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RESUMO

Com esse estudo objetivou-se avaliar a qualidade das aguas de pesque-
pague quanto a presenca de agrotoxicos e cafeina, determinar a toxicidade
dessas aguas para Daphnia magna e Lemna minor e avaliar o risco ambiental dos
contaminantes prevalentes para D. magna, L. minor e Oreochromis niloticus. Para
tanto, amostras de aguas e de sedimentos de fundo dos tanques de peixes dos
pesque-pague foram coletadas trimestralmente entre Junho/2014 e Maio/2015. As
determinacdes dos residuos de agrotdxicos e de cafeina foram realizadas por LC-
MS/MS. As maiores contaminacdes das aguas ocorreram, em ordem
decrescente, com a cafeina e com o0s herbicidas tebutiuron, metolacloro,
hexazinona, atrazina, ametrina e clomazone. Os fatores que mais influenciaram a
contaminacdo das é&guas por agrotdxicos foram as caracteristicas fisicas e
quimicas dos herbicidas, quantidade de &rea cultivada com cana-de-aglcar no
entorno dos pesque-pague e a coincidéncia ente as maiores precipitacées pluviais
e as aplicacdes dos agrotéxicos. Os lancamentos de efluentes de Estacdes de
Tratamento de Esgoto em aguas superficiais que margeiam os pesque-pague foi
o fator responsavel pela contaminacdo das aguas com a cafeina. As 4guas dos
pesque-pague nao apresentaram toxicidade para D. magna e L. minor e a baixa
concentracdo de nutrientes nessas aguas foi um fator relevante para a inibicéo de
crescimento de L. minor. O tebutiuron é o agrotéxico prevalente nas aguas dos
pesque-pague e é mais téxico para 0s organismos-teste que a cafeina. Pela
toxicidade aguda, o tebutiuron se classifica como de alto risco de intoxicagéo
ambiental para L. minor e um risco de intoxicagdo ambiental aceitavel para D.

magna e O. niloticus.

Palavras-chave: cana-de-agucar, pesque-pague, herbicidas, cafeina, organismos
bioindicadores.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the quality of fee-fishing pounds water about
the pesticides and caffeine presence, to determine the water toxicity for Daphnia
magna and Lemna minor, and to evaluate the environmental risk of contaminants
prevalent for D. magna, L. minor and Oreochromis niloticus. For that, water and
bottom sediments samples from the fish tanks of the fee-fishing pounds, were
collected quarterly between June/2014 and May/2015. Residues determinations of
pesticides and caffeine were performed by LC-MS/MS. The highest water
contamination occurred, in descending order, with caffeine and the herbicides
tebutiuron, metolachlor, hexazinone, atrazine, ametrine and clomazone. The
factors that most influenced the water contamination by pesticides were the
physical and chemical characteristics of the herbicides, the amount of area
cultivated with sugarcane in the surroundings of the fee-fishing pounds and the
coincidence between the greater precipitations and the pesticides applications.
The effluent releases of Sewage Treatment Stations in surface water that border
the fee-fishing pounds was the responsible factor for the contamination of the
water by caffeine. The water of the fee-fishing pounds had no toxicity for D. magna
and L. minor and the low concentration of nutrients in the water was a relevant
factor for the inhibition of L. minor growth. Tebutiuron is the prevalent
agrochemical in fee-fishing pounds water and it is more toxic to test organisms
than caffeine. Due to acute toxicity, tebutiuron is classified as a high environmental
intoxication risk for L. minor and a acceptable environmental intoxication risk for D.

magna and O. niloticus.

Key-words: sugarcane, fee-fishing pounds, herbicides, caffeine, bioindicator
organisms.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional ocorrido nas ultimas décadas, em decorréncia
dos avancos na saude e nas melhorias de condicbes de vida, associado a
crescente demanda por alimentos, tém proporcionado grandes transformacdes no
meio agricola. Dentre essas, a dependéncia de insumos, principalmente produtos

fitossanitarios, como os agrotoxicos.

O uso dos agrotoxicos tem provocado uma série de perturbacdes e
transformacdes negativas no ambiente, principalmente nas redes hidrograficas;
gue sao os receptores finais das substancias produzidas e liberadas no ambiente.
Um empreendimento diretamente dependente das redes hidrograficas € o
pesque-pague. Nos pesque-pague se praticam uma modalidade de pesca

esportiva, ou hobby, denominada também de pesca de lazer ou pesca amadora.

Na regido Sudeste do Brasil, a maioria dos pesque-pague se insere em
areas de intenso cultivo de cana-de-acucar, onde predomina o controle quimico
das plantas daninhas com os herbicidas. O uso intenso de herbicida na cultura de
cana-de-acucar pode resultar em contamina¢des das aguas dos pesque-pague,

principalmente na estagao das chuvas.

Nas aguas dos pesque-pague ligados as redes hidrograficas que passam
dentro ou nas proximidades de areas urbanas também podem se esperar

contaminag¢des com substancias emergentes, como a cafeina.

A cafeina € uma substancia indicadora da contaminacdo das aguas com
esgotos domésticos, inclusive por efluentes de estacfes de tratamento de esgoto
(ETE) das cidades. Mesmo que os niveis de cafeina presentes no ambiente
aguatico ndo apresentam risco a saude humana e animal, essa substancia é
indicadora da presenca de outros contaminantes de origem urbana que causam

muitos efeitos indesejaveis para os seres Vvivos.

Diante da possibilidade da presenca de contaminantes téxicos nas aguas
dos pesque-pague e de efeitos nos organismos da biota dos ecossistemas

aguaticos, estudos ecotoxicologicos tém sido utilizados em analises ambientais, e
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em etapas que envolvem todos os processos e as transformacgdes quimicas dos

compostos toxicos no ambiente.

Por meio de estudos ecotoxicoldgicos se podem determinar o grau de
toxicidade de diversos corpos hidricos contaminados com os compostos toxicos
especificos e a capacidade dos agentes toxicos em produzir efeitos deletérios aos
organismos vivos expostos. Os resultados dos estudos ecotoxicoldgicos séo
utilizados como referéncia para a gestdo ambiental dos impactos antropicos nos

ambientes.

Para a gestdo ambiental da qualidade das aguas dos pesque-pague, a
avaliacdo quantitativa da contaminacdo das aguas de afluente e dos tanques de
pesca por contaminantes téxicos de origem agricola e urbana é fundamental para
se determinar riscos de intoxicacdo da biota aquatica e da populacdo humana

usuaria das aguas, e para se recomendar e implementar a¢cdes mitigadoras.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a contaminacgéo por agrotoxicos e cafeina em aguas de pesque-
pague inseridos em microbacias cultivadas com cana-de-agUcar, nas regides

administrativas de Ribeirdo Preto e Central, no Estado de S&o Paulo’.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a contaminagdo das aguas de afluente e de tanques de peixes
de pesque-pague com agrotdxicos, usados na cultura de cana-de-acucar, e com a

cafeina.

Relacionar a contaminacdo de agrotoxicos e cafeina nas aguas de pesque-

pague com as caracteristicas climaticas e com o relevo das microbacias.

Relacionar a presenca dos agrotoxicos nas aguas de pesque-pague com a

contaminacao dos sedimentos de fundo dos tanques de peixes.

Avaliar a toxicidade das dguas dos pesque-pague e dos parametros fisicos e

guimicos das aguas para L. minor e D. magna.

Avaliar a toxicidade dos dois contaminantes mais concentrados nas aguas
dos pesque-pague para D. magna, L. minor e O. niloticus e classifica-los pela

toxicidade aguda e pelo risco de intoxicacdo ambiental dos organismos-teste.

! Regifes Administrativas do Estado de S&o Paulo. Fonte: http://www.cidadespaulistas.com.br/prt/cnt/mp-reg-
adm.htm (acesso em 03.09.2016)
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A cultura de cana-de-aguUcar e a utilizagcéo de agrotdxicos

A cana-de-acucar foi introduzida no periodo colonial no pais e se
transformou em uma das principais culturas comerciais da economia brasileira
(MAPA, 2015). O cultivo de cana-de-acucar no ano de 2015 se concentrou na
regido Centro-Sul do Brasil, com destaque para a regido Sudeste. Nesta, 64,0%
da area plantada foi cultivada com cana-de-aglcar, e 82,0% desse cultivo
concentraram-se no Estado de S&o Paulo (Figura 1A e B) (UNICA, 2015).

Sul Norte
Nordeste 6% r 19,

1% —_

Centro
Oeste
18%

B

Figura 1. Porcentagem de &rea plantada com a cultura cana-de-acucar nas regides do Brasil (A) e
dos Estados da regido Sudeste (B) para 0 ano de 2015 (UNICA, 2015).

Na safra de 2014/2015 foram cultivados 5.728.285,0 hectares com cana-de-
acucar no Estado de Sao Paulo (UNICA, 2015). A producdo de cana-de-acucar
nessa safra foi de 634.767.000,0 toneladas e a produtividade média de 70.495,0
kg/ha (CONAB, 2015).

Estimava-se um aumento de producdo média de cana-de-acucar de 3,2%
até a safra de 2018/19 (MAPA, 2015), devido ao uso intensivo de tecnologias

modernas de producdo, com destaque para a utilizacdo de agrotéxicos. De
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acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Afluente (MAPA), estdo
registradas para aplicacdo na cultura de cana-de-agucar 276 formulagcBes
comercias de herbicidas e 73 de inseticidas (AGROFIT, 2015).

Na safra de 2014/2015, foram destinadas para a cultura de cana-de-acucar
72.913,0 toneladas de agrotéxicos, compostas por 82,2% de herbicidas, 13,2% de
inseticidas, 1,90% de fungicida e 0,01% de acaricidas (SINDIVEG, 2016).

3.2. Contaminagcdo da rede fluvial com agrotoxicos utilizados em
culturas de cana-de-agucar

Os ecossistemas aquaticos recebem inumeros poluentes organicos e
inorganicos provenientes do aumento das atividades antropogénicas, e a

contaminacdo das aguas tem atingido propor¢cdes alarmantes (Arias et al., 2007).

A expansao das atividades agricolas acompanhada pelo uso intensivo de
agrotoxicos tem propiciado efeitos adversos ao ambiente. Portanto, a
preocupacdo com a contaminacdo das aguas pelos agrotoxicos tem aumentado
na mesma proporcao do aumento de suas vendas e de uso nas lavouras (Armas
et al., 2005; Marques et al., 2007; Grutzmacher et al., 2008).

O destino dos agrotéxicos no ambiente é governado por processos de
sorcao (adsorcdo, absorcéo e dessorcéo), de transformacéo (degradacao quimica
e biolégica) e de transporte (volatilizacado, lixiviagdo e carreamento superficial)
(Figura 2). Além desses processos, as condicdes meteoroldgicas, localizacdo da
area no relevo, a presenca e a auséncia de plantas e praticas de manejo agricola

também podem afetar o destino dos agrotéxicos no ambiente (Spadotto, 2006a).

Apés as aplicacBes nas areas agricolas, os agrotoxicos podem ser retidos
pelos coloides do solo ou permanecerem em solucdo. O processo de retencao
representa um fator preponderante na disponibilidade desses compostos
qguimicos, que retarda ou acelera o movimento dos produtos em diferentes
direcbes no solo (Harper, 1994; Spadotto, 2006b).
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Na solucdo do solo, os agrotoxicos podem sofrer transformacgbes de
natureza quimica, fisica ou biolégica, e serem transportados para outros
compartimentos ambientais (Harper, 1994; Spadotto, 2006b).

B0
~Co "
Qos& (f >
eoo«\ TN e R D g

Volatilizacao

" / /Deposicao pela
f / chuva

‘ QO\O

Ag rotoxico

Ambiente
aquatico

Lencol freatico

Figura 2. Representagcdo dos processos de sorcado, transformacéo e transporte que ocorrem com
a molécula de agrotoxicos ao ser introduzido no ambiente (Steffen et al., 2011).

Dentre os processos de transporte dos agrotoxicos nos compartimentos
ambientais, a lixiviacdo e o carreamento superficial merecem destaque. O
carreamento superficial resulta na contaminacdo das aguas superficiais, com os
agrotoxicos adsorvidos as particulas do solo erodido, ou em solucdo na agua de
escoamento. As aguas subterraneas, as quais alimentam os aquiferos, séo

contaminadas por substancias quimicas por lixiviagdo (Spadotto et al., 2004).

Nas aplicagBes dos agrotoxicos nas lavouras, em alguns casos, menos de
0,1% atingem os organismos-alvo de controle e 99,9% do total aplicado fica
disponivel no ambiente e podem ser transportados para outros compartimentos
ambientais Os processos de transportes, causam perdas de 2,0 a 90,0% dos
agrotoxicos aplicados nas lavouras (Spadotto, 2006b; Ribeiro et al., 2007; Santos,
2013).

Nos diversos compartimentos ambientais, o0s agrotoxicos atingem e
intoxicam o0s organismos vivos dos diversos nichos e causam desequilibrios

ecolégicos. Portanto, sdo classificados de contaminantes aquéticos de nivel

Caunesp Pagina 20




Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

grave, uma vez que podem atingir de modo letal espécies ndo-alvos do controle
quimico (Grisolia, 2005; Arias et al., 2007).

Diversos estudos realizados no pais constataram contaminacdes
ambientais com agrotoxicos. As aguas superficiais e das chuvas estavam
contaminadas com agrotéxicos aplicados em culturas agricolas proximas aos
municipios de Lucas do Rio Verde e Campo Verde, Estado do Mato Grosso
(Moreira et al., 2012).

Em Lucas do Rio Verde, os principais agrotoxicos detectados nas aguas
superficiais foram os herbicidas atrazina e metolacloro; os inseticidas clorpirifos,
permetrina, endosulfan a e B e malation; e o fungicida flutriafol. Nas aguas de
chuvas, 38,0% das amostras estavam contaminadas com residuos de endosulfan-
sulfato, 56,0% com metolacloro e endosulfan 8, 43,0% com atrazina e 51,0% com
flutriafol. Para as aguas superficiais e de chuva coletadas no municipio de Campo
Verde, 53,0% estavam contaminadas com atrazina, 25,0% com metolacloro e

44,0% com endosulfan a e B (Moreira et al., 2012).

A qualidade da agua na sub-bacia do rio Poxim-Mirim e Poxim, no Estado
de Sergipe, € influenciada pelo uso de herbicidas em culturas de cana-de-acucar
na regido. As aguas estavam contaminadas com herbicidas de alta tendéncia de
lixiviagdo: metribuzim, diuron, atrazina, hexazinona, trifloxissulfurom-sodico,

halossulfurom-metilico, 2,4-D, picloram e imazapir (Britto et al., 2012).

