosse possivel
determinar a faixa ideal utilizada nos testes definitivos. Os testes foram realizados com 10
organismos por concentragdo testada. A Figura 3.4 apresenta o nimero de peixes mortos

por periodo de observagdo de 3, 6, 24 e 48 horas de duragdo do teste.

No inicio de cada teste preliminar com carbofuran, também foram realizados
controles dos pardmetros fisico-quimicos: condutividade, temperatura, oxigénio dissolvido
e pH (Tabela IIb, Apéndice B). Estes pardmetros foram mantidos o mais préximo possivel
de acordo com as condigdes do laboratério, dentro das faixas recomendadas pela

CETESB (1988).

A aplicagdo dos testes preliminares neste estudo mostrou resultados de mortalidade
que variaram tanto com relagio ao tempo de exposi¢do dos individuos ao carbofuran,
quanto as diferentes concentragdes do referido agrotoxico. As diferengas de mortalidade
entre os testes ja eram previstas devido a grande variagdo das concentragdes

principalmente nos quatro primeiros testes.
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Figura 3.4 Testes preliminares com carbofuran utilizando Poecilia reticulata.

~

40 maxima que nao

Apos os testes preliminares, foi possivel definir a concentrag

causa nenhum efeito de letalidade, ou seja uma concentragdo abaixo de 100 pg/L. Os
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efeitos de letalidade proximos a 100% apareceram com maior freqiéncia em
concentragdes que vao de 250 a 300 pg/L. Por esta razdo foi apontado o valor de 300
ug/L para a minima concentragdo que causa letalidade a 100% da populagdo exposta em
48 horas. Partindo deste valor pode-se determinar as demais concentragGes usadas nos

testes definitivos utilizando um fator de 0,7.

3.2.3 Bioensaios com carbofuran utilizando Poecilia reticulata - Testes definitivos

A partir dos testes preliminares com carbofuran foi possivel definir a faixa de
concentragdes utilizada nos testes definitivos (70, 100, 150, 200, 300 pg/L). Foram
realizados 6 testes definitivos (Figura 3.5), expondo 10 organismos teste as diferentes
concentra¢des. No inicio de cada teste definitivo, também foram realizados controles dos
pardmetros fisico-quimicos estabelecidos para agua de diluicio e controle dos teste

conforme apresentado nos testes de sensibilidade (Tabela IIIb, Apéndice B).

A Figura 3.5 apresenta os resultados dos ensaios de toxicidade com carbofuran
utilizando como reativo biolégico o peixe da espécie Poecilia reticulata. Os resultados,
segundo a variavel tempo de exposi¢do, mostram que os efeitos de mortalidade para as
concentragdes abaixo de 150 pug/L, mesmo para um tempo de 48 horas, sdo inferiores a
20%, portanto ndo suscetivel de efeitos agudos, porém apresentam indicios para estudos
de efeitos cronicos. Em alguns testes as concentragdes acima de 150 pg/L, observou-se
um alto grau de mortalidade o que evidenciou os efeitos agudos. Mesmo trabalhando-se
em laboratorio sob condigdes rigorosamente controladas, com amostras relativamente
homogéneas, pode-se esperar que algumas variacdes de comportamento ocorram com
individuos distintos, por tratar-se de um estudo realizado com organismos vivos, podendo

resultar neste comportamento ndo uniforme quanto aos testes definitivos.

Um comportamento freqlientemente observado durante o tempo de exposigdo,

foram os efeitos sobre as transmissdes nervosas, com o aparecimento de movimentos



[ e LR ET TR R

37

24

Periodo de observagéo (horas)

24

Periodo de observacdo (horas)

107
27T
2 .+

I I I I I
T T T T T
i st M N - O

saxtad ap 3N

e 3 4
Teste 2

24

Periodo de observagio (horas)

THETHEETER

g-

T T T T L} T T T
h & &~ 0 W g ™M
sopow saxiad ap zp]

107

acelerados e irregulares e nascimentos prematuros, culminando com a morte dos

individuos.
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Figura 3.5 Testes definitivos com carbofuran utilizando Poecilia reticulata.
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Os diferentes resultados do numero de peixes mortos encontrados apos 48 horas
nos testes definitivos com carbofuran (Tabela IlIc, Apéndice C) foram comparados através
de analise de varidancia ANOVA - fator unico, para verificar a semelhanga dos resultados
encontradas nos diferentes testes (Tabela IVc, Apéndice C). De acordo a analise de
variancia, as diferencgas encontradas nos resultados apds 48 horas ndo foram relevantes ao
nivel de significdncia o = 0,05, considerando estes resultados para as condi¢gdes de

laboratério descritas para este trabalho.

Com os resultados do nimero de peixes mortos por periodo de observagio,
permitiu-se calcular a Concentragdo Letal Média (CL50) dos diferentes testes (Tabela
3.2). Com estes valores de CL50 obtida para 3h, 6h, 24h e 48 horas nos seis testes com
carbofuran, calculou-se uma média que resultou em CL50 (48 horas) igual a 164,91 pg/L,
desvio padrdo igual a 40,46; e coeficiente de variacdo igual a 0,25, de acordo com as

metodologias estabelecidas no item 2.1.6.

Tabela 3.2 Concentragdo Letal (CL50) em pg/L de Carbofuran calculada para
Poecilia reticulata por periodo de observagdo em horas

Periodo de observagio
Teste N* 3 horas 6 horas 24 horas | 48 horas
1 161,61 161,61 130,81 121,21
2 244,95 173,21 167,31 140,20
3 - . 255,10 134,96
4 - - - 220,38
> 300,00 300,00 228,69 206,00
6 189,81 189,81 173,21 166,73
Média 224,10 206,16 191,02 164,91
Desvio padrio 61,31 63,62 50,10 40,46
Coef. de variagio 0,27 0,31 0,26 0,25
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A partir das médias de resultados obtidos para CL 50 de carbofuran nos testes
definitivos, pode-se estabelecer uma estimativa da taxa de variagdo da CL50 de carbofuran
em relagdo ao periodo de 3h, 6h, 24h e 48h de exposi¢do dos organismos teste. Na Figura
3.6, pode-se verificar que o valor da concentragdo letal média € inversamente proporcional
ao tempo em que o organismo fica exposto, ou seja, com o passar do tempo de exposi¢ao
dentro de um periodo de 48 horas, o valor encontrado para CL50 decresce
gradativamente, porque quanto maior a concentragdo de carbofuran menor serd o tempo
de exposi¢do dos organismos apresentar a CL50 e quanto menor a concentragdo, maior o

tempo de exposi¢do até que apresente a letalidade quantificada.

230
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190 +
180 +
170 +
160 +
150 t t f +

0 10 20 30 40 50

y =-1,176x+220,36
R*=0,9437

CL50

Periodo de observagdo (horas)

Figura 3.6 CL50 em relagdo ao tempo no teste definitivo.

A partir dos testes de toxicidade aguda com peixes viu-se a necessidade da
utilizagdo de pelo menos uma outra espécie de organismo aquatico representativo de um
nivel trofico diferente e observar a concentragdo de carbofuran presente no ambiente
aquatico capaz de causar letalidade a espécies mais sensiveis. Foram entdo utilizados
microcrustaceos (daphnias) que sdo organismos essenciais a0 ambiente aquatico por serem
um elo de ligagdo entre os organismos produtores (algas) e os consumidores (peixes) de
matéria organica, agindo como filtradores de fitoplancton (algas) e servindo de alimento

para organismos maiores, COmo 0s peixes.
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3.3 Bioensaios com microcrustaceos (Daphnia magna)

3.3.1 Teste de sensibilidade com dicromato de potassio (K,Cr,0,)

Foram realizados experimentos com a substancia de referéncia dicromato de
potassio (K>CryO;), para avaliar a sensibilidade dos organismos teste de acordo com
recomendag¢des da norma DIN (1989), sendo as mesmas utilizadas em experimentos de
toxicidade realizados pela FATMA. Os resultados obtidos para estes experimentos estdo
mostrados na Figura 3.7a e b, apresentando o nimero de daphnias imoveis por periodo de
observagdo de 24 horas de durag@o do teste, referentes as concentragdes de 0,70 mg/L,
0,90 mg/L, 1,10 mg/L, 1,30 mg/L, 1,50 mg/L e 1,70 mg/L. Inicialmente foram expostas 10
daphnias, a cada concentragdo de dicromato, sendo 5 daphnias no teste e 5 daphnias na
repeticdo, os quais foram realizados como teste e repeti¢do para facilitar a verificagéo

exata do nimero de organismos imoveis.
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Figura 3.7a Sensibilidade da Daphnia magna ao dicromato de potassio (K,Cr,0).
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Figura 3.7b Sensibilidade da Daphnia magna ao dicromato de potassio (K,Cr,0,).

De acordo com recomendagdes da norma DIN (1989), a agua de diluigdo utilizada
nos testes de sensibilidade ao dicromato deve permitir a sobrevivéncia dos organismos por
no minimo 48 horas sem alimentagdo, apresentando no controle uma dureza de 250 + 25
mg/L em CaCO;, pH de 7,8 £ 0,2, oxigénio dissolvido acima de 60% de saturag@o. Esses

parametros fisico-quimicos foram medidos na agua de diluigdo usada para os testes de
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sensibilidade, preliminar e definitivos e a média desses valores apresentados na Tabela IVb

(Apéndice B).

Os resultados encontrados nos testes de sensibilidade mostram que a partir da
concentragdo de 1,10 mg/L, ocorreram mortalidades elevadas em praticamente todos os
testes, enquanto as concentragdes abaixo de 1,10 mg/L apresentaram variagdes no nimero
de mortalidade. Estas variagdes na sensibilidade dos organismos testados podem ser
atribuidas a uma tendéncia de melhor adaptacdo dos organismos as condigdes do

laboratorio, observadas nos testes N° 8, 9 e 10, Figura 3.7b.

Os valores de nimero de daphnias iméveis apds 24 horas encontrados nos testes
foram somados a suas repeti¢des para obter-se um valor total de 10 organismos expostos.
Esse total de resultados de nimero de daphnias iméveis encontrados nos diferentes testes
(Tabela Vc, Apéndice C) nas diferentes concentragdes, foi analisada pela analise de
varidncia ANOVA - fator unico para se testar a semelhanga entre os resultados
encontrados nos diferentes testes (Tabela VIc, Apéndice C). De acordo com esta andlise,
as diferencas encontradas nos resultados apds 24 horas ndo foram relevantes ao nivel de
significancia o = 0,05. Considerando este resultado para as condi¢des de laboratorio, os

organismos foram considerados aptos a serem utilizados nos demais testes.