Marques et al. (2007) avaliaram a contaminacdo de aguas de areas de
captacdo na Bacia Hidrogréafica do Rio Ribeira de Iguape, regido sul do Estado de
Sdo Paulo, por agrotoxicos. Observaram que 14,0% das amostras de aguas
analisadas estavam contaminadas com residuos de carbofurano, 3,0% com
trifluralina, 2,0% com atrazina e 3,0% com simazina. Os autores constataram
também que o alto indice pluviométrico na regido aumentou o carreamento dos
agrotoxicos para os rios da bacia, pois a maior incidéncia de amostras de agua

contaminadas ocorreu durante o periodo chuvoso.

Residuos de ametrina foram detectados nas aguas superficiais e nos
sedimentos dos rios Sapucai, Baixo Pardo, Pardo e Mogi-Guacu, localizados no
Estado de Sao Paulo e préximos a cultivos de cana-de-agucar (Jacomini et al.,
2011).
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Diante desse indice elevado de entrada de residuos de agrotoxicos nos
ambientes aquéticos, o monitoramento da contaminacdo em corpos hidricos é
fundamental para a gestdo ambiental da qualidade das aguas. A contaminacéo
das aguas da rede fluvial local por agrotoxicos pode auxiliar na tomada de
decisdo sobre as condi¢des de aplicacdo desses insumos agricolas e na adocgéo
das técnicas de cultivo e de conservacdo do solo nas é&reas cultivadas na

microbacia.

3.3. Influéncia do sedimento de fundo na contaminacdo das aguas por
agrotoxicos

7

O sedimento de fundo dos ambientes aquéaticos € um compartimento
importante como indicativo da contaminacdo ambiental, pois é o depésito final de
muitos contaminantes. A dindmica dos contaminantes faz dos sedimentos de
fundo um local de estocagem e uma fonte de poluentes (Zagatto e Bertoletti,
2008; Possavatz et al., 2014).

Quando os compostos organicos e inorganicos atingem o ambiente aquatico,
uma parte significativa €é ligada aos materiais particulados suspensos
preexistentes no ambiente, que tende a depositar no fundo e a fazer parte dos
sedimentos. A ligacdo ao material particulado no meio aquatico ocorre por meio
de processos como adsorcdo quimica (complexacao, quelagcéo e precipitacédo) e
fisica (Zagatto e Bertoletti, 2008; Silva et al., 2013b). Esses processos,
juntamente com o processo de dessorcao, regulam a disponibilidade da molécula
no ambiente aquatico e, por consequéncia, a contaminacdo das &aguas

superficiais e subterraneas (Ribeiro et al., 2007).

Os contaminantes presentes nos sedimentos podem ser disponibilizados
para a coluna d’agua devido a mudangas em parametros como pH, potencial
redox ou agdo de microrganismos. Assim, a qualidade da &gua superficial é
afetada pela qualidade do sedimento submerso, devido aos processos de
equilibrio dindmico que se estabelece entre a agua e o sedimento (Possavatz et
al., 2014).
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O processo de sorcdo € complexo e pode ocorrer através de pontes de
hidrogénio, forcas de Van der Walls, forcas eletrostéticas, ligacdes covalentes e
interacOes hidrofébicas. Esses sdo 0s principais mecanismos contribuidores da

adesdao ou atracdo dos compostos a superficie do sedimento (Schreiber, 2012).

As caracteristicas dos sedimentos como: estrutura e textura, teor de
umidade, teores de matéria organica e argila, pH, capacidade de troca de cétions
(CTC), area superficial especifica e porosidade, afetam o grau de fluxo

preferencial e transporte de moléculas no sedimento (Costa et al., 2004).

O comportamento dos agrotoxicos nos compartimentos ambientais, como os
sedimentos, € influenciado por caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos,
como solubilidade, coeficiente de sorcéo (Koc), constantes de dissociacdo (pka ou
pkb), coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), pressdo de vapor e meia vida
(Oliveira e Brighenti, 2011).

A matéria organica e a capacidade de troca catibnica (CTC) dos coloides
sao os principais fatores determinantes do processo de sor¢cdo que ocorrem entre
0s materiais de origem organica e inorganica e o sedimento. A adicdo de matéria
organica atua de forma direta no aumento da adsor¢cdo dos materiais organicos e
inorganicos e de inversa na mobilidade desses materiais do sedimento (Ribeiro et
al., 2007).

Além do potencial de sorcdo de agrotoxicos, a matéria organica também
esta relacionada com a atividade de microrganismos; mais intensa nas camadas

superficiais do sedimento (Monteiro, 1996).

A argila representa a fracdo mineral do sedimento que te a maior capacidade
sortiva de moléculas, devido & sua alta superficie especifica (8,0 x 10° cm? g);
gue corresponde a area exposta de determinado material por unidade de massa
(Christoffoleti et al., 2008).

O movimento do herbicida tebutiuron foi estudado em sedimentos com
diferentes valores de carbono organico e teores de argila. Em sedimentos com 0s
mais baixos teores de matéria organica e de argila, a lixiviagdo foi 6,7 vezes
maior, em relagéo aos sedimentos com 0s maiores teores. Portanto, esses fatores

séo determinantes para a lixiviagdo do herbicida tebutiuron (Gomes et al., 2006).
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O pH da solucdo do sedimento € outro fator relevante na avaliacdo da
capacidade sortiva dos agrotoxicos. O potencial hidrogeniénico do sedimento
afeta o comportamento de herbicidas ionizaveis. Quando o pH do sedimento
apresenta valores préximos ou acima do pka ou pkb da molécula, a capacidade
de sorcdo dos agrotéxicos no sedimento é reduzida (Kogan e Perez, 2004;
Christoffoleti et al., 2008).

A elevacao do pH da solucdo do sedimento favorece o desenvolvimento de
cargas negativas, que repelem as moléculas anidnicas dos herbicidas acidos.
Para herbicidas basicos, ha uma menor afinidade de suas formas moleculares

com a matriz do sedimento (Christoffoleti et al., 2008).

Outra caracteristica a ser considerada no processo sortivo dos agrotéxicos
ao sedimento é a solubilidade da molécula na agua. A solubilidade é o reflexo da
polaridade da molécula, ou seja, quanto maior é a polaridade, mais sollvel em

agua é a molécula (Schreiber, 2012).

Agrotoxicos soluveis, com algumas excecbes, por exemplo, glifosato e
organoclorados, apresentam baixos coeficientes de sorcdo nos sedimentos, em
funcdo da baixa afinidade dos compostos pelos coldides do sedimento (Oliveira e
Brighenti, 2011).

Residuos dos agrotdéxicos metolacloro, permetrina, a-cialotrina, a-endossul-
fan, endossulfan sulfato, clorpirifés e malation foram identificados em amostras de
sedimento de fundo da bacia hidrografica do rio Cuiaba, Estado de Mato Grosso
(Possavatz et al., 2014).

Em uma regido do Estado de Sdo Paulo com intenso cultivo de cana-de-
acucar, Armas, et al. (2007) detectaram a presenca de ametrina e glifosato no
sedimento de fundo da sub-bacia hidrografica do Rio Corumbatai. Os residuos de
ametrina foram encontrados em niveis quantificaveis e os de glifosato em
concentracdes inferiores a 1,0 pug L™. A explicacdo para as baixas concentragées
dos herbicidas encontradas no sedimento desse rio € a composi¢do arenosa do

sedimento que nao propicia o acumulo dos agrotoxicos na forma adsorvida.

Como o sedimento se caracteriza pela capacidade de acumular poluente, a

investigacdo da contaminacdo desse compartimento ambiental € de suma
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importancia para a confirmacdo dos impactos negativos do uso dos agrotéxicos
ao longo do tempo no corpo receptor (Hwang et al., 2009).

3.4. Contaminacédo darede de drenagem por cafeina

Muitas substancias séo utilizadas pela humanidade antes de se conhecer os
efeitos toxicos que podem acarretar aos seres vivos e ao ambiente. Dentre essas
se destaca a cafeina. A cafeina € um composto quimico orgéanico da classe das
metilxantinas, tem a capacidade de estimular o sistema nervoso central e é a
substancia psicoativa mais consumida no mundo (Diogo et al., 2013; Canela et
al., 2014).

Devido a importancia da cafeina, Frary et al. (2005) realizaram estudos
sobre as diferentes fontes de cafeina e constataram que 70,0% provém do café,
12,0% de chas e 16,0% de refrigerantes. A cada 240,0 mL de café soluvel
existem cerca de 100,0 mg de cafeina (Belay et al., 2008). Além dessas fontes
principais, a cafeina ainda € encontrada naturalmente nas folhas de cha verde
(Camilla sinensis), cacau (Theobroma cocoa), guarana (Paulinia cupana) e erva-
mate (llex paraguayensis) (De Maria e Moreira, 2007), e sinteticamente em

farmacos diversos.

Apds o consumo, a cafeina é rapidamente absorvida e metabolizada em
humanos. A excre¢do ocorre em até 48 horas, e 1,0 a 5,0% da cafeina é
excretada inalterada pela urina (Nawrot et al., 2003). Portanto, a contaminacao de
corpos d’agua com cafeina esta diretamente relacionada com a contaminacéo das
aguas com o esgoto sanitario bruto das cidades e a concentracdo da cafeina no
esgoto. Geralmente, grande parte do esgoto sanitario bruto, tratado ou nao, €
descartado em corpos aquaticos (Figura 3) (Spongberg et al., 2011; Valcércel et
al., 2011; Kurissery et al., 2012). Os residuos da cafeina do esgoto urbano
despejado na rede fluvial (Figura 3) pode inclusive retornar para a agua de

consumo humano (Canela et al., 2014).

A presenca de cafeina em afluentes de estacbes de tratamento de esgoto
esta relacionada as caracteristicas fisicas e quimicas da molécula, que controlam

a interacdo entre as fases liquida e solida do esgoto (Canela et al., 2014).
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A cafeina tem elevada solubilidade em &gua (20,0 g L™) e, em solventes de
média polaridade e apolares, pressdo de vapor 4,7. 10° Pa e coeficiente de
particdo octanol/agua de 0,8. A cafeina tem estrutura molecular estavel; que
resulta em baixa reatividade em condicbes normais de temperatura e pressao
(CAS, 2002; Canela et al., 2014).
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Figura 3. Rotas de transporte de cafeina a partir do seu descarte em sistema de esgoto sanitario.
Fonte: Canela et al. (2014).

A presenca de cafeina em corpos d’agua superficiais e subterraneos é
considerada como um indicador da contaminacdo das &guas por esgoto
doméstico. Ghiselli (2006) determinou a presenca de cafeina em aguas
destinadas ao abastecimento publico na regido de Campinas/SP, na sub-bacia do
Rio Atibaia. Entre os compostos monitorados, a cafeina foi detectada nas aguas

superficias e potaveis na concentracdo entre 1,0 a 106,0 pg L™.

Em amostras de aguas do rio Paquequer, no Rio de Janeiro, foram
detectadas concentracbes de cafeina entre 0,2 a 47,5 pug L™* e as maiores
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concentragbes foram encontradas em locais proximos da area urbanizada
(Gongalves, 2008).

A presenca de inumeros contaminantes emergentes em amostras de
mananciais e aguas tratadas distribuidas a populacdo de Campinas e suas
possiveis atividades estrogénicas foram detectadas por Raimundo (2011). Neste
estudo foi demonstrada uma correlagéo positiva entre os niveis de contaminantes
emergentes com as atividades estrogénicas e a cafeina. Esse estudo foi

corroborado por Montagner et al., (2014).

Sodré et al. (2010a) detectaram, em amostras de aguas superficiais da
Bacia do Rio Atibaia, concentracées entre 0,0022 e 0,039 pug L™ de estrogénios
endogenos, sendo o bisfenol o composto mais frequentemente detectado. Nessas
mesmas aguas também foi detectada a presenca de cafeina em concentracfes
de 0,22 ug L™ (Sodré et al. 2010b).

Em decorréncia das baixas concentracdes de cafeina nos afluentes frente ao
elevado consumo humano, certamente ha muitas outras substancias cuja
regulamentacdo na agua potavel deveria ser priorizada (Canela et al., 2014). No
entanto, a determinacdo quantitativa de cafeina é de grande importancia, ndo
apenas para 0 estabelecimento do verdadeiro cenario de contaminacdo
ambiental, mas também como indicador da presenca de outros contaminantes

emergentes, especificamente interferentes enddécrinos.

O conhecimento desse cenario é fundamental na gestdo ambiental da
qualidade das aguas fluviais como na selecdo e proposicdo de medidas de
controle da contaminacéo, seja por meio de melhorias no sistema de tratamento

de esgoto e agua ou formulacéo de legislacdes pertinentes.

3.5. Ensaios ecotoxicolégicos para o monitoramento da qualidade da
agua

A intensa atividade agricola e o uso de agrotoxicos tém aumentado
significativamente a ocorréncia de residuos nos cursos d’agua (Zagatto e
Bertoletti, 2008). O transporte de agrotoxicos das lavouras para a rede fluvial
resulta em acao toxica direta ou indireta sobre organismos néo alvos do controle
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guimico (Nakagome et al., 2006). Diante desse fato, 0os ensaios ecotoxicoldgicos
tém sido muito utilizados nos ultimos anos para monitorar a qualidade das aguas
(Magalhaes e Filho, 2008).

Os ensaios ecotoxicoloégicos sao aplicados para estabelecer limites
permissiveis, ou aceitaveis, para diversas substancias quimicas nas aguas das
redes fluviais e para avaliar os riscos e 0s impactos dos poluentes sobre os

organismos de um determinado ambiente (Costa et al., 2008).

Assim, 0s ensaios ecotoxicolégicos sdo importantes para determinar a
influéncia direta de atividades antrdpicas e/ou naturais por meio da determinacao
do grau de toxicidade das aguas contaminadas dos corpos hidricos (Magalhdes e
Filho, 2008).

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo classificados em agudos e crénicos, cujas
diferencas basicas sdo o tempo e a concentracdo de exposi¢cdo dos organismos
aos compostos quimicos e as respostas finais quantificadas (Costa et al., 2008).

A resposta avaliada em estudos de toxicidade aguda €é a letalidade
(vertebrados) ou manifestacdes que a antecede, como o0 estado de imobilidade
(invertebrados). Nesses estudos séo determinados os valores de CEs
(concentragOes efetivas medianas que causa 50,0% do efeito nos organismos-
teste) e CLsp (concentracfes letais medianas que causa 50,0% de mortalidade

dos organismos-teste) (Costa et al., 2008).

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda sao utilizados como base
para estudos mais criteriosos como ensaios de toxicidade crbnica e avaliagdes de

riscos de intoxicacdo ambiental (Lombardi, 2015).

Nos ensaios de toxicidade crénica sdo determinados os efeitos adversos dos
contaminantes em exposi¢bes prolongadas a concentragdes subletais. A
exposicao ao agente estressor pode nao levar o organismo a morte, mas pode
causar disturbios fisiolégicos, morfoldégicos e/ou comportamentais (Zagatto e
Bertoletti, 2008).