A partir dos resultados do numero de daphnias iméveis por periodo de observagao
de 24 horas, calculou-se a Concentragdo Efetiva Inicial Média (CE(I)50) dos diferentes
testes (Tabela 3.3) para se obter a faixa aceitavel (0,9 a 2,0 mg/L) de CE(I)5O para
K,Cr,09, realizado com agua de diluigdo (DIN, 1989). Os valores de CE(I)5S0, 24 horas
nos 10 testes com dicromato permitiram calcular uma média que resultou em CE(I)50, 24

horas igual a 0,94 mg/L, desvio padrdo igual a 0,12; e coeficiente de variagdo igual a 0,12.

Os resultados dos testes de sensibilidade apresentam as concentragdes efetivas
médias proximas e dentro da faixa aceitavel para o dicromato de potassio. Apesar dos
resultados estarem em torno do limite minimo aceitavel, os lotes utilizados nos testes
preliminares e definitivos possuiam sensibilidade conforme as exigéncias da norma DIN.
Por outro lado as condig¢des do laboratorio de toxicologia propiciam uma sensibilidade
menor para as culturas de daphnia e esta sensibilidade manteve-se quase constante com um

coeficiente de variagdio em torno de 10%. Como referéncia de sensibilidade dos
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organismos, foi adotado o valor obtido de CE(I)S0 igual a 0,94 mg/L + 0,12, para os

demais testes preliminar e definitivos.

Tabela 3.3 Concentragdo Efetiva (CE50) em mg/L de Dicromato de Potassio
calculada para Daphnia magna por periodo de observagio de 24 horas

Teste N? CE(I)50 em 24 horas
1 0,88
o) 0,93
3 0,79
4 0,9
5 0,93
6 0,86
i 0,82
8 1,12
9 1,12
10 1,02
Média 0,94
Desvio Padrdo 0,12
Coeficiente de Variagdo 0,12

3.3.2 Bioensaios com carbofuran utilizando Daphnia magna - Teste preliminar

O experimento com carbofuran no teste preliminar (Figura 3.8) foi realizado com
uma ampla faixa de concentragdes (4,69 ug/L, 9,37 ug/L, 18,75 pg/L, 37,50 pg/L, 75,00
ug/L) para se estabelecer o intervalo de concentragdes a serem utilizados nos testes
definitivos. Os testes foram realizados com 10 organismos, sendo 5 no teste e 5 na
repetigdo, tendo sido utilizado um controle com agua de dilui¢do e um controle com agua

de dilui¢do e alcool na mesma proporgdo que foi usado para a dissolugdo do carbofuran.

O teste preliminar nos mostra que os resultados de mortalidade variaram em

relagdo a concentra¢do do carbofuran bem como em relagdo ao tempo de exposi¢do dos
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organismos. De acordo com os resultados encontrados, observou-se que na menor
concentragdo utilizada (4,69 pg/L) no teste ocorreu morte ou imobilidade, ndo servindo
como referéncia como maior concentragdo que ndo causa letalidade aos organismos,
apesar de nio ter sido registrado nenhuma imobilidade na concentragéo acima (9,37 pg/L).
Esse comportamento pode estar relacionado a resisténcia maior ou menor dos individuos
dentro do universo pesquisado, ou também, por algum erro introduzido durante a
manipulagdo das solugdes. Os efeitos de 100% de imobilidade apareceram a partir de
37,50 pg/L, de acordo com esse resultado foi utilizado nos testes definitivos o valor de 45
ug/L, como sendo o valor minimo que causa morte ou imobilidade a 100% dos
organismos durante 48 horas de exposi¢do e determinadas as demais concentragdes,
utilizando um fator de 0,6. Foi escolhido o valor igual a 45 pg/L por ser um valor
intermediario entre as duas menores concentra¢gdes onde ocorreu 100% de morte ou
imobilidade no teste preliminar, para que fosse possivel ter uma maior confiabilidade nos

resultados devido ao fato de ter sido feito apenas um teste preliminar.
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Figura 3.8 Teste Preliminar com Carbofuran utilizando Daphnia magna
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3.3.3 Bioensaios com carbofuran utilizando Daphnia magna - Testes definitivos

A partir do teste preliminar com carbofuran foi possivel definir a faixa de
concentragdes utilizada nos testes definitivos (3,5; 5,8; 9,7; 16,2; 27,0; 45,0 ng/L). Foram

realizados nove testes definitivos (Figura 3.9a e b).
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Figura 3.9a Testes Definitivos com Carbofuran utilizando Daphnia magna.
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Figura 3.9b Testes Definitivos com Carbofuran utilizando Daphnia magna.

Os resultados apresentaram a ocorréncia de até 40% de imobilidade nos trés
primeiros testes avaliados apds 48 horas de exposi¢do a concentragdo de 9,7 ng/L. Nos
testes seguintes, ou seja, do quarto ao ultimo teste nenhuma imobilidade foi observada,
para essa concentragdo (0% de imobilidade). Estes valores vem a corroborar os
encontrados nos ensaios realizados com dicromato de potassio nos testes de sensibilidade,
indicando a possivel ocorréncia de uma melhor adaptacdo dos organismos as condi¢des de
laboratério. Na concentragdo de 16,20 pg/L., foi observado um comportamento
semelhante, onde até o quarto teste ocorreu até 100% de imobilidade e a partir do quinto
teste este valor diminui para até 20% de imobilidade, indicando a ndo ocorréncia de efeito
agudo. Portanto, deve ser levada em considera¢@o a possibilidade de estudos posteriores
sobre a ocorréncia de efeitos cronicos. Na concentragdo de 45 pg/L ficou evidente a
ocorréncia de efeito agudo sobre os organismos, apresentado 100% de imobilidade em

todos os experimentos.
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Os diferentes resultados do nimero de daphnias iméveis encontrados apds 48
~ horas nos testes definitivos (Té.bela Vllc, Apéndice C), também foram comparados através
da anélise de varidincia ANOVA - fator Gnico, para testar a semelhanga dos resultados
encontrados nos diferentes testes. De acordo com esta analise, as diferencas encontradas
nos resultados ap6s 48 horas ndo foram relevantes ao nivel de significdncia a = 0,05,
considerando estes resultados para as condigSes de laboratorio descritas para este trabalho

(Tabela VIIic, Apéndice C).

A partir dos resultados do nimero de daphnias iméveis por periodo de observagio,
permitiu-se calcular a Concentragdo Efetiva Média (CE50) dos diferentes testes (Tabela
3.4). Os valores de CE50 24h e 48 horas nos nove testes com carbofuran, permitiram
calcular uma média de CES0 (48 horas) igual a 18,76 pg/L, desvio padrdo igual a 6,43; e

coeficiente de variagdo igual a 0,34.

Tabela 3.4 Concentragdo Efetiva (CES0) em pg/L de Carbofuran calculada para
Daphnia magna por periodo de observagdo de 24 e 48 horas.

- Teste N® CES0/ periodo de observagdo em horas
24 48

1 13,98 11,90

2 17,03 11,91

3 19,86 11,91

4 13,74 13,19

5 26,01 23,16

6 24,38 20,91

7 27,00 25,66

8 41,33 27?00

9 32,70 23,16

Meédia 24,00 18,76
Desvio Padrdo 9,09 6,43
Coeficiente de Vanacio 0,38 | 0,34

Nos valores de CESO 48 horas encontrados também foi possivel observar a

diminuig3o da sensibilidade dos organismos ao agente carbofuran a partir do teste N° 4, o
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qual mais uma vez confirma uma melthora na adaptagdo dos organismos ao método de

cultura e ao laboratério de toxicologia.

De acordo com a Resolugdo CONAMA N. 20/86;, decreto 14.250/81, as
concentragdes maximas permitidas para Compostos Organofosforados e Carbamatos €
igual a 10 ug/L em metil paration em rios de Classe II, como € o caso do Rio Cubatio. Em
determinag¢des feitas com amostras de agua do rio Cubatdo em HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) da Hawllet Packard®, o maior valor detectado foi de 4,65 pg/L
(Gicquel et al., 1997), confirmando sua presenga nas aguas do rio, porém, abaixo dos
valores permitidos por lei, assim como dos valores encontrados neste estudo para CL50

em peixes € CE50 para daphnias.

Mesmo que os valores de carbofuran encontrados no rio Cubatdo estejam abaixo
dos valores encontrados para CL50 e CES50, ndo apresentando, assim, uma toxicidade

aguda para estes organismos, existe a possibilidade de efeitos cronicos.

A avaliag3o sobre a satide humana do efeito destas substancias presentes na agua €
muito dificil, pois as concentragGes encontradas sdo em nivel de tragos. A experimentacdo
animal tradicional ndo é, em muitos casos, apropriada para elucidar todos os riscos que
estas substdncias apresentam a saude humana. Uma alternativa que vem sendo utilizada no
controle de aguas destinadas ao consumo humano sdo os testes de citotoxidade. A nivel de

célula humana existem dois tipos de toxicidade:

e Efeito da toxicidade metabolica que intervém sobre o metabolismo celular inibindo
reagdes enzimaticas. Somente se produz por uma concentragdo minima do xenébiético,

sendo reversivel pela eliminagio do agente toxico;

e Efeito genotoxico que intervém sobre as informagdes genéticas da célula (contidas no

DNA) modificando-as definitivamente.

Os estudos de citotoxidade (Matias et al., 1996,1998a, 1998b ) das aguas avalia a
toxicidade de elementos ou compostos quimicos nelas contidos, mas poucos pesquisadores
abordam as aguas destinadas ao consumo humano. No plano sanitario € importante
controlar a potencialidade toxica da agua distribuida ao consumidor, tanto quanto os

pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos.
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Além do controle dos mananciais ja contaminados, pode-se também diminuir e até
mesmo evitar a contaminagio através de controles que incluem a administragdo correta do
residuo, verificando se este é solivel em 4gua ou se é retido pelo solo, selegio das
variedades resistentes, uso de armadilhas nas plantag¢des, aplicagio eficiente dos pesticidas,
uso de predadores naturais, com conseqiiente redug@o do uso dos pesticidas que é um dos

melhores modos de proteger peixes e os recursos da vida animal.
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CAPITULO IV

4 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

a)

b)

d)

Para os testes definitivos com carbofuran utilizando Poecilia reticulata a
Concentragdo Letal Média (CL50) 48 horas encontrada foi igual a 164,9 ug/L +
40,46. Concentragdes abaixo de 150 ug/L mostraram mortalidade inferiores a 20%,
portanto nio causando efeitos agudos, porém apresentando indicios para estudos de

efeitos cronicos.