As avaliagOes de riscos sao utilizadas para comparar as exposicbes com 0s
niveis de aceitabilidade de risco e estabelecer as necessidades de implementar
medidas e ag¢bes para controlar ou minimizar os impactos ambientais negativos,
de forma a manter a integridade fisica, quimica e biolégica dos ecossistemas
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(Herricks, 2002). Os resultados das avaliagbes de risco também s&o utilizados

para a aprovacao, a proibicdo ou a restricdo do uso de agrotoxicos (Souza, 2008).

Nos ensaios ecotoxicologicos sao utilizados organismos bioindicadores de
contaminagcdo ambiental, que, devido as suas caracteristicas de baixa tolerancia a
contaminantes, reagem a presenca com alteracbes de suas funcbes vitais

normais (Magalhaes e Filho, 2008).

Os ensaios devem ser realizados com organismos pertencentes, a pelo
menos, trés niveis tréficos das cadeias biologicas aquaticas. Os principais
organismos aquéticos utilizados como bioindicadores em ensaios laboratoriais
sdo 0s microcrustaceos, macrofitas e peixes (Magalhdes e Filho, 2008; Zagatto e
Bertoletti, 2008).

Entre os critérios relevantes na selecdo dos organismos-teste nos ensaios
ecotoxicolégicos € a disponibilidade de cultivo em condicbes de laboratorio, a
representatividade do ecossistema e a sensibilidade a uma diversidade de
agentes quimicos; para possibilitar a obtencdo de resultados precisos, exatos e

reprodutiveis (Domingues e Bertoletti, 2006).

A aplicacdo dos ensaios ecotoxicolégicos na andlise ambiental tem sido
crescente e de acordo com as transformacdes quimicas no ambiente. Na Tabela
1 se observa estudos ecotoxicoléogicos com herbicidas e inseticidas com
organismos bioindicadores da contaminacdo ambiental. Esses estudos sédo
realizados para se avaliar a capacidade dos agrotoxicos causarem efeitos

deletérios nos organismos.

Os ensaios ecotoxicoldgicos, com todas as possibilidades que encerram na
mensuracdo da poluicdo ambiental, permitem ainda desenvolver estudos
cientificos para se determinar a capacidade de assimilacdo do meio, a
compreensao dos processos naturais, os efeitos dos poluentes sobre o homem e

aos ecossistemas (Sanchez, 2013).

Caunesp Pagina 29




Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

Tabela 1. Toxicidade aguda de herbicidas e inseticidas aplicados em cultura de cana-de-agucar
para organismos aquaticos bioindicadores da contaminacéo ambiental.

. . Tempo de CEsof Clsof .
Espécies Agrotoxicos exposicao (ngLiql) Referéncia
Imidacloprid 48 horas 432,6 Hayasaka et al. (2012)
2,4D 48 horas 100,0 Rebelo e Caldas (2014)
Atrazina 48 horas 50,4 Moreira et al. (2014)
Ametrina 48 horas 28,0 -45,2 Rebelo e Caldas (2014)
D. magna Diuron 48 horas 1,0-17,0 Rebelo e Caldas (2014)
Fipronil 48 horas 0,09 Hayasaka et al. (2012)
Glifosato 48 horas 0,012 Sarigul et al. (2009)
Carbaril 48 horas 0,012 Martins et al. (2007)
Malation 48 horas 0,001 Martins et al. (2007)
Hexazinona 48 horas 105,5 Silva et al. (2013a)
) . ) Diuron 48 horas 2,9 Silva et al. (2013a)
Ceriodaphnia dubia ] )

Imidacloprid 48 horas 0,5 Hayasaka et al. (2012)
Fipronil 48 horas 0,00099 Hayasaka et al. (2012)
2,4-D 7 dias 708,3 Silva et al. (2012a)
. Clomazone 7 dias 129,6 Silva et al. (2012a)

Azolla caroliniana ] ) )
Glifosato (Trop®) 7 dias 38,9 Silva et al. (2012a)
Glifosato (Scout®) 7 dias 23,6 Silva et al. (2012a)
Imidacloprid 7 dias 740,0 Daam et al. (2013)
L minor Imazapir 7 dias 1,0 Cruz et al. (2015)
Atrazina isoproturon 21 dias 0,07 Coutris et al. (2011)
Diuron 7 dias 0,0283 Gatidou et al (2015)
2,4D 48 horas 237,1 Nakagome et al. (2007)
Danio rerio Malation 96 horas 19,8 Martins et al. (2007)
Carbaril 96 horas 14,4 Pandey e Guo. (2015)
Clomazone 48 horas 13,8 Nakagome et al. (2007)
Atrazina 96 horas 5,0 Botelho et al. (2009)
O. niloticus Ametrina 96 horas 54 Iseki et al. (2012)
Diquat 96 horas 37,3 Henares et al. (2008)

3.5.1. Organismos indicadores da contaminag&o ambiental

3.5.1.1. Lemna minor

A macrdfita aquatica L. minor tém grande importancia ecoldgica, atua no
armazenamento de nutrientes, no fluxo de energia do ambiente e representa a

base das teias alimentares (Thomaz, 2002). As lemnas pertencem ao filo das
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angiospermas, classe das Monocotiledéneas e familia das Araceas (Souza,
2008).

A L. minor (Figura 4) € uma planta aquética encontrada em diversos climas e
a reproducéo se da por meio da formacédo de frondes (folhas) novas a partir do
amadurecimento de frondes mais velhas (Souza, 2008).

A L. minor tem diversas caracteristicas que a torna apta para ser utilizada
como bioindicadora em ensaios ecotoxicolégicos, como a maior taxa de
crescimento entre 0s vegetais superiores, alta sensibilidade, facilidade de manejo

e reproducdo em condicdes de laboratorio (Kiss et al., 2003).

Figura 4. Macrofita aquética L. minor, vulgarmente conhecida como lentilha d’agua.

A distribuicdo e a abundancia das macrdfitas aquéticas dependem de fatores
como a quantidade e a qualidade de luz disponivel. A intensidade luminosa tem
um papel essencial para fisiologia desses organismos, uma vez que afeta a
produtividade das plantas (Camargo et al., 2003; Tundisi e Tundisi, 2008). As
taxas 6timas de crescimento para L. minor ocorrem em intensidades de luz entre
18.500,0 e 22.200,0 lux (Tabou et al., 2014).

A temperatura também é uma caracteristica fisica da agua que influencia
diretamente na producdo primaria das macrofitas aquaticas, por controlar a
velocidade de suas reacdes quimicas (Kirk, 2010). As altas temperaturas
aceleraram as reagfes metabdlicas, de forma a favorecer a produgdo primaria
das plantas (Geneviéve et al., 1997).

A disponibilidade de nutrientes, em especial nitrogénio (N) e fosforo (P),
representa um dos principais fatores que controlam as taxas de crescimento das
macrofitas aquaticas. Taxas mais elevada de crescimento ocorrem com altas

concentracdes de nutrientes (Tundisi e Tundisi, 2008).
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O N e o P sdo elementos essenciais, pois fazem parte de moléculas que
atuam nos processos metabdlicos das plantas. O N é um importante constituinte
das proteinas e o P €& um dos compostos celulares relacionados ao
armazenamento de energia das células. A falta desses nutrientes afetam
importantes processos fisiolégicos dos vegetais, como fotossintese e respiracao
(Salisbury e Ross, 1992; Larcher, 2000).

A condutividade elétrica da agua também é um fator importante para o
crescimento de macrdfitas aquaticas, uma vez que as concentracdes de ions e
teores de nutrientes dissolvidos apresentam relagc&o positiva com a condutividade
elétrica da agua (Thomaz et al., 2003; Tundisi e Tundisi, 2008).

O pH é um parametro da &gua que afeta indiretamente a taxa de
crescimento de macrdfitas aquaticas e € responsavel pela disponibilidade de
elementos importantes na solugdo aquosa como fosfato, sulfato, ferro e
manganés. Os valores de pH acima de 6,5 podem causar a precipitacdo desses
elementos e torna-los indisponiveis a planta e prejudicar o desenvolvimento dos
vegetais (Braccini et al., 1999).

O pH também influencia na proporcdo do carbono orgéanico dissolvido na
agua, representado pelas moléculas CO,, H,CO3, HCO3 e COj3". Essas moléculas
controlam a produtividade dos vegetais, pois sdo essenciais a fotossintese.
Valores de pH préximos ou superiores a 7,0 proporcionam maior disponibilidade
de HCO3', o que provoca reducdo na taxa fotossintética das macrofitas, pois as
plantas utilizam, em maiores proporc¢des, o CO, para a realizacdo de fotossintese
(Pierini e Thomaz, 2004; Biudes e Camargo, 2008).

3.5.1.2. Daphnia magna

A D. magna é o organismo mais utilizado em ensaios ecotoxicol0gicos como
representante dos invertebrados aquaticos. A D. magna € um microcrustaceo,
popularmente conhecido como pulga d’agua (Figura 5), com comprimento entre

0,2 e 3,0 mm e habita todos os tipos de agua doce (Tavares e Rocha, 2002).

A classificacdo taxondmica da D. magna, de acordo com Paggi, 1995
(Tavares e Rocha, 2002), € a seguinte: Filo: Arthropoda; Classe: Cladocera;
Ordem: Anomopoda; Familia: Daphnidae e Género: Daphnia.
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Como parte do zooplancton, a D. magna ocupa uma posi¢cdo ecoldgica
importante nas teias troficas aquaticas, uma vez que alteragbes nas populacdes
podem ter consequéncias importantes na dinamica de todo o ecossistema

aguatico (Inacio et al., 2010).

Figura 5. Exemplar do microcrustaceo D. magna adulto (A) e neonato (B).

As principais caracteristicas da D. magna séo: ciclo de vida curto, facilidade
de adaptacdo as condi¢Bes de laboratério, facilidade de manejo e sensibilidade a
uma grande variedade de contaminantes. Essas caracteristicas tornam as
daphnias adequadas para ensaios laboratoriais de toxicidade e um 6timo modelo
para avaliacdo do ecossistema aquatico (Villarroel et al., 2003; Arauco et al.,
2005).

Outra caracteristica muito importante que tornam as daphnias aptas a
modelo biolégico € a reproducao por partenogénese; que assegura a producao de
organismos geneticamente idénticos e com sensibilidades constantes (Tatarazako
et al., 2003; Buratini et al., 2004).

3.5.1.3. Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A Tilapia do Nilo (O. niloticus) (Figura 6) € uma espécie de peixe encontrada
em quase todo o pais, e esta entre as espécies mais cultivadas em pesque-pague
e, por conseguinte, a mais popular no Brasil (Hilsdorf, 2007). A alta qualidade da
carne faz da tilapia um produto de grande interesse para o processamento
industrial e de boa aceitacdo pelo mercado consumidor (Dias et al., 2007).
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A classificagdo taxonémica da tildpia de acordo com Linnaeus, 1758, é a
seguinte: Filo: Chordata; Classe: Osteichthyes; Ordem: Perciformes; Familia:

Cichlidae; Género: Oreochromis e Espécie: niloticus.

Figura 6. Exemplar de Tilapia do Nilo (O. niloticus).

A espécie Oreochromis niloticus é reconhecida como modelo biologico,
devido a facil manipulacéo, adaptacdo ao cativeiro, manutencao em laboratério e

sensibilidade a presenca de poluentes (Almeida et al, 2002; Wu et al., 2008).

Todos esses atributos levam a espécie a ser considerada adequada para
ensaios laboratoriais de toxicidade e 6timo modelo para avaliagdo da toxicidade
do ecossistema aquético. Portanto, a tilapia frequentemente € utilizada em
estudos de toxicidade de substancias contaminantes em ecossistemas aquaticos
(Alves-Costa, 2001; Girén-Pérez et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

Os pesque-pague, locais de amostragens do presente estudo, estédo
inseridos em areas de intenso cultivo de cana-de-agUcar nas regides
administrativas de Ribeirdo Preto e Central, no Estado de S&o Paulo.

Os pesque-pague estdo inseridos nas Bacias hidrograficas do Mogi-Guacu e
Tieté/Batalha (Figuras 7A e B).
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Figura 7. Localizacdo dos pesque-pague na regido do Estado de S&o Paulo (A) e Localizacéo da
Bacia do Mogi Guagu e do Tieté/Batalha (B). Fonte: Google Earth (2016) e Diagnostico da
Bacia Hidrografica do Rio Mogi Guacu — “Relatério Zero”, 1999.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os dados da localizacdo dos pesque-
pague, obtidos no mapa topogréfico do IBGE, fotografias aéreas e imagens
orbitais do Google Earth.

Tabela 2. Dados da localizacdo dos pesque-pague estudados.

Pesque

Pague " Latitude (m) Longitude (m) Altitude (m)  Municipio Localizacao

Nascente do Cérrego do Cerradinho ou do
A 7649194,97 780932,76 604 Jaboticabal  Cérrego de Jaboticabal, afluente do

Cérrego Rico

Nascente do Cérrego do Cerradinho ou do

B 7648476,36 784727,64 581 Jaboticabal  Cérrego de Jaboticabal, afluente do
Corrego Rico

Préximo a nascente do Corrego da
C 7659327,13 806343,56 573 Sertdozinho  Vendinha, afluente do Cérrego do Ribeirdo
do Sul ou do Sertdozinho

D 7631466,79 774507,62 632 Santa Ernestina Afluente do Corrego do Coco

Préximo ao Coérrego da Inhaima ou Santa

E 7640075,87 789601,72 642 Jaboticabal . .
Miquelina

O clima caracteristico da area de estudo, de acordo com a classificacdo de
Kdppen, é o mesotérmico de inverno seco. De acordo com essa classificacdo
climatica, a temperatura média do més mais frio € inferior a 18°C e a do més mais
guente ultrapassa 22°C.

A precipitacdo média desse tipo climético varia entre 1.100 e 1.700 mm por
ano, sendo que no periodo de outubro a marco, ocorrem 80% das chuvas anuais
e no periodo de abril a setembro apenas 20%, onde Julho atinge as menores
precipitacdes %3,

A provincia geomorfologica da area de estudo € o Planalto Ocidental,
caracteristico de grande uniformidade, com relevo plano, ondulado e suave
ondulado, com predominios de baixas e amplas colinas e altitudes que oscilam

entre 400 a 600 metros 2,

Diagnéstico da Bacia Hidrografica do Rio Mogi Guagu - “Relatério Zero”, 1999.
http://www.sigrh.sp.gov.br/public/uploads/documents/7106/relmogiseg.pdf (acesso em 07.04.2017).