Comparando-se o resultado do numero de peixes mortos por periodo de
observagdo, nos diferentes testes definitivos com carbofuran, por meio de analises
utilizando o método estatistico ANOVA - fator nico, constatou-se que ndo houve

diferengas significativas nos resultados encontrados nos diferentes testes.

Os sintomas observados nos peixes durante os testes com carbofuran, confirmam
os citados pela literatura: conseqiiéncias sobre as transmissdes nervosas com
aparecimento de movimentos acelerados e irregulares e nascimentos prematuros,

culminando com a morte dos individuos.

O valor de CL50 -48horas para carbofuran igual a 164,9 ug/lL + 40,46,
utilizando Poecilia reticulata, é superior a concentragdo maxima de carbofuran
detectada nas aguas do rio Cubatdo nos periodos de experimentos. Mesmo sabendo
que ndo foram detectados concentragdes acima do limite maximo permitido pela
legislagdo, salientamos que o estudo realizado por Gicquel et al. (1997) apresenta uma

série curta de analises podendo nédo ser representativa da realidade.

Nos testes definitivos com carbofuran utilizando Daphnia magna, a
Concentragio Efetiva Média (CE50) 48 horas encontrada foi igual a 18,76 pug/L =

6,43. Os resultados dos testes de sensibilidade e CES0 48 horas encontrados nos
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testes definitivos mostraram a ocorréncia de uma melhora na adaptagdo dos

organismos ao laborat6rio € ao método de cultivo.

Comparando-se o resultado do numero de daphnias iméveis por periodo de
observagdo, nos diferentes testes definitivos com carbofuran, por meio de analises
utilizando o método estatistico ANOVA - fator Unico, constatou-se que nio houve

diferencas significativas nos resultados encontrados nos diferentes testes.

O valor de CE50 -48horas para carbofuran igual a 18,76 ug/L * 6,43, utilizando
Daphnia magna, é superior a concentragio maxima de carbofuran detectada nas
dguas do rio Cubatdo nos periodos de experimento. Apesar desse resultado, as
concentragdes de carbofuran éncontradas nas aguas do rio Cubatdo sio passiveis de

apresentar indicios para estudos de efeitos cronicos.

Como recomendagdes para trabalhos futuros, sugere-se:
Estudos de toxicidade cronica com peixes e microcrustaceos
Utilizagdo de outros reativos biologicos de diferentes niveis troficos
Avaliagio da possibilidade de ocorréncia de bioacumulagdo e bioamplificagdo.

Estudos do potencial mutagénico e genotoxico do carbofuran empregando técnicas
como Teste do Cometa, Micronucleo, metilagdo biolégica do DNA, lipoperoxidagdo

etc.
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AGUA DE DILUICAO PARA TESTES DE TOXICIDADE COM PEIXES

A agua de dilui¢do € uma agua reconstituida, preparada pela dissolugdo de sais em
agua destilada ou deionizada. A agua de diluigdo deve ter pH = 7.4 * 0.2; dureza total de
40 a 48 mg/L em CaCQO; e condutividade aproximadamente de 160 uS/cm.

As Normas para peixes da CETESB (1987) foram adaptadas, nas condi¢des do
laboratério, utilizando-se de modificagbes nas concentragdes dos sais, a partir das Normas
para Daphnias da CETESB (1987), com o objetivo de se obter os valores exigidos para

pH, dureza e condutividade.

\

Preparo da agua de diluigiio

Para o preparo da agua de diluigio utilizar 4gua destilada ou deionizada, com

condutividade menor que 10 puS/cm.

e Solucdo 1
Sulfato de calcio (CaSO4.2Hz0)............ommiiieeeieeeeeeee e 1,5g
Agua destilada..............o.cocovoiieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 1000 mL

e Solucdo 2
Cloreto de potassio (KCI)........ooiiriiiiiie e 02g
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3)...........ooooiiiiieeeeieeeeeeeeee e 48¢
* Sulfato de magnésio (MgSO4.TH20).........coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 6,1g

Preparar a agua de dilui¢8o adicionando 20 mL da solugdo 1 ¢ 10 mL da solugio 2
em 970 mL de agua destilada ou desionizada.

Anota-se o numero do lote da agua, na ficha de controle; introduz-se aeragdo
durante pelo menos 24 horas, para a solubilizagio e manuten¢io da saturagio de oxigénio

dissolvido e pH.
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Antes de qualquer uso, registram-se os teores de oxigénio dissolvido, pH,
condutividade e dureza total. Caso o pH esteja fora da faixa de 7.4 * 0.2, este podera ser
ajustado com solugdes de acido cloridrico, HCI 1IN ou hidroxido de sodio NaOH 1N.
Apos o acerto de pH, a agua ndo deve ser mais aerada. Se a dureza estiver fora da faixa
40 a 48 mg/L em CaCOs;, esta 4dgua deve ser desprezada € um novo lote deve ser

preparado.

PREPARO DO MEIO DE CULTIVO DE Daphnia magna

A agua de cultivo segue a Norma DIN.

Os organismos-teste devem ser cultivados no. meio descrito neste item. Para estas
aguas a dureza total é de 250 * 25 mg/L expressas em CaCOj; razio Ca/Mg = 4:1, o pH =
7,8 * 2 e Oxigénio Dissolvido (OD) acima de 80% de saturagio.

a) MEIO BASICO

Solugio 11 Dissolvido em 1 litro de 4gua destilada
Solugdo de CaCl,
73,52 g CaCl, .2H,O

Solugio 1.2 Dissolvido em 1 litro de 4gua destilada
Solugdo de MgSO,

Solucgio 1.3 Dissolvido em 1 litro de 4gua destilada
Solugdo de KCl

5,8g KCI

Solucio 1.4 | Dissolvido em 1 litro de 4gua destilada
Solugdo de NaHCO, Efetuar filtragdo estéril na solugio

64,8g NaHCO,




MEIO M4 (M4-Medium)

2.1 Soluc¢io Cationica |
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3605mg MnCl,.4H,O
3060 mg LiCl

710 mg RbCl v
1520 mg SrCl,.6H,O
167,5 mg CuCl».2H,0*
130 mg ZnCl,

100 mg CoCl,. 6H,O

Dissolver para 1 litro de 4gua bidestilada.

* Pesar em vidro ou parafilm

* Nio usar papel aluminio

2.2 Solu¢io Anidnica

548 mg - NaNQs

5719 mg - HsBO;

32 mg - NaBr

126 mg - Na,Mo0Q,.2H,0O
6,5 mg - KI ‘
4.38 mg - NaSe,0O;
1,15 mg - NH,VO,

Completar para 1 litro de 4gua bidestilada

2.3 Solucio de Silicato

21,465 mg - Na,Si0Os

Dissolver em um litro de 4gua bidestilada, deixando
em agitacdo até o clareamento da solugdo. Apds,
efetuar filtracio estéril.




2.4 Solucio de Fe/EDTA
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500 mg - Na,EDTA.2H,0

199,1 mg FeSO,.7H,O

Preparar as solugtes separadamente, cada uma com
500 mL de 4gua bidestilada.

Apds mistura as duas solugdes e levar
imediatamente para autoclave a 121°/15 minutos.

2.5 Solucio de Fosfato

286 mg - KH,PO,
368 mg - KzI'IPO4

Preparar para 1 litro de agua bidestilada

2.6 Soluciao Vitaminica

750 mg - Hidrocloreto de Tiamina
10 mg - Cianocabalina
7,5 mg - Biotina

Completar para 1 litro de 4gua bidestilada. Estocar
no freezer em pequenas porces € em recipiente
fechado

¢) Preparo para uso de 10 litros do Meio BASICO/M4, para Dureza total de 80 mg/L

40 mL da solugdo basica 1.1
10 mL da solugdo basica 1.2
10 mL da solugdo basica 1.3
10 mL da solugdo basica 1.4

1 mL da solugdo catidnica 2.1
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5 mL da solug¢@o ani6nica 2.2

2 mL da solugdo de silicato 2.3

50 mL da solugio de Fe/EDTA 2.4
5 mL da solugdo de fosfato 2.5

1 mL da solugdo Vitaminica 2.6, descongelada e imediatamente adicionada.

As solugdes acima s3o adicionadas para um volume de 10 litros de agua destilada,
deionizada ou bidestilada, misturadas na ordem , uma a uma. Para satura¢io de oxigénio,
deixar aerar pelo menos 24 horas antes da utilizagdo. A corregdo do pH deve ser feita com

solugbes de NaOH e HCL 1 N.

PREPARO DA AGUA DE DILUICAO PARA Daphnia magna EM TESTES DE
TOXICIDADE

Preparar utilizando somente as solugdes do meio basico. aerar até a saturagdo do

oxigénio.

A agua de diluigdo deve permitir a sobrevivéncia dos organismos no minimo 48
horas sem alimentagdo. Para estas 4guas a dureza total é de 250 * 25 mg/L expressas em
CaCOs razio Ca/Mg = 4:1, o pH = 7,8 * 2 e Oxigénio Dissolvido (OD) acima de 80% de

saturacao.

a) MEIO BASICO

Solugdo 1.1 Dissolvido em 1 litro de dgua destilada
Solugdo de CaCl,
73,52 g CaCl, .2H,0O
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Solugio 1.2 Dissolvido em 1 litro de dgua destilada
Solucdo de MgSO,

123,3 g MgS0,.7H,0

Solugdo 1.3 Dissolvido em 1 litro de 4gua destilada
Solugdo de KCl1
5.8g KCl

Solugiio 1.4 Dissolvido em 1 litro de 4dgua destilada
Solugdo de NaHCO; Efetuar filtragdo estéril na solugio
64,8g NaHCO;

MANUTENCAO DE CULTURAS DE Scenedesmus subspicatus

Para a producgdo continua de culturas unialgais, em fermentadores, como fonte de
alimento para Scenedesmus subspicatus , foi seguido o procedimento descrito na Norma
DIN e CETESB (1987).