® Plano diretor de recomposicéo florestal visando & conservacéo dos recursos hidricos na Bacia Hidrografica
do Tieté-Batalha, 2014. http://www.comitetb.sp.gov.br/ (acesso em 07.04.2017).
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As principais unidades de solo da area de estudo sdo classificadas, de
acordo com o0 mapa pedolégico do Estado de Sao Paulo, como Latossolos,
caracteristicos de textura argilosa, arenosa e média e de alta a baixa fertilidade
natural 2,

Quanto ao material geologico, este é constituido de arenitos, siltitos, argilitos
e conglomerados, inseridos na Formagdo Adamantina, Serra Geral e Bauru %2,

As bacias hidrograficas em estudo apresentam como principal cultura

comercial a cana-de-acucar (BRASIL, 2010).

4.2. Modelo digital de elevacéo da area de estudo — MDE

O levantamento topografico das areas das microbacias dos pesque-pague
foi realizado para caracterizar o relevo no entorno dos empreendimentos
aguicolas estudados e para avaliar a influéncia do relevo no fluxo das aguas nas

areas do estudo.

Os pontos de coleta de agua e de sedimento das cinco microbacias foram
cadastrados no aparelho receptor portati GNSS (Global Navigation Satellite

Systems) do sistema GPS (Global Positioning System).

Com os pontos cadastrados e com a analise visual das imagens no
programa Google Earth foi gerado uma representacdo matematica da distribuicdo
espacial dos pontos. Esses pontos foram processados no programa Survey
(2011) para a elaboragao do modelo digital de elevacao do terreno.

As simulacbes do caminho de escoamento da agua superficial e dos
modelos digitais de elevacdo dos terrenos, realizados em cada microbacia
estudada, podem ser visualizadas nas figuras 8Ae B, 9A e B, 10Ae B, 11AeBe
12A e B. As setas indicam o sentido do fluxo da agua.
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Figura 8. Simulacao do fluxo de agua (A) e Modelo digital de elevagdo (MDE) (B) para a

microbacia em que se insere o0 pesque-pague A.

Caunesp

A

Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

| @

Pagina 38



Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

.

r‘..

*
Aguatdexlianque

640
635
630
625
620
615
610
605
600
595
590
585
580
575
570
565
560
555
550
545

Figura 9. Simulacdo do fluxo de agua (A) e Modelo digital de elevacdo (MDE) (B) para a
microbacia em que se insere o pesque-pague B.
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Figura 10. Simulacdo do fluxo de agua (A) e Modelo digital de elevacdo (MDE) (B) para a
microbacia em que se insere o pesque-pague C.
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Figura 11. Simulagdo do fluxo de &agua (A) e Modelo digital de elevacdo (MDE) (B) para a
microbacia em que se insere o pesque-pague D.
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Figura 12. Simulagdo do fluxo de &gua (A) e Modelo digital de elevacdo (MDE) (B) para a
microbacia em que se insere o pesque-pague E.

Caunesp Pagina 42




Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

4.3. Procedimento de amostragem das aguas e sedimento

As amostragens das aguas foram realizadas nos afluentes (agua de
abastecimento dos pesque-pague) e nos tanques de peixes. As coletas foram
efetuadas sempre no periodo da manhd, trimestralmente, entre Junho/2014 e

Maio/2015, para abranger:
- Estacdo das Chuvas (Janeiro, Fevereiro, Marco, Abril e Maio).

- Estacdo das Estiagens (Junho, Julho, Agosto, Setembro, Outubro e
Novembro).

Nestes mesmos periodos e concomitantemente com as amostragens de
agua, também foram coletadas amostras de sedimento de fundo dos tanques de

peixes.

As coletas de agua foram realizadas de acordo com o procedimento
estabelecido na Norma ABNT NBR 9898 (1987) e no Guia Nacional de Coletas e
Preservacdo de Amostras da CETESB (2011).

Para a coleta simples das aguas de afluente e de tanque, o coletor (balde de
volume de 1,0 L) foi posicionado contra a corrente d’agua, cerca de 15,0 a 30,0
cm abaixo da superficie da agua, até o seu preenchimento. Posteriormente, a
agua coletada foi transferida para um balde de polipropileno graduado, com
capacidade de 10,0 L (Figura 13A).

As coletas simples foram realizadas em dez pontos distintos do afluente e do
tanque de peixes. No balde de polipropileno, as amostras das aguas coletadas
foram homogeneizadas de forma a constituir amostras compostas. Estas foram
transferidas para frascos de plastico de capacidade de 1,0 L, devidamente

etiquetados e revestidos por papel aluminio (Figura 13B).

Ao final do periodo de coleta obteve-se para cada pesque-pague, um n
amostral igual a oito; sendo n = 4,0 para agua de afluente e n = 4,0 para agua do

tanque, totalizando no periodo de Junho/2014 e Maio/2015 n = 40,0 amostras.

Os frascos de coleta e os baldes foram previamente lavados com agua,
detergente extran neutro e alcool, conforme o procedimento estabelecido na
Norma ABNT NBR 13073 (2003).
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As coletas de sedimento de fundo dos tanques de peixes foram realizadas
de acordo com o procedimento estabelecido no Guia Nacional de Coletas e
Preservacdo de Amostras da CETESB (2011). Um total de 20,0 amostras de
sedimento de fundo, com aproximadamente 1,0 kg, foram coletadas durante o
periodo de Junho/2014 a Maio/2015.

Para compor as amostras compostas, foram realizadas dez coletas simples
dos sedimentos de fundo em pontos distintos no tanque de peixes dos pesque-

pague, na profundidade de 0,0 a 10,0 cm.

Figura 13. Balde de polipropileno (A) e frascos de plasticos revestidos com papel aluminio (B)
utilizados nas coletas de &gua dos afluentes e tanques de criacdo de peixes dos
empreendimentos aquicolas avaliados.

As coletas foram realizadas com um trado com cacamba de 10,0 cm e
diametro de uma polegada e meia. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas e homogeneizadas em sacos plasticos devidamente identificados
(Figura 14).

As amostras de agua e sedimento foram transportadas ao Laboratério de
Ecotoxicologia dos Agrotoxicos e Saude Ocupacional, da UNESP, Campus de
Jaboticabal em caixas isotérmicas, com a presenca de bolsas de gelo em gel,
para manter a temperatura, proteger da luz e do calor. Em seguida foram
armazenadas em freezers a -20°C (ABNT 9898, 1987; SPADOTTO et al., 2004).
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Figura 14. Procedimento de coleta e armazenagem do sedimento de fundo dos tanques de peixes
dos empreendimentos aquicolas avaliados.

4.4. Propriedades fisicas e quimicas do sedimento de fundo dos
tanques de peixes

Para a determinacao das caracteristicas fisicas e quimicas do sedimento de
fundo dos tanques de peixes dos pesque-pague, uma parte do sedimento
coletado foi transportada para o laboratério de Manejo e Conservacgéo do Solo do

Departamento de Solos e Adubos da UNESP, Campus de Jaboticabal.

As analises fisicas e quimicas das amostras de sedimento de fundo dos
tanques dos pesque-pague, para fins de fertilidade, foram realizadas de acordo
com os procedimentos estabelecidos na norma ABNT NBR 7181 (1984) e no
Manual de Métodos de Analise de Solo (EMBRAPA, 1997).

Na Tabela 3 estdo apresentadas as caracteristicas fisicas, quimicas e de
micronutrientes dos sedimentos de fundo dos tanques de peixes dos cinco

pesque-pague.
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Tabela 3. Andlise quimica, granulométrica e de fertilidade do sedimento de fundo do tanque de
peixes na profundidade de 0,0 a 10,0 cm.

Pesque-Pague

Composicdo Quimica Unidades A B C D E
pH CacCl, 5,0 54 5,3 4.5 4.7
M.O g.dm? 10,0 13,0 18,0 9,0 45,0
P mg dm® 17,0 980 350 5,0 31,0
K mmolc.dm?® 1,2 2,4 0,9 1,0 2,3
Ca mmolc.dm?® 18,0 37,0 25,0 7,0 23,0
Mg mmolc.dm?® 11,0 19,0 9,0 3,0 12,0
H+AI mmolc.dm? 31,0 34,0 31,0 28,0 64,0
SB mmolc.dm?® 30,2 58,4 34,9 11,0 37,3
CTC mmolc.dm?® 61,2 92,4 65,9 39,0 101,3
V % 49,0 63,0 53,0 28,0 37,0
Micronutrientes, S-S0, e Al

B mg dm?® 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3
Cu mg dm?® 6,0 1,0 4,4 0,6 1,0
Fe mg dm? 135,0 162,0 168,0 236,0 218,0
Mn mg dm? 6,2 4.6 4.6 12,0 11,8
Zn mg dm?® 1,1 3,3 1,9 0,6 1,4
S-S0, mg dm? 5,0 4,0 13,0 3,0 7,0
Al mmolc.dm?® 0,0 0,0 0,0 3,0 5,0
Granulometria

Argila g kg™ 542,0 521,0 5210 157,0 326,0
Silte g kg™ 168,0 100,0 195,0 20 3920
Areia fina g kg™ 192,0 141,0 147,0 305,0 192,0
Areia grossa g kg™ 98,0 238,0 137,0 536,0 90,0
Classe Textural Argilosa Argilosa Argilosa Média Média

M.O: Matéria Organica; H+Al: Hidrogénio + Aluminio; SB: Soma de Bases; CTC: Capacidade de
Toca de Cétions; V: Porcentagem de saturagdo de Bases.

4.5. Quantificacdo dos residuos de agrotoxicos e cafeina

As determinacdes dos agrotoxicos e da cafeina nas amostras de agua e
sedimento de fundo foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
acoplada a Espectrometria de Massas. Ao longo das etapas analiticas, foram
empregados reagentes de grau analitico e agua desionizada (18,8 MQ).
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O sistema cromatografico (Figura 15) é composto por um Cromatégrafo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), Shimadzu, modelo Proeminence UFLC,
equipado por duas bombas LC-20AD, injetor automético SIL-20AC,
degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-20A (permite a operacao
totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (controle da temperatura da coluna).
Acoplado ao CLAE estd o espectrometro de massas 3200 Q TRAP (Applied
Biosystems), com hibrido triplo quadrupolo (Q1, Q2 e Q3) e com ionizagao pelo

processo eletrospray.

Figura 15. Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia, Shimadzu, modelo Proeminence UFLC (A) e
espectrometro de massas 3200 Q TRAP Applied Biosystems (B).

A coluna cromatogréfica utilizada para a determinacéo dos analitos foi a Cyg,
marca Synergi 2.5 u Hydro-RP 100,0 A, de dimensdes 50,0 x 4,6 mm, na vazio
de 0,4 mL min™ e volume aplicado de 30,0 pL.

Apoés a separacao dos analitos no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, de
forma conjunta, o espectrdmetro de massas recebe os compostos e a partir dos
mesmos, cria 0s ions carregados. A relacdo massa/carga dos analitos permite ao
detector avaliar os ions gerados e caracteriza-los através de padrbes de

fragmentacao.

Dos trés quadrupolos presentes no espectrdmetro de massas, o Q1 é
utilizado como filtro de massa e o Q2 é uma célula de colisdo, onde as moléculas

intactas e os fragmentos de Q1 s&o quebrados em fragmentos de massa menor.
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O Q3 é definido para selecionar os fragmentos que serdo analisados e 0s
enviarem ao detector que produz o sinal traduzido no cromatograma de ions

totais.

Para separacdo dos compostos adotou-se sistema de eluicdo em gradiente,
iniciando-se com a mistura metanol e agua e 0,5% de &cido acético. A proporcao
entre os solventes teve inicio em 20:80 (metanol:dgua), passados oito minutos a
proporcao atingiu 95:5, que se manteve até 12,0 minutos, e aos 15,0 minutos,
retornou a condicéo inicial. O tempo total de corrida cromatografica foi de 19,0

minutos.

As analises cromatograficas foram realizadas no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), na Faculdade de Ciéncias Agronémicas —
FCA/UNESP, Campus de Botucatu/SP. A validacdo do método cromatogréfico foi

realizada de acordo com os parametros recomendados por Ribani et al.(2004).

O método de andlise possibilitou quantificar de forma eficiente, por

multirresiduo, 16 produtos listados na Tabela 4.

As curvas analiticas dos produtos analisados foram construidas a partir das
concentracbes da solucdo padréo (pureza acima de 99,8%) de 0,39; 0,78; 1,56;
3,13; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0; e 100,0 ng mL™.

Tabela 4. Relacéo de produtos analisados nas amostras de agua e de sedimento de fundo dos
empreendimentos avaliados.

Analitos Analisados

Ametrina Clomazone Hexazinona Pendimetalin

Atrazina Diclosulan Isoxaflutol Sulfentrazone
Cafeina DKN (Diquetonitrila)*  Malation Sulfometuron
Carbofuran Fipronil Metolacloro Tebutiuron

*DKN (Diquetonitrila) — metabdlito do Isoxaflutol

Na Tabela 5 encontram-se os limites de deteccdo, de quantificacdo, a
equacado de linearidade e o coeficiente de determinacdo, obtidos apds analises
das solucdes padrbes dos agrotoxicos e da cafeina para as aguas de afluente e

de tanque de peixes.
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Tabela 5. Limites de deteccdo (ng mL™) e de quantificacdo (ng mL™), equacdes de linearidade e
coeficiente de determinacgéo (Rz), gerados apos analise das soluges padrées dos
agrotéxicos e da cafeina para as aguas coletadas.

Coeficiente de

Analitos Limite ge Lim!tg de~ E.q“a?f’g‘o de Determinacéo
Deteccdo Quantificacdo Linearidade (RZ)
Ametrina 0,0098 0,0293 y =1,0159x + 0,0184 0,9951
Atrazina 0,0100 0,0293 y =0,9551x + 0,1829 0,9980
Cafeina 0,0195 0,0585 y =1,0672x - 0,2836 0,9969
Carbofuran 0,0098 0,0293 y =0,9789x + 0,0998 0,9973
Clomazone 0,0783 0,2347 y =0,9706x + 0,6078 0,9894
Diclosulan 0,0098 0,0293 y =1,0323x - 0,1640 0,9961
DKN 0,0783 0,2347 y = 0,9606x + 0,1559 0,9954
Fipronil 0,0783 0,2347 y =1,0552x - 0,5302 0,9953
Hexazinona 0,0098 0,0293 y =1,0404x - 0,1561 0,9992
Isoxaflutol 0,0098 0,0293 y =1,0401x - 0,2572 0,9967
Malathion 0,0783 0,2347 y = 0,9865x + 0,2283 0,9956
Metolaclor 0,0195 0,0585 y =0,9931x + 0,1278 0,9933
Pendimethalin 0,0783 0,2347 y =1,0034x + 0,1018 0,9883
Sulfentrazone 0,0780 0,2347 y = 0,9346x + 0,6279 0,9966
Sulfometuron 0,0098 0,0293 y =1,0155x - 0,1273 0,9960
Tebutiuron 0,0098 0,0293 y =1,0009x + 0,0397 0,9934

Para as amostras de sedimento de fundo, os limites de deteccdo, de
quantificacdo, a equacdo de linearidade e o coeficiente de determinacéo (R?),
obtidos apds analises das solucdes padrbes dos agrotoxicos e da cafeina,

encontram-se na Tabela 6.

Para a deteccdo dos agrotoxicos e da cafeina, as amostras de agua foram
descongeladas em temperatura ambiente, agitadas manualmente e submetidas a
filtracdo. Aliquotas de 40,0 mL das amostras foram filtradas em uma membrana
de fibra de vidro de 47,0 mm e porosidade 0,45 pm com o auxilio de uma bomba
a vacuo. O filtrado foi acondicionado em frascos de plastico, para posterior

processo de concentragao.

A concentracdo dos analitos foi realizada por meio da técnica de extracéo
liguido-sdlido (SPE). Para a concentracdo dos analitos, um volume de 40,0 mL
das amostras de agua de afluente e de tanque, filtrada de acordo com o

procedimento descrito acima, foi eluido em um cartucho de Cjs.
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Tabela 6. Limites de deteccdo (ng mL™) e de quantificacdo (ng mL™), equacdes de linearidade e
coeficiente de determinacgéo (Rz), gerados ap6s analise das solugbes padrées dos
agrotoéxicos e da cafeina para o sedimento de fundo.

Coeficiente de

Analitos Limite ge Lim!tg de~ E.q“a@f'?‘o de Determinacéao
Deteccdo Quantificacédo Linearidade (R%)
Ametrina 0,3910 1,1730 y =1,0159x + 0,0184 0,9951
Atrazina 0,3910 1,1730 y = 0,9551x + 0,1829 0,9980
Cafeina 0,7810 2,3430 y =1,0672x - 0,2836 0,9969
Carbofuran 0,3910 1,1730 y =0,9789x + 0,0998 0,9973
Clomazone 3,1300 9,3900 y = 0,9706x + 0,6078 0,9894
Diclosulan 0,3910 1,1730 y =1,0323x - 0,1640 0,9961
DKN 3,1300 9,3900 y = 0,9606x + 0,1559 0,9954
Fipronil 3,1300 9,3900 y = 1,0552x - 0,5302 0,9953
Hexazinona 0,0978 0,2932 y = 1,0404x - 0,1561 0,9992
Isoxaflutol 0,3910 1,1730 y =1,0401x - 0,2572 0,9967
Malathion 3,1300 9,3900 y = 0,9865x + 0,2283 0,9956
Metolaclor 0,7810 2,3430 y =0,9931x + 0,1278 0,9933
Pendimethalin 3,1300 9,3900 y =1,0034x + 0,1018 0,9883
Sulfentrazone 3,1300 9,3900 y = 0,9346x + 0,6279 0,9966
Sulfometuron 0,3910 1,1730 y =1,0155x - 0,1273 0,9960
Tebutiuron 0,0978 0,2932 y = 1,0009x + 0,0397 0,9934

As etapas envolvidas nesse processo foram: condicionamento da coluna Cig
com metanol e agua desionizada; eluicdo das amostras/sorcdo dos analitos no
adsorvente; eluicdo dos analitos retidos no adsorvente com metanol (2,5 mL) e
posterior concentracdo do composto de interesse, de acordo com o procedimento

estabelecido por Kouzayha et al. (2012).

As amostras concentradas foram filtradas com seringas descartaveis e filtros
Millex HV (Millipore) 0,45 pum, com membrana durapore 13,0 mm e
acondicionadas em vial ambar (Flow Supply) para posterior quantificagdo dos

compostos por LC-MS/MS.

Os estudos de recuperacdo foram realizados com o objetivo de avaliar a
porcentagem do analito recuperado ap0s o procedimento de concentracdo das
amostras. A concentracdo utilizada no teste de recuperacdo foi 0,1 ng mL™ e os
valores do coeficiente de recuperacdo variaram entre 72,3% e 98,8%, e 0s

respectivos desvios padroes, entre 1,2 e 6,9 (Tabela 7).
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Adotou-se como parametro ideal percentuais de recuperacdo entre 70,0 e
120,0% e valores de desvio padrao (D.P.) <10,0% (Pihlstrém, 2011).

Tabela 7. Porcentagem de recuperagdo dos agrotoxicos para a concentragdo de 0,1 ng mL™ e
seus respectivos desvios padrées.

Coeficiente de Desvio Padrao do

Analitos Recuperacao (%) Coeficiente de
perag Recuperacao (%)

Ametrina 81,31 4,57
Atrazina 92,19 6,47
Cafeina 72,38 4,45
Carbofuran 98,19 5,23
Clomazone 85,88 6,93
Diclosulan 96,00 3,10
DKN (Diquetonitrila) 77,50 2,85
Fipronil 94,88 4,23
Hexazinona 98,88 2,79
Isoxaflutol 96,64 2,23
Malation 98,50 2,80
Metolacloro 96,56 3,24
Pendimetalin 98,50 1,28
Sulfentrazone 95,69 2,43
Sulfometuron 98,13 3,43
Tebutiuron 98,69 4,97

Para as amostras de sedimento de fundo, aproximadamente 25,0 mL de
sedimento Uumido foi acondicionado em tubos Falcon de 50,0 mL. Em seguida
foram congelados em freezer a -80°C e liofilizadas por 48 horas.

Apods a liofilizagcdo, amostras com 7,0 g de sedimento de fundo foram
acondicionadas em cartuchos plasticos, com uma pastiiha porosa e
compartimento para coleta da solugéo do sedimento. Em seguida foi adicionada a
amostra 3,0 mL de agua desionizada, permanecendo em repouso por 24 horas,
sem agitacdo. Apos esse periodo, os cartuchos foram centrifugados a 4.000,0

rpm, a 25°C por 10,0 minutos para a separacao da solugao (Carbonari, 2009).

O sobrenadante foi coletado e filtrado com seringas descartaveis e filtros
Millex HV (Millipore) 0,45 ym, com membrana durapore 13,0 mm. O filtrado foi
acondicionado em vial ambar (Flow Supply) para posterior quantificacdo dos
compostos por LC-MS/MS.
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Os valores de tempo de retencdo, massa molecular dos analitos e os ions
secundérios (fragmentos) gerados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Tempo de retencdo (minutos), massa molecular dos analitos (g mol'l) e ions
secundarios (fragmentos) gerados.

Tempo de Massa
Analitos Retencao Molecular fons Secundarios
(T.R) [M-H]*
Ametrina 8,58 228,13 186,1 68,1 96,2
Atrazina 8,85 216,24 174,2 68,1 104,1
Cafeina 5,91 195,22 138,1 110,2 83,2
Carbofuran 8,03 222,11 123,1 77,1 551
Clomazone 9,17 240,20 125,1 89,1 99,1
Diclosulan 8,37 405,94 160,9 90,2 1251
DKN (Diquetonitrila) 15,03 360,05 69,2 125,1 144,3
Fipronil 9,54 436,91 368,0 251,1 263,1
Hexazinona 8,30 253,30 171,2 71,2 852
Isoxaflutol 8,69 360,05 251,2 220,2 144,0
Malation 9,37 331,01 99,0 127,1 125,0
Metolacloro 9,79 284,21 252,3 176,2 91,1
Pendimetalin 11,06 282,21 212,2 194,2 118,1
Sulfentrazone 8,10 386,95 110,2 146,1 2731
Sulfometuron 8,02 365,08 150,2 107,1 67,2
Tebutiuron 8,27 229,25 172,3 116,1 62,0

4.6. Quantificacdo de cations

A determinacdo dos céations Cobre, Ferro, Manganés, Magnésio, Sadio,
Célcio, Zinco e Potassio nas amostras de agua de afluente e de tanque dos
pesque-pague foram realizadas por Espectrofotometria de Absorcdo e Emissao

Atbmica com Chamas.

O equipamento utilizado foi o da marca GBC, modelo GBC 932 AA, com

lampadas de catodo oco, e chama de gas acetileno oxidante e ar sintético.

Para as andlises, 50,0 mL das amostras de agua coletadas foram agitadas e
fitradas em papel filtro quantitativo da marca Nalgon, diametro 15,0 cm,
gramatura 80,0 g/m? e porosidade 7,5 micras. O filtrado foi acondicionado em
tubos Falcon de capacidade de 50,0 mL para posterior determinacao.
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Na leitura dos elementos Ca e Mg, para minimizar as interferéncias
quimicas, foram adicionados 2,5 mL de solugdo estoque de 6xido de lantanio
(La203) nas amostras dos filtrados e nos padrdes analiticos. O preparo da solucao
estoque de Oxido de lantanio seguiu o procedimento estabelecido na norma ABNT
NBR 13811 (1997).

Na Tabela 9 estdo apresentados os parametros e as condi¢des de analise

dos cations nas aguas de afluente e de tanque coletadas dos pesque-pague.

Tabela 9. Pardmetros e condi¢cdes do Espectrometro de Absorcdo Atbmica em Chamas para
analises dos cations nas aguas de afluente e de tanque coletadas dos pesque-pague.

. Fenda
Corrente  Comprimento
Elementos Espectral
(mA) de Onda (nm)
(nm)
Cu 10,0 324,7 0,5
Fe 10,0 248,3 0,2
Mn 8,0 279,5 0,2
Mg 5,0 285,2 0,5
Na 5,0 589,0 0,5
Ca 5,0 422,7 0,5
Zn 50 2139 0,5
K 5,0 766,5 0,5

As curvas analiticas foram construidas com as solu¢cdes padrées dos

elementos nas seguintes concentracdes:
- Cu, K, Mg, Mn e Zn = 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 pg mL™.
-FeeNa=0,5;1,0;2,0; 4,0 e 8,0 pg mL™.
- Ca=0,25;0,50; 1,0; 2,0; 4,0 pg mL™.

Na Tabela 10, encontram-se o0s coeficientes de determinacdo para cada

elemento analisado.
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Tabela 10. Coeficiente de determinacdo (R®) gerado ap6s andlise das solucdes padrdes dos
cations avaliados nas amostras de agua coletadas.

Coeficiente de

Elementos
Determinac&o (R
Cu 0,999
Fe 0,994
Mn 0,999
Mg 1,000
Na 0,999
Ca 0,952
Zn 0,994
K 0,996

4.7. Quantificacdo de anions

Os anions cloreto, nitrito, nitrato, sulfato e fosfato, foram analisados nas
amostras de agua de afluente e de tanque dos pesque-pague. A quantificacédo
dos anions foi realizada por cromatografia de ions, segundo o método descrito por
Rice et al. (2012).

Antes das quantificacfes dos anions, as amostras de agua, in natura, foram
fitradas com seringas descartaveis e filtros Millex HV (Millipore) 0,45 um, com
membrana durapore 13,0 mm. O filtrado foi acondicionado em frasco ambar (Flow

Supply) para posterior quantificagéo.

A coluna cromatografica utilizada para a corrida foi a DIONEX IONPAC
AS11, de dimens6es 4,0 x 250,0 mm, na vaz&do de 2,0 mL min™ e volume aplicado
de 100,0 pL.

O sistema cromatografico adotado foi composto por duas fases méveis de
agua e hidroxido de potassio. O modo gradiente inicial foi de 1,0 mM de KOH,
atingiu aos treze minutos 5,0 mM e aos 23,0 minutos 38,25 mM, e retornou a
condicéao inicial aos 25,0 minutos. O tempo total de corrida cromatogréafica foi de

31,0 minutos.

Os tempos de retengdo foram de 1,76 min. para o anion cloreto; 1,94 min.
para o nitrito; 2,68 min. para o nitrato; 7,13 min. para o sulfato; e 11,63 min. para o
fosfato.
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As concentragbes para a construcdo das curvas analiticas foram obtidas a
partir de solu¢des padrdes com pureza acima de 99,8%. As curvas analiticas dos
elementos cloreto, nitrito, nitrato, sulfato e fosfato foram realizadas com as
concentracfes de: 0,0312; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 mg Lt

Na Tabela 11 se encontram os coeficientes de determinagéo, equacdes de
linearidade, limites de deteccéo e de quantificacado para cada elemento analisado.

Tabela 11. Limites de detec¢do (mg L'l) e quantificacdo (mg L'l), equacdo de linearidade e
coeficiente de determinacdo gerado apos analise das solucdes padrdes dos anions.
Coeficiente de

Limite de Limite de Equacédo de Determinacédo

Deteccdo Quantificacéo linearidade (R
Cloreto 0,0102 0,0310 y =1,9438x + 0,0034 0,9998
Nitrito 0,0014 0,0043 y =2,8141x - 0,0326 0,9977
Nitrato 0,0033 0,0101 y =3,5749x - 0,0251 0,9992
Sulfato 0,0020 0,0060 y = 3,4478x - 0,0477 0,9966
Fosfato 0,0040 0,0123 y = 7,5083x - 0,0080 0,9997

4.8. Ensaios ecotoxicoldgicos das aguas coletadas dos pesque-pague
para os organismos bioindicadores Daphnia magna e Lemna
minor

A toxicidade das aguas foi avaliada com a utilizacdo dos organismos
bioindicadores D. magna e L. minor. Os ensaios ecotoxicologicos foram
realizados de acordo com os procedimentos estabelecidos nas normas ABNT
NBR 12713 (2009) para D. magnha e OECD 221 (2002), para L. minor.

Os ensaios de toxicidade foram conduzidos em salas climatizadas do
Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotdéxicos e Saude Ocupacional, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,

Campus de Jaboticabal/SP.

Os exemplares de D. magna e de L. minor utilizados nos ensaios foram
obtidos a partir de cultivos mantidos em laboratério, de acordo com as normas

citadas acima.
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Durante o periodo do estudo foram realizados ensaios de sensibilidade para
complementar a carta controle de sanidade e sensibilidade dos organismos. A
substancia de referéncia utilizada nos ensaios de sensibilidade da D. magna e L.
minor foi o cloreto de sédio (NaCl), de acordo com a norma OECD 221 (2002) e
ABNT NBR 12713 (2009).

4.8.1. Daphnia magna

Os testes de avaliacdo da toxicidade aguda das &4guas dos pesque-pague
para D. magna compreenderam-se de trés ensaios com quatro repeticbes cada
diluicdo, em recipientes de vidro de 20,0 mL e com 10 mL total das aguas e ou

meio de cultivo.

As amostras de &agua foram descongeladas em temperatura ambiente
apenas no momento da realizacdo dos ensaios. Os ensaios foram instalados apos
a temperatura das aguas das amostras atingirem a temperatura ambiente da sala
climatizada (20°C+2) (ABNT NBR 12713, 2009).

As diluicbes das aguas de afluente e de tanque de peixes avaliadas nos
ensaios foram 100,0% do efluente coletado e diluicdes de 3,1%, 6,2%, 12,5%,
25,0% e 50,0% das aguas coletadas na agua do meio de cultivo das daphnias.
Um tratamento controle com apenas o meio de cultivo foi acrescentado em cada
ensaio (ABNT NBR 12713, 2009).