Figura .Ia - Scenedesmus subspicatus
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MEIO CHU
Solugiio estoque Substincia Peso Agua
Solucdo I NaNO, 25¢g 1000 mL
Solucido II CaCl,.2H,0O 25g 1000 mL
Solugdo ITI MgS0,.7TH,O 75g 1000 mL
Solugdo IV K,HPO, 75¢g 1000 mL
Solugido V KH,PO, 175¢g 1000 mL
Solugdo VI NaCl 25g 1000 mL
Solugio VII Tritriplex 31g 1000 mL
KOH

Solucdo VIII FeSO4.2H,0 249g 500 mL*
Solugdo IX H:BO; 571g 500 mL
Solugdio X ZnS0,.7H,0 8,82 mg 1000 mL

MnCl,.4H,O 1,44 mg

MoOs 0,71 mg

CuS04.5H;0 1,57 mg

Co(NO),.6H,0 0,49 mg

* acidificar a solugdo com 1 mL de HCI IN

A partir das solugdes-estoques (mantidas em refrigerador a - 4°C). listadas acima
preparou-se o meio de cultura para manutengdo de culturas estoque e culturas em fase

exponencial de crescimento, que foram servidas frescas diariamente aos organismos.
2. Modo de preparo do Meio de cultura liquido CHU

10 mL/litro das solugdes I a VI

1 mL/litro das solugdes VII a X

Adicionou-se as solu¢des uma a uma no proprio frasco do fermentador,
misturando-as bem. O frasco foi, entdo, tampado, os tubos de borracha de silicone
fechados com pingas para prevenir que o meio seja expelido durante a autoclavagem e o

tubo com rosca levemente fechado. Em seguida, o fermentador foi autoclavado durante 20
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minutos a uma temperatura de 120°C. O in6culo foi adicionado ao fermentador utilizando

técnicas assépticas.

Ap6s a inoculagdo o fermentador foi conectado ao suprimento de ar (Filtro de ar
coalescente Schrader Bellows - Parker), incubar a temperatura de 24 * 0.2°C, com

iluminag@o constante de aproximadamente 2000 lux.

Figura Ila - Fermentador para cultura de Scenedesmus subspicatus.
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Tabela Ib Meédias dos parametros fisico-quimicos nos testes de dicromato
de potassio com Poecillia reticulata

Concentragdo | Condutividade | Temperatura pH OD.
(mg/L) (uS/em) O (mg/L)
Controle 149,11 22,54 7,32 5,26
56 207,69 22,41 6,41 5,57
110 257,64 22,41 6,04 18,67
320 398,38 22,39 5,64 5,63
480 507,00 22.36 5,25 531
800 672,63 22,28 5,13 5,17

Tabela [Ib Meédias dos parametros fisico-quimicos nos testes preliminares

com carbofuran utilizando Poecilia reticulata

Concentragdo | Condutividade | Temperatura pH O.D.
(bg/L) (uS/em) (°C) (mg/L)
controle 146,94 22.7 7,38 3,82
28 147,9 23,1 7,26
110 1452 23,3 735 4,19
120 152,75 23,9 7,6 4.5
130 144,5 23,2 7,36 4,1
150 152,1 2 7,38 4,23
170 1532 23,4 1.5 4,24
185 144,6 23,2 732 3,6
200 150 22,6 7,45 4,22
232 146,2 23,4 7,28 3,36
240 148.,6 22 7,14 421
250 152,45 23,3 7,48 4,35
259 145,7 23,4 7,12 3,46
277 146,3 233 6,98 3,42
280 1445 23,3 7,29 3,82
300 148,7 22,9 7,18 4,11
324 144.6 23,3 7,33 42
510 146,2 23,4 7,27 3,36
550 131,3 23,1 7,25
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Tabela [IIb Médias dos parametros fisico-quimicos nos testes definitivos com de
carbofuran utilizando Poecilia reticulata

Inicio do Teste

Concentragdo | Temp. pH cond. OD Dureza
(ug/L) O (uS/em) | (mg/L) | (mg/L em CaCOs)
controle 23,00 7,34 153,1 5,36 42,60
70 23,42 | 748 | 1522 4,47 46,25
100 23,40 7.55 152,6 4,85 46,25
150 2345 | 7,59 | 1528 4,75 45,30
200 2348 | 7,64 153,5 4,80 4435
300 2345 | 7,66 | 154,1 4,67 44,25
Ap0s 24 horas de observacdo
Concentragido Temp. pH cond. OD
(ug/L) (O (uS/cm) (mg/L)
controle 23,43 7,25 160,2 493
70 23,40 735 162,5 4,51
100 23,40 7,42 161,6 5,03
150 23,45 7,46 160,2 5,92
200 23,43 7,47 160,2 5,23
300 22,77 7,42 4,87
Ap6s 48 horas de observacdo
Concentragdo Temp. pH cond. OD
(ug/L) O (uS/cm) (mg/L)
controle 22,60 7,33 174.4 4,10
70 23,25 7,31 166,1 3,98
100 23,25 7,27 167,9 4,17
150 23,25 7,28 164,9 3,98
200 23,25 7,28 165,3 438
300 24,00 1,33 3.59

Tabela IVb Média dos Resultados dos parametros fisico-quimicos
controlados na agua de diluigdo utilizada nos testes de sensibilidade com
dicromato de potassio e nos testes preliminar e definitivo com carbofuran

utilizando Daphnia magna
Pardmetros valores
Dureza em mg/L de CaCOs 2433
pH 7,73
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 7,0
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Tabela Ic Numero de peixes mortos em cada teste apos um periodo de 24 horas de
exposi¢do ao dicromato de potassio

Concentragdo N2 de peixes mortos em 24 horas
(mg/L) teste 1 | teste 2 | teste 3 | teste 4 | teste 5 | teste 6 | teste 7 | teste 8

0 0 0 0 0 0 0 0 0
56 0 0 0 1 0 0 0 0
110 1 1 2 0 0 1 1 0
320 5 5 5 5 4 4 5 4
480 5 5 5 5 5 5 5 5
800 5 5 5 5 5 5 5 5

Tabela IIc Analise de varidncia ANOVA fator tnico para os diferentes testes de
sensibilidade, a partir do nimero de peixes mortos apés um periodo de 24 horas de

exposicao.