Os ensaios foram conduzidos em sistema estatico de exposicdo dos
organismos as amostras. Em cada unidade experimental foram adicionados cinco
neonatos de D. magna com periodos de vida entre 2 e 26 horas (ABNT NBR
12713, 2009).

O tempo de exposicao dos organismos foi de 48 horas, em sala climatizada
a temperatura de 20 * 2°C, em ambiente escuro e sem alimentacdo dos
organismos. O critério de aceitagdo dos ensaios foi a porcentagem de
imobilidade/mortalidade dos organismos nos recipientes controles menor que
10,0% (ABNT NBR 12713, 2009). Apos o periodo de exposicao de 48 horas foi
realizada a avaliagdo da imobilidade/mortalidade dos organismos em todos os

recipientes que compunham o0s ensaios.
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A imobilidade/mortalidade avaliada foi analisada estatisticamente por meio
dos calculos da média aritmética e do desvio padréo dos trés ensaios realizados
(ver item 4.10).

Com os resultados dos ensaios, as aguas foram classificadas em “toxicas” -
quando a porcentagem de imobilidade/mortalidade foi significativamente maior
gue no controle (100,0% de agua de cultivo) ou “ndo toxicas” - quando ndo houve

diferencas significativas com o tratamento controle (ABNT NBR 12713, 2009).

4.8.2. Lemna minor

A avaliacdo da toxicidade das aguas coletadas nos pesque-pague para a L.
minor foi realizada por meio de trés ensaios com quatro repeticdes cada dilui¢ao,

em recipientes de vidro de volume de 150,0 mL.

As amostras das aguas coletadas foram descongeladas em temperatura
ambiente apenas no momento da realizacdo dos ensaios. Os ensaios foram
instalados apls a temperatura das aguas das amostras atingirem a temperatura
ambiente da sala climatizada (24°C+2) (OECD 221, 2002).

As diluicbes das aguas de afluente e de tanque de peixes avaliadas nos
ensaios foram 100,0% do efluente coletado e diluicdes de 3,1%, 6,2%, 12,5%,
25,0% e 50,0% das aguas amostradas no meio de cultivo das lemnas. Um
controle com apenas o meio de cultivo foi acrescentado em cada ensaio (OECD
221, 2002). Cada unidade experimental continha quatro colénias de 3,0 frondes

cada, totalizando 12,0 frondes.

Os ensaios foram realizados em sistema estatico de exposicdo das
macrofitas aquaticas as amostras por sete 07 dias, em sala climatizada a
temperatura de 24 + 2°C, com luminosidade entorno de 6.500,0 lux e fotoperiodo
de 12 horas (OECD 221, 2002).

O critério de aceitagdo dos ensaios foi o tempo de duplicagcdo do nimero de
frondes no controle de 2,5 dias (60 horas) (OECD 221, 2002).

A avaliacdo do ensaio foi realizada no 3°, 5° e 7° dias de exposi¢cdo por meio

da contagem do numero de frondes formadas. Nesses dias de avaliacdo também
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foram registrados os parametros fisicos e quimicos das aguas; temperatura (°C),
pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e condutividade elétrica (uS cm™) de cada

recipiente-teste com uma sonda multi paramétrica, modelo YSI 556 MPS.

Os parametros avaliados (crescimento de frondes de L. minor e
caracteristicas fisicas e quimicas das &guas nos recipientes-teste) foram
analisados estaticamente por meio do calculo da média aritmética e o respectivo

desvio padréo dos trés ensaios realizados (ver item 4.10).

Com os dados médios do numero de frondes foram calculadas a taxa de
crescimento especifica (equacéo 01) e a respectiva porcentagem de inibicdo da
taxa de crescimento especifica (equacdo 02), de acordo com o protocolo da
norma OECD 221 (2002).

Ot (Eq. 1)
Onde:
ui-f € a taxa de crescimento especifico do inicio do ensaio (i) até ao final (f);
Ni e Nf correspondem ao parametro medido para as diferentes
concentracOes testadas ou para o controle no tempo i e f, respectivamente;
t € o periodo de tempo desde i até f.
A porcentagem de inibicdo da taxa de crescimento especifico foi calculada

com a féormula seguinte:

He — Ur
Le

2pIr =

x 100 (Eq. 2)

Onde:

%Ir é a porcentagem de inibicdo da taxa de crescimento especifico;

Mc € o valor médio de p no controle e pr € o valor médio de y no grupo de

tratamento (corresponde as diferentes concentragdes testadas).
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4.9. Toxicidade do tebutiuron e da cafeina para os organismos
Daphnia magna, Lemna minor e Oreochromis niloticus.

Os ensaios ecotoxicoldgicos de avaliagdo da toxicidade do tebutiuron e da
cafeina foram realizados com o0s organismos bioindicadores L. minor, D. magna e
O. niloticus. Os procedimentos utilizados nos ensaios foram os estabelecidos nas
normas OECD 221 (2002) para L. minor, ABNT NBR 12713 (2009) para D. magna
e ABNT NBR 15499 (2015) para O. niloticus.

Os ensaios foram conduzidos em salas climatizadas do Laboratério de
Ecotoxicologia dos Agrotéxicos e Saude Ocupacional, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal/SP.

Os exemplares de D. magna e de L. minor foram obtidos a partir de cultivos
mantidos em laboratoério, de acordo com as normas citadas. Exemplares de O.
niloticus foram obtidos pelo Centro de Aquicultura (CAUNESP), UNESP, Campus

de Jaboticabal.

Inicialmente os exemplares de O. niloticus foram aclimatados por 20 dias em
caixas d’agua de capacidade de 250,0 L com renovacdo de agua e aeracdo
constante, mantidas dentro da sala climatizada. A alimentacdo dos alevinos foi
realizada diariamente com racdo balanceada e vitaminada, em pd, com 50,0% de

proteina, assim como a limpeza de detritos no fundo do tanque de aclimatacéo.

Ensaios de sensibilidade com a substancia de referéncia foram conduzidos
durante o periodo de realizacdo dos ensaios de avaliacdo da toxicidade para

compor a carta controle de sanidade e sensibilidade dos organismos-teste.

A substancia de referéncia utilizada nos ensaios com a D. magna e a L.
minor foi o cloreto de sédio (NaCl), de acordo com as normas OECD 221 (OECD,
2002); ABNT 12713 (ABNT, 2009). A substancia de referéncia para o peixe O.
niloticus foi o cloreto de potassio (KCI), de acordo com a norma ABNT 15499
(ABNT, 2015).

Ensaios preliminares foram conduzidos para se determinar os intervalos de
concentracbes letais ou inibitérios de tebutiuron e cafeina, correspondente a

menor concentracdo que causa 100,0% de mortalidade ou inibicdo dos
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organismos-teste e a maior concentracdo que néo causa mortalidade ou inibicdo

dos organismos-teste.

As concentracfes dos ensaios definitivos foram estabelecidas dentro do

intervalo de concentracfes de letais determinados nos ensaios preliminares.

Os ensaios de sensibilidade dos organismos foram conduzidos nas mesmas
condi¢gbes laboratoriais em que foram realizados os ensaios preliminares e
definitivos. Todos o0s ensaios (sensibilidade, preliminares e definitivos) foram
realizados em triplicatas e com trés repeticdes de cada concentracdo testada e de
um tratamento controle, com apenas o meio de cultivo (OECD 221, 2002; ABNT
12713, 2009; ABNT 15499, 2015).

Nos ensaios definitivos, as concentracdes de tebutiuron testadas foram:
- D. magna = 0,0; 25,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0; 300,0 e 400,0 mg L™.
- L. minor = 0,0; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5e 1,0 mg L™
- O. niloticus = 0,0; 20,0; 22,0; 24,0; 26,0 e 28,0 mg L™.
Para a cafeina, as concentracfes testadas foram:
- D. magna = 0,0; 50,0; 150,0; 200,0; 250,0; 300,0 e 350,0 mg L™.
- L. minor = 0,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0 e 300,0 mg L™.
- O. niloticus = 0,0; 170,0; 190,0; 210,0; 230,0 e 250,0 mg L™.

Nos ensaios com a D. magna foram utilizados recipientes de vidro de
capacidade de 20,0 mL. As unidades experimentais foram compostas com 10,0
mL da solucdo teste e cinco organismos-teste neonatos, com 2 a 26 horas de
vida. O periodo de exposicao foi de 48 horas em sistema estatico, no escuro, a
20£2°C e sem alimentacdo dos organismos (ABNT 12713, 2009).

Apds 48 horas de exposicdo foi avaliada a imobilidade/mortalidade dos
organismos em cada unidade experimental. A partir do método estatistico
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1997), foram calculadas as
concentragdes efetivas medianas CEsg.4gn € as faixas de seguranca descrita pelo

limite inferior e limite superior (LI e LS, p=0,05).

Para L. minor, os recipientes utilizados foram de vidro com capacidade de

150,0 mL. As unidades experimentais foram compostas com 100,0 mL da solucéo
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teste. Para a aclimatagdo dos organismos-teste 24 horas antes da diluicdo do
tebutiuron e da cafeina, as 12,0 frondes de L. minor foram adicionadas nas
unidades experimentais com apenas 50,0 mL de meio de cultivo. Apds a
aclimatacdo, os produtos testados foram diluidos nos 50,0 mL restantes dos
meios de cultivo para conter concentragao final de cada tratamento nas unidades

experimentais.

O periodo de exposicdo foi de sete dias em sistema estatico, com
fotoperiodo de 16 horas, luminosidade entorno de 6.500,0 lux e temperatura de
24+ 2°C (OECD 221, 2002).

No 3°, 5° e 7° dias de exposicao foi realizada a avaliagdo da inibicdo de
crescimento dos organismos por meio da contagem do namero de frondes vivas.
Ao final do periodo experimental foi registrado o numero total de frondes
formadas. Com os valores do nimero de frondes formadas nas concentracdes
testadas foram calculados os valores de concentracao inibitoria mediana (Clso-74)
e dos limites inferior e superior (LI e LS, p=0,05) por meio do programa estatistico

Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1997).

Os ensaios de toxicidade com O. niloticus, foram realizados com
organismos-teste de peso corpéreo entorno de 1,0 g. Os peixes foram expostos
aos produtos avaliados, em sistema estatico, por 48 horas e sem alimentacao. As
parcelas experimentais utilizadas foram recipientes de vidro com capacidade de
50 L e o volume final total de 3,0 L da solucéo teste. Os ensaios foram
conduzidos em sala climatizada com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
2412 °C (ABNT 15499, 2015).

A aclimatacdo dos peixes nos recipientes experimentais foi realizada com a
adicao de 2,0 L de 4gua e 3,0 animais, 24 horas antes da aplicacdo dos produtos
testados. ApOs as 24 horas de aclimatacdo foram adicionou-se 1,0 L de solucéo
teste com as respectivas concentra¢cées dos produtos, para completar o volume
final de 3,0 L.

Os animais mortos nos recipientes experimentais foram retirados
diariamente e ao final do periodo experimental foi registrado o numero total de
animais mortos. Com os valores de mortalidade nas concentracfes testadas,

foram calculadas a concentracdo letal mediana (CLso4sn) € 0 limite inferior e
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superior (LI e LS, p=0,05) por meio do programa estatistico Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1997).

Todos os procedimentos dos residuos gerados nesta pesquisa foram
descartados de acordo com a Resolucdo Conama n°430. Em acordo com esta
Resolucdo, “os efluentes de qualquer fonte poluidora somente podem ser
lancados diretamente no corpo receptor se estiverem nas condi¢coes e padroes

estabelecidos com as Normas que preconiza”.

Assim, os residuos liquidos gerados no processo experimental foram
armazenados em tambores plasticos resistentes, de capacidade de 40,0 L,
devidamente identificados, para posterior tratamento de acordo com as normas do

programa de gerenciamento de residuos da FCAV/UNESP.

Os organismos-teste utilizados nos ensaios foram congelados para posterior
incineracdo e tratados como residuo sélido, atendendo as normas do programa
de gerenciamento de residuos da FCAV/UNESP.

4.9.1. Classificacao do tebutiuron e cafeina quanto a toxicidade aguda

Os valores de 50% de mortalidade ou inibicdo calculados nos ensaios de
toxicidade para os organismos D. magna (CEsp.4gn), L. minor (Clsp.74) € O. niloticus
(CLso-4sn) foram utilizados para classificar o herbicida tebutiuron e a cafeina nas
classes de toxicidade aguda propostas por Zucker (1985) e estabelecidas no
sistema de classificacdo de substancias toxicas pelo Potencial de Periculosidade
Ambiental do IBAMA (2015), que estéo contidas na Tabela 12.
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Tabela 12. Classes de toxicidade aguda proposta por Zucker (1985) e Sistema de Classificacéo
guanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental (IBAMA, 2015) dos contaminantes
prevalentes para D. magna, L. minor e O. niloticus.

CEsqo, Clsp ou CLso (mg L'l) Classes Toxicolégicas

CEso/Clso /CLs0<0,1 Extremamente téxico

0,1<CEso/Clso /CL50<1,0 Altamente toxico
Zucker (1985) 1,0<CEso/Clsg /CL50<10,0 Moderadamente téxico

10,0<CEs0o/Clsp /CL50<100,0 Ligeiramente téxico

CEs5o/Clso /CL5>100,0 Praticamente nao toxico
0,0=CEso/Clso /CL50<1,0 Altamente téxico
< N
IBAMA (2015) 1,0=CEs50/Clso /CL50<10,0 Muito tdéxico
10,0=CEs5/Clso /CL50<100,0 Medianamente toxico
CEs50/Clsg /ICL502100,0 Pouco téxico

4.9.2. Risco de intoxicacdo ambiental do herbicida tebutiuron para os
organismos Daphnia magna, Lemna minor e Oreochromis
niloticus.

O herbicida tebutiuron, com base nos valores calculados de toxicidade para
os organismos, foi classificado nas classes de risco de intoxicacdo ambiental
citadas por Goktepe et al. (2004). Essa classificacdo ndo foi possivel de ser
realizada para o produto cafeina, uma vez que, ndo existe atualmente legislacéao

que dite os limites de concentracdo maxima permitida para o ambiente aquético.

O calculo do risco de intoxicagcdo ambiental foi baseado na relacédo entre a
concentracdo ambiental estimada (CAE) e os valores de toxicidade para os

organismos.

Os valores das CAE foram calculados considerando-se a contaminacdo de
um espelho d’agua de 1,0 ha por escoamento superficial com 100,0%, 50,0%,
25,0%, 12,5%, 6,25%, 3,12% e 1,56% da maior dose recomendada do herbicida
tebutiuron para a cultura de cana-de-agtcar (1.200,0 g i.a ha™), conforme a bula
da formulacdo comercial Combine 500 SC®.

No calculo dos valores das CAE foi considerado também a distribuicéo
uniforme do tebutiuron em todo o volume de agua do espelho d"agua de um
hectare (10.000,0 m?) (Parker et al. 1995) com as profundidades de 0,30; 1,0 e
2,0 m (Urban e Cook, 1986; Parker, et al., 1995; Solomon, 1996, Moura, 2009;
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Manrique et al., 2013). A densidade média da 4gua considerada nos calculos foi
de 1,0 g cm™.

A justificativa dos autores para os calculos para a profundidade 0,3 m é que
esta € a faixa onde se encontram o zooplancton e o fitoplancton, que séo
organismos da base da cadeia alimentar. Para as profundidades 1,0 e 2,0 m, é
porque sdo recomendadas pela EPA para avaliacdo de riscos em ambientes

aguaticos.

Apoés o célculo da CAE, foi calculado o quociente de risco (QR), conforme

descrito por Goktepe et al. (2004) (Equacao 3).

CAE

QR = (Eq.3)

" CE., OU €l OU €L,

Onde:
QR = Quociente de risco;
CAE = Concentragao ambiental estimada;

CEso, Clso, CLsp = Concentracgdes letais medianas.

Na Tabela 13, estdo citadas as classes dos valores de quociente de risco

segundo Goktepe et al. (2004) para os organismos aquaticos avaliados.

Tabela 13. Classificacdo dos valores de quociente de risco (QR) para organismos aquaticos de
acordo com os procedimentos estabelecidos por Goktepe et al. (2004).

Quociente de risco Classes de risco
RQ >0,5 Alto risco
0,05<RQ<0,5 Médio Risco
RQ<0,05 Baixo risco

4.10. Analise Estatistica

A anadlise estatistica dos ensaios ecotoxicolégicos com 0s organismos L.

minor e D. magna foram realizadas de acordo com o0s procedimentos
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estabelecidos pela norma OECD 221 (2002) e ABNT NBR 12713 (2009),

respectivamente.

Para as andlises estatisticas dos dados utilizou-se o programa estatistico
Assistat 7.7beta.

O delineamento experimental utilizado nas andlises estatisticas dos ensaios
foi o inteiramente ao acaso. A existéncia de diferencas significativas entre os
tratamentos e o controle dos ensaios ecotoxicolégicos com os organismos D.
magna e L. minor foi verificada por meio da andlise de variancia (ANOVA). O teste
de variancia utilizado foi o teste F e, quando o F foi significativo, as médias foram
comparadas com teste de comparacdo de média de Scott-Knott (p = 0,05).

Nos ensaios ecotoxicoldgicos com a L. minor, as variaveis condutividade das
aguas dos recipientes-teste, no sétimo dia de exposicao das macrofitas, e a % de
inibicdo de crescimento das frondes do organismo foram analisadas por meio do
coeficiente de correlagcdo de Pearson, ao nivel de 5,0% de significancia.

Para verificar a relacdo existente entre a declividade média dos relevos das
microbacias hidrograficas em que os pesque-pague estdo inseridos, a area de
mata ciliar de entorno com a rede fluvial das microbacias, as areas de plantacfes
de cana-de-acUcar e a contamina¢do das aguas dos pesque-pague, os dados

foram analisados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (p = 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Contaminacdo das amostras de &gua por agrotoxicos nos
pesque-pague

Nas aguas dos cinco pesque-pague, localizados nas regifes administrativas
de Ribeirdo Preto e Central, no Estado de S&o Paulo, foi constatada a presenca
de residuos de seis dos quinze agrotdoxicos analisados (Tabela 4). Estes
normalmente sdo aplicados em culturas de cana-de-acgUcar inseridas no entorno
dos pesque-pague. Os agrotoxicos encontrados nas aguas de afluente e de
tanque de peixes dos pesque-pague foram ametrina, atrazina, clomazone,

hexazinona, metolacloro e tebutiuron.

Na Tabela 14 se encontram os valores totais das concentragbes (ng mL™)
dos herbicidas encontrados nas aguas de afluente (AA) e tanque de peixes (AT)
dos cinco pesque-pague, nas quatro estacdes do ano entre Junho/2014 e
Maio/2015.

O herbicida tebutiuron foi 0 maior contaminante das aguas dos pesque-
pague durante o periodo avaliado, representando um total de contaminacgéo de
2,908 ng mL™) ao longo do ano de coleta (Tabela 14).

As maiores contaminacfes das aguas com o tebutiuron sdo devidas a suas
caracteristicas fisicas e quimicas, que Ihe confere elevado potencial de
transporte, via enxurrada e lixiviagdo, do local de aplicacao para as bacias fluviais.
Dentre essas caracteristicas, podem-se citar a alta solubilidade na agua (2.500
mg L™ a 20°C), meia vida de 400 dias, baixo coeficiente de particdo octanol-agua
(Kow) e coeficiente de sor¢ao (Koc) e pressao de vapor a 25°C de 0,27 mPa
(Rodrigues e Almeida, 2005; Christoffoleti et al., 2008; UH, 2016).

De acordo com o indice de vulnerabilidade de aguas subterraneas (GUS), o
herbicida tebutiuron é classificado como lixiviavel (GUS>2,8); indicativo de alta
percolacdo no solo e contaminacdo das &guas subterraneas. Pelo indice de
contaminagdo das aguas superficiais (GOSS), devido aos seus altos valores de

meia vida e solubilidade em agua e ao baixo Koc, o tebutiuron é classificado como
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de alto potencial de transporte dissolvido em agua (Armas et al., 2005; Milhome et

al., 2009; Britto et al., 2012; UH, 2016).

Tabela 14. Valores totais das concentracdes (ng mL'l) dos herbicidas detectados nas aguas de
afluente (AA) e de tanque de peixes (AT) para 0s cinco pesque-pague, nos quatro
periodos de amostragens, compreendidos entre Maio/2014 e Junho/2015.

Afluente

Periodos de Pesque- Herbicidas Total

Amostragens Pague  Tebutiuron Metolacloro Hexazinona Clomazone Ametrina Atrazina
A 0,006 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0,023
B 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008
Primavera C 0,146 0,016 0,075 0,000 0,047 0,000 0,284
D 0,027 0,031 0,009 0,000 0,029 0,000 0,096
E 0,200 0,047 0,015 0,129 0,028 0,000 0,419
A 0,003 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022
B 0,015 0,013 0,012 0,000 0,029 0,037 0,106
Verao C 0,214 0,036 0,052 0,155 0,060 0,036 0,553
D 0,038 0,136 0,009 0,000 0,030 0,066 0,279
E 0,109 0,000 0,016 0,000 0,025 0,053 0,203
A 0,000 0,015 0,000 0,130 0,000 0,000 0,145
B 0,011 0,013 0,000 0,000 0,026 0,027 0,077
Outono C 0,175 0,020 0,078 0,000 0,061 0,075 0,409
D 0,054 0,056 0,010 0,000 0,034 0,260 0,414
E 0,133 0,000 0,016 0,000 0,030 0,081 0,260
A 0,006 0,038 0,003 0,177 0,000 0,000 0,224
B 0,014 0,024 0,038 0,000 0,000 0,000 0,076
Inverno C 0,202 0,015 0,108 0,000 0,064 0,000 0,389
D 0,014 0,014 0,011 0,000 0,026 0,000 0,065
E 0,056 0,000 0,004 0,128 0,000 0,000 0,188

Total 1,431 0,510 0,456 0,719 0,489 0,635
Agua de Tanque

Periodos de Pesque- Herbicidas Total

Amostragens Pague  Tebutiuron Metolacloro Hexazinona Clomazone Ametrina Atrazina
A 0,019 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033
B 0,009 0,021 0,000 0,139 0,032 0,021 0,222
Primavera C 0,291 0,053 0,081 0,000 0,127 0,029 0,581
D 0,033 0,231 0,024 0,000 0,031 0,000 0,319
E 0,213 0,000 0,006 0,000 0,000 0,000 0,219
A 0,006 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032
B 0,006 0,023 0,000 0,000 0,000 0,020 0,049
Verao C 0,232 0,048 0,124 0,000 0,131 0,049 0,584
D 0,025 0,125 0,016 0,000 0,031 0,203 0,400
E 0,093 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000 0,101
A 0,010 0,013 0,000 0,000 0,000 0,021 0,044
B 0,170 0,028 0,128 0,000 0,109 0,000 0,435
Outono C 0,023 0,038 0,113 0,000 0,000 0,000 0,174
D 0,197 0,000 0,022 0,000 0,000 0,030 0,249
E 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006
B 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008
Inverno C 0,055 0,020 0,020 0,000 0,027 0,000 0,122
D 0,023 0,029 0,038 0,000 0,027 0,000 0,117
E 0,058 0,032 0,029 0,000 0,000 0,000 0,119

Total 1,477 0,701 0,609 0,139 0,515 0,373
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Gomes et al. (2001) confirmaram o alto potencial de risco do tebutiuron de
contaminar as aguas subterrdneas da microbacia do Corrego Espraiado, na
regido de Ribeirdo Preto em um monitoramento por um periodo de quatro anos.
Esses autores constataram a presenca de tebutiuron em todas as amostras de
agua analisadas. Pessoa et al. (2003), também na microbacia do Corrego
Espraiado, verificaram que 13,1% da area de estudo apresentou alta exposicéo a

contaminacgéo de tebutiuron.

Bicalho e Langenbach (2013) demostraram que o herbicida tebutiuron ndo é
facilmente biodegradado e, por conseguinte, é altamente persistente no ambiente.
Essa caracteristica deve-se ao baixo valor de mineralizacdo da molécula (£0,9%).

Em ordem decrescente e na sequéncia ao tebutiuron, as maiores
concentracbes foram dos herbicidas metolacloro e hexazinona, com a
contaminac&o total de 1,211 ng mL™ e 1,065 ng mL™ respectivamente (Tabela
14).

As contaminacbes das aguas com o metolacloro podem ser explicadas
também pelas caracteristicas fisicas e quimicas dessa molécula. A alta
solubilidade (530,0 mg L™ a 20°C), moderada persisténcia, pressdo de vapor de
1,7 mPa (25°C) e a moderada mobilidade proporcionam alto potencial de
contaminacdo de aguas superficias e subterraneas pelo metolacloro aplicado (UH,
2016).

Pelo indice de vulnerabilidade de aguas subterraneas (GUS), o herbicida
metolacloro tem risco potencial de contaminagédo de dguas subterraneas, uma vez
gue é classificado como lixiviavel (GUS>2,8). Pelo indice de contaminacdo das
aguas superficiais (GOSS), o metolacloro apresenta alto risco de contaminacdo

de aguas superficias por transporte dissolvido em agua (Milhome et al., 2009).

Mariot et al. (2009) constataram a alta mobilidade do metolacloro em perfis
do solo Latossolo Amarelo distrofico tipico cultivado com algoddo no municipio de
Primavera do Leste, MT. Nessa mesma regido, foram quantificadas
concentracdes de até 1,732 ng mL™’ de metolacloro em &guas subterraneas
(Dores et al., 2008).

Em cultivos de milho no Nordeste da Grécia, Vryzas et al. (2012),

constataram lixiviacdo do herbicida metolacloro de até 110,0 cm de profundidade
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apos 50,0 mm de chuva. O metolacloro persistiu na solu¢do do solo, com niveis
de concentracéo de até 10,0 ng mL™, por 16 meses apés a aplicacéo.

A contaminacdo de aguas superficiais com o metolacloro por escoamento
superficial pode ser de até 5,0% da quantidade aplicada (Dores et al., 2009).
Portanto, as préaticas agricolas de conservacéo do solo sdo fundamentais para se
reduzir o transporte e escoamento dos agrotoxicos e evitar a contaminagdo dos

corpos d’agua.

O herbicida hexazinona tem grande potencial de contaminacdo de aguas
superficiais e subterrdneas devido as caracteristicas fisicas e quimicas favoraveis
da molécula. O hexazinona tem alta solubilidade em &gua, de 33,0 g L™ a 25°C,
pressdo de vapor de 0,03 mPa, baixa adsorcédo no solo e indice de GUS = 2,8,
portanto lixiviavel (Celis et al., 2002; Queiroz et al., 2009; Mendes et al., 2013;
UH, 2016).

Devido as caracteristicas fisicas e quimicas que potencializam o transporte
do hexazinona via lixiviagdo, esse herbicida tem sido detectado no ambiente
aguatico e nos perfis do solo. O hexazinona foi detectado na concentracdo de
260,0 ng mL™ em aguas de pocos de abastecimento da cidade de Ribeirdo Preto,
localizados proximos a plantagdes de cana-de-acucar (Di Bernardo Dantas et al.,
2011). Dousset et al. (2004) constataram que entre 2,0 a 11,0% do hexazinona
aplicado em solos com variados teores de argila e carbono organico foram

recuperados ap6s 160,0 mm de chuva simulada ao longo de 12 dias.

Os herbicidas atrazina, ametrina e clomazone também foram encontrados
nas aguas de afluente e de tanque de peixes dos pesque-pague avaliados. A
atrazina apresentou um total de contaminacdo de 1,008 ng mL™, a ametrina de
1,004 ng mL™ e o clomazone de 0,858 ng mL™ (Tabela 14). Os trés herbicidas
juntos representam 35,6% da contaminacéo total das aguas (Tabela 14).

A presenca das triazinas (ametrina e atrazina) nas aguas dos pesque-pague
€ previsivel também devido as caracteristicas fisicas e quimicas das moléculas,
como moderada persisténcia, mobilidade e solubilidade em agua, a fraca
capacidade de adsorcdo e alta volatilidade. Essas caracteristicas favorecem o

transporte dos dois herbicidas por escoamento superficial e lixiviagdo na agua e
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deposicdo atmosférica por volatilizagdo (Gfrerer et al., 2002; Armas et al., 2007;
UH, 2016).

Estudos sobre a degradacdo de atrazina em aguas subterraneas e solos
comprovam a persisténcia desse herbicida, especialmente em aguas estagnadas
(T12=206,0 a 710,0 dias), devido aos mecanismos naturais ndo serem suficientes
para atenuar os riscos de acumulo de atrazina ao longo do tempo (Schwab et al.,
2006).

Em um estudo da distribuicdo do herbicida atrazina nos compartimentos
ambientais, Correia e Langenbach (2006) observaram que o0 processo de
volatilizacdo foi responsavel por 0,3% do transporte do agrotoxico, a
mineralizacao por 0,2% e a lixiviacdo por 4,0 a 11,0%. Verificaram que, apés 90
dias da aplicacdo no solo, a atrazina, foi encontrada a 50,0 cm de profundidade, e
citam ainda que o herbicida atinge as aguas do subsolo. Verificaram também que
a grande perda de atrazina pelo processo de escoamento superficial foi dissolvida
na fase liquida (1,6%); quatro vezes maior que adsorvida as particulas erodidas
do solo (0,4%).