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Varidncia
Coluna 1 6 16 2,667 6,667
Coluna 2 6 16 2,667 6,667
Coluna 3 6 17 2,833 6,167
Coluna 4 6 16 2,667 6,667
Coluna 5 6 14 2,333 6,667
Coluna 6 6 15 2,500 5,900
Coluna 7 6 16 2,667 6,667
Coluna 8 6 14 2,333 6,667
ANOVA

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P | F critico
Entre grupos 1,333 7 0,190 0,029 1,000 2,249
Dentro dos grupos 260,333 40 6,508
Total 261,667 47

Tabela IlIc Numero de peixes mortos em cada teste apés um periodo de 48 horas de
exposi¢do ao carbofuran nos teste definitivos

Concentragdo N?® de peixes mortos em 48 horas
(ug/L) testel teste2 teste3 tested teste5 teste6
0 0 0 0 0 0 0
70 0 0 0 0 0 0
100 3 1 2 1 0 1
150 7 6 7 0 2 4
200 10 9 8 2 5 6
300 10 10 10 10 8 10
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Tabela IVc Andlise de varidncia ANOVA: fator unico para os diferentes testes definitivos,
a partir do namero de peixes mortos apos um periodo de 48 horas de exposi¢do

RESUMO
Grupo | Contagem Soma Meédia Variancia
Coluna 1 6 30 5,000 21,600
Coluna 2 6 26 4,333 21,067
Coluna 3 6 27 4,500 19,100
Coluna 4 6 13 2,167 15,367
Coluna 5 6 15 2,500 11,100
Coluna 6 6 21 3,500 15,900
ANOVA
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P | F critico
Entre grupos 39,333 5 7,867 0,453 0,808 2,534
Dentro dos grupos 520,667 30 17,356
Total 560 35

Tabela Vc Numero de daphnias imoveis em cada teste apds um periodo de 24 horas de
exposi¢do ao dicromato de potassio

Concentragdo N? de daphnias imoveis apés um periodo de observacdo de 48 horas

mg/L testel | teste2 | teste3 | tested | testeS | teste6 | teste7 | teste8 | teste9 | testel0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,7 2 1 4 2 1 4 2 0 0 0
0,9 6 5 6 4 5 5 7 1 1 2
1,1 7 9 9 6 7 9 9 3 5 6
1,3 9 7 10 10 9 8 10 9 7 10
1,5 10 9 10 10 10 10 10 16 10 10
1,7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Tabela VIc Analise de variancia ANOVA: fator inico para os diferentes testes de
sensibilidade ao dicromato de potassio, a partir do nimero de daphnias imoveis apds um
periodo de 24 horas de exposigdo.

RESUMO

Grupo | Contagem Soma Meédia Variancia
Coluna 1 7 44 6,28571 15,5714
Coluna 2 7 41 5,85714 16,1429
Coluna 3 7 49 7 15
Coluna 4 7 42 6 17,3333
Coluna 5 7 42 6 17,3333
Coluna 6 7 46 6,57143 13,9524
Coluna 7 7 48 6,85714 17,4762
Coluna 8 7 33 471429 22,5714
Coluna 9 7 33 4,71429 19,9048
Coluna 10 7 38 5,42857 22,2857
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ANOVA

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P | F critico
Entre grupos 40,3429 9 4,48254 | 0,25244 | 0,984467 | 2,0401
Dentro dos grupos 1065,43 60 17,7571

Total 1105,77 69

Tabela VIIc Numero de daphnias imoveis em cada teste apds um periodo de 48 horas de
exposi¢do ao carbofuran no teste definitivo

concentragdo N? de daphnias imdveis ap6s um periodo de observacdo de 48 horas
(ug/L) testel | teste2 | teste3 | teste4 | testeS | teste6 | teste7 || teste8 || teste9

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9,7 o 2 1 0 0 0 0 0 0
16,2 7 9 10 9 0 1 0 0 2
27 10 10 10 10 8 9 6 5 6
45 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Tabela VIIIc Analise de varidancia ANOVA para os diferentes testes com carbofuran a
partir do niamero de daphnias iméveis apés um periodo de 48 horas de exposi¢do no teste

definitivo

RESUMO

Grupo | Contagem Soma Meédia Variancia
Coluna 1 7 31 4,42857 | 21,2857
Coluna 2 7 31 4,42857 24,619
Coluna 3 7 31 4,42857 | 27,2857
Coluna 4 7 29 4,14286 26,8095
Coluna 5 7 18 2,57143 19,619
Coluna 6 7 20 2,85714 | 20,8095
Coluna 7 7 16 2,28571 16,5714
Coluna 8 7 15 2,14286 15,4762
Coluna 9 7 18 2,57143 15,619
ANOVA

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P | F critico
Entre grupos 57,0793651 8 7,13492 | 0,34139 | 0,94573 | 2,11522
Dentro dos grupos 1128,57143 54 20,8995
Total 1185,65079 62