Os herbicidas atrazina e ametrina aplicados em Latossolo Vermelho Amarelo
podem atingir os lencéis freaticos devido a mobilidade no perfil do solo, mas a
ametrina tem maior potencial de contaminacdo do ambiente, devido as maiores
meia vida, persisténcia e mobilidade da molécula no solo, em relacdo a atrazina
(Paula, 2007).

O herbicida clomazone tem grande potencial de deslocamento no ambiente
devido & alta solubilidade da molécula em agua a 20°C (1,1 g L), elevada
volatilidade (pressdo de vapor de 19,2 mPa a 25°C), moderada persisténcia e
mobilidade no solo (Noldin et al., 2001; UH, 2016).

O clomazone é um herbicida registrado para a cultura de arroz inundado, e a
drenagem das aguas, no final do ciclo da cultura, tem alto risco de contaminacao
de rios e riachos da rede hidrica local, devido a possibilidade de carreamento de
residuos do herbicida (Noldin et al., 2001).
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5.2. Influéncia dos periodos de estiagem e de chuvas na
contaminacdo das aguas dos pesque-pague por agrotoxicos

Nos resultados desse estudo foram observadas as relacdes entre a
quantidade de chuva e o transporte de agrotoxicos para as aguas dos pesque-
pague. As maiores concentracdes dos herbicidas nas 4guas foram observadas no
periodo de amostragem em que ocorreram as maiores precipitacdes (Tabela 15).

Na regido Sudeste e Centro-Oeste do Brasil a colheita da cana-de-agucar
inicia-se nos meses de abril/maio, e estende-se a novembro/dezembro. No final
do periodo de colheita, ou no inicio das chuvas, séo realizados os tratos culturais,
incluindo o manejo de plantas daninhas, com a aplicacdo dos herbicidas (Correia
et al., 2010).

Com o inicio das precipitacdes, os agrotdxicos podem ser transportados para
a rede fluvial local via escoamento superficial ou percolacdo em dire¢cao as aguas
superficiais e subterraneas (Britto et al., 2012). Este fato, aliado as caracteristicas
fisicas e quimicas dos agrotoxicos, que favorecem esse transporte, proporcionam

as maiores contaminacao das aguas coletadas durante o periodo de chuvas.

Tabela 15. Valores das concentrag6es (ng mL"l) dos herbicidas detectados nas aguas coletadas e
as precipitagcdes (mm), durante o periodo de amostragem de Junho/2014 a Maio/2015,
agrupados em épocas de estiagem e de chuvas.

Afluente
periodo te | Precintacio Herbicidas
9 Tebutiuron Metolacloro Hexazinona Clomazone Ametrina Atrazina  Total
Estiagem 308,52 0,679 0,202 0,263 0,434 0,194 0,000 1,772
Chuva 899,54 0,752 0,308 0,193 0,285 0,295 0,635 2,468

Agua do Tanque

Periodo de Precipitagédo

Amostragem (mm) - He'rb|C|das - -
Tebutiuron Metolacloro Hexazinona Clomazone Ametrina Atrazina  Total
Estiagem 308,52 0,715 0,400 0,198 0,139 0,244 0,050 1,746
Chuva 899,54 0,762 0,301 0,411 0,000 0,271 0,323 2,068

A influéncia do periodo chuvoso na contaminagdo de &guas superficias
também foi detectada por Soares et al. (2013). Os autores encontraram residuos
de agrotoxicos em 67,0% das amostras de agua coletadas durante a estacdo

chuvosa, e em 21,0% durante a estacao de estiagem.
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Sangchan et al. (2014) também constataram a relagdo entre as estacdes
chuvosa e estiagem e a contaminacdo de aguas superficiais por agrotoxicos.
Verificaram que as maiores contaminacdes das aguas superficiais com o0s
agrotoxicos ocorrem durante a estacdo chuvosa que correspondem de 0,002 a

4,1% das quantidades aplicadas.

As menores contaminacdes das aguas dos pesque-pague ocorreram Nnos
meses correspondentes ao periodo de estiagem (Tabela 15). No entanto, o
herbicida clomazone apresentou maior concentracdo nas aguas durante o periodo
de estiagem (0,573 ng mL™) em relacdo ao periodo de chuva (0,285 ng mL™)
(Tabela 15).

A maior contaminacdo das aguas pelo herbicida clomazone no periodo de
estiagem pode ser explicada pelo fato de que esse herbicida é recomendado para

ser aplicado em épocas de baixa precipitacao.

Essas recomendacgfes sdo devidas as caracteristicas fisicas e quimicas do
clomazone, que proporcionam a dessorcdo para a solucdo do solo e a
disponibilidade de absor¢cao pela radicula e/ou cauliculo das plantulas mesmo em
condicdes de baixa umidade do solo (Rodrigues e Almeida, 2005; Procopio et al.,
2008; Correia et al., 2010).

5.3. Comparacédo da contaminacdo das aguas de afluente e de tanque
de peixes dos pesque-pague por agrotoxicos.

O total da concentracdo de herbicidas, em ng mL™, para as aguas de
afluente (AA) e aguas de tanque (AT) de peixes dos cinco pesque-pague, no
periodo compreendido entre Junho/2014 a Maio/2015, se encontram na Tabela
16.

Todas as amostras das aguas dos cinco pesque-pague estavam
contaminadas por pelo menos um dos agrotoxicos avaliados. Os afluentes dos
pesque-pague estavam mais contaminados do que as aguas dos tanques de
peixes, exceto nos pesque-pague B e D. Na comparagdo entre 0s cinco pesque-

pague, as aguas do C apresentaram as maiores concentracdes de herbicidas.
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A soma das concentracfes de todos os herbicidas nas 4guas do afluente
(AA) e do tanque de peixes (AT) totalizou, em ordem decrescente (Tabela 16):

-No C=3,096 ng mL™* (AA=1,635ng mL™" e AT = 1,461 ng mL™).
-No D =1,939 ng mL™ (AA =0,854 ng mL™ e AT = 1,085 ng mL™).
-No E = 1,509 ng mL™ (AA = 1,070 ng mL™" e AT = 0,439 ng mL™).
-No B =0,981 ng mL™ (AA=0,267 ngmL™ e AT = 0,714 ng mL™).

-No A =0,529 ng mL™ (AA = 0,414 ng mL™" e AT = 0,115 ng mL™).

Tabela 16. Valores das concentragbes dos herbicidas (ng mL'l) nas aguas de afluente (AA) e de
tanque (AT) para os cinco pesque-pague, no periodo entre Junho/2014 a Maio/2015.

Pesque- Ponto de Herbicidas Total
Pague Coleta Tebutiuron Metolacloro Hexazinona Clomazone Ametrina Atrazina

AA 0,015 0,089 0,003 0,307 0,000 0,000 0,414

A AT 0,041 0,053 0,000 0,000 0,000 0,021 0,115

B AA 0,048 0,050 0,050 0,000 0,055 0,064 0,267

AT 0,193 0,072 0,128 0,139 0,141 0,041 0,714

AA 0,737 0,087 0,313 0,155 0,232 0,111 1,635

¢ AT 0,601 0,159 0,338 0,000 0,285 0,078 1,461

b AA 0,133 0,237 0,039 0,000 0,119 0,326 0,854

AT 0,278 0,385 0,100 0,000 0,089 0,233 1,085

E AA 0,498 0,047 0,051 0,257 0,083 0,134 1,070

AT 0,364 0,032 0,043 0,000 0,000 0,000 0,439

Ponto de Coleta Herbicidas Total
Tebutiuron Metolacloro Hexazinona Clomazone Ametrina Atrazina

AA 1,431 0,510 0,456 0,719 0,489 0,635 4,240

AT 1,477 0,701 0,609 0,139 0,515 0,373 3,814

A contaminacdo detectada nas aguas dos pesque-pague esta relacionada a
proximidade com as atividades agricolas e o tamanho das areas da microbacia no
entorno da rede fluvial cultivada com cana-de-acgucar. Silva (2006) constatou uma
relacdo positiva entre a utilizacdo de agrotoxicos em regides agricolas do Norte
Fluminense com a baixa qualidade das aguas subterrdneas e superficias dessas

regides.

No entanto, outros fatores devem ser considerados quando se pretende
compreender a contaminacdo de corpos d’agua, como: declividade do terreno, a

presenca de mata ciliar e a area de plantagdes localizadas proximas aos cursos
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d’agua. O uso do solo em que a rede fluvial se insere se destaca entre os fatores

diretamente relacionados com a contaminacao das aguas.

A declividade média da microbacia em que se inserem 0s pesque-pague, a
ocupacdo das areas por matas ciliares e plantacbes de cana-de-aclUcar e a
contaminacdo das aguas de afluente e de tanque dos pesque-pague podem ser
observadas na Tabela 17.

Tabela 17. Porcentagens da declividade média da microbacia em que se inserem os pesque-
pague, da mata ciliar ao redor do curso do rio que os abastecem, da area de
plantacdo de cana-de-aclcar e da contaminacéo de suas aguas pelos herbicidas.

A B C D E
Declividade Média (%) 1,91 0,48 1,45 0,30 1,24
Area de Mata Ciliar (%) 3,64 5,24 3,16 9,27 9,43
Area de Plantacao (%) 96,36 56,35 96,84 90,73 90,57
% de Contaminacdo das 6,57 12,18 38,44 2407 18,73

aguas

Teste de correlagdo de Pearson (alfa = 5%):
- Declividade x Contaminag&o: r = 0,0911"°
- Mata Ciliar x Contaminac3o: r = -0,0390"°

- Area de Plantacdo x Contaminag&o: r = 0,3690"°.

ns = nao significativo (p >= 0.05)

Pelos valores calculados de r do teste de correlacdo de Pearson (Tabela 17)
verifica-se uma correlacdo insignificante, de acordo com as classificagcbes de
Hinkle et al. (2003), entre as contaminacdes das aguas dos pesque-pague pelos
herbicidas com a declividade média das microbacias (r = 0,0911) e com a area de

mata ciliar no entorno da rede hidrogréfica local (r = -0,0390).

A inexistente relacdo entre essas variaveis pode estar relacionada ao relevo
plano dos terrenos cultivados com a cultura de cana-de-acucar nas microbacias
dos pesque-pague. As inclinacbes dos relevos das microbacias dos pesque-
pague estao entre 0,30 a 1,91% e séo classificados como relevo plano, de acordo
com as classes de declividade adotada no sistema brasileiro de classificagao do
solo (EMBRAPA, 2006).
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A correlagdo entre a contaminacdo das aguas dos pesque-pague com 0S
herbicidas e a porcentagem de &rea das microbacias plantada de cana-de-acucar
(r = 0,3690) foi positiva, porém baixa e se classifica como néo significativa (Hinkle,
et al. 2003).

Portanto, os provaveis fatores ambientais locais que influenciaram na
contaminacdo das aguas dos pesque-pague foram a quantidade de agrotdxicos
aplicados nas plantacdes e o0 manejo do solo. Esses fatores podem ter auxiliado
nos transportes dos herbicidas, aplicados nas culturas de cana-de-acucar, em
direcdo aos corpos d’agua durante periodos de chuvas via escoamento superficial
e lixiviagao.

Para os pesque-pague avaliados, excecdo ao B e D, a agua do tanque
estava menos contaminada com herbicidas que as aguas dos afluentes (Tabela
16). A contaminacéo total dos afluentes dos cinco pesque-pague foi de 4,240 ng
mL™ e das aguas dos tanques de peixes, de 3,814 ng mL™.

Nas aguas superficiais e subterrdneas na microbacia hidrografica do
Carrego Rico, situado na bacia do Rio Mogi Guacu, na regido Nordeste do Estado
de Sao Paulo foi constatado a contaminagcdo com quinze herbicidas utilizados em
cultura de cana-de-acucar. As aguas do cOrrego estavam mais contaminadas que
as aguas das lagoas (SANTOS, 2013). Esses dados corroboram com 0s
resultados encontrados nesse trabalho, uma vez que a agua do corrego pode ser
comparada com afluentes dos pesque-pague e as aguas das lagoas com as
aguas do tanque dos peixes.

No ambiente aquatico, os agrotoxicos podem sofrer diferentes processos
fisicos, quimicos e bioldgicos. Entre esses se destaca a fotélise, volatilizacéo,

ressuspensao, sorcao, biodegradacéo e bioacumulacao (Figura 16).

Holvoet et al. (2007) destacam o0s processos sorcao/dessorcdo e
biodegradacdo como fundamentais no destino dos agrotoxicos no ambiente
aguatico e ainda citam que séo diretamente influenciados pelo sedimento de
fundo. Esses processos podem explicar a ocorréncia das menores concentragées
dos herbicidas detectadas nas aguas dos tanques de peixes dos pesque-pague,

devido aos processos de adsorcdo das moléculas de agrotoxicos ao sedimento
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em suspenséo, biodegradacao e bioacumulacéo pelos organismos aquaticos nos

tanques.
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Figura 16. Processos fisicos, quimicos e microbiol6gicos que ocorrem com 0s agrotdxicos quando
inseridos nas 4guas superficiais. Fonte: Holvoet et al. (2007).

5.4. Contaminacé&o dos sedimentos de fundo dos tanques dos pesque-
pague por agrotoxicos

Entres as amostras de sedimentos de fundo dos tanques de peixes, 90,0%
estavam contaminadas com pelo menos um dos agrotéxicos analisados. Os
agrotoxicos detectados nas amostras de sedimentos de fundo dos tanques dos
pesque-pague foram, em ordem decrescente, o0s herbicidas metolacloro,

tebutiuron, hexazinona e o isoxaflutol (Tabela 18).

As maiores concentracbes de herbicidas nos sedimentos de fundo
ocorreram nos tanques de peixes dos pesque-pague C (1,114 ng g*) e A (1,096
ng g*). Por outro lado, as menores concentracdes de herbicidas ocorreram, em
ordem decrescente, nos sedimentos dos pesque-pague D (0,503 ng g), B (0,446
ng g) e E (0,087 ng g*) (Tabela 18).
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Tabela 18. Concentracdes (ng g™*) dos agrotéxicos encontrados nas amostras de sedimento de
fundo dos tanques de peixes para 0s cinco pesque-pague avaliados no periodo entre
Junho/2014 a Maio/2015.

Periodos de Herbicidas
Pesque-Pague - -

Amostragens Tebutiuron Hexazinona Metolacloro Isoxaflutol  Total
A 0,097 0,000 0,000 0,004 0,101
B 0,000 0,141 0,249 0,000 0,390
Primavera C 0,100 0,000 0,000 0,000 0,100
D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
E 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,009 0,000 0,365 0,000 0,373
B 0,000 0,056 0,000 0,000 0,056
Verao C 0,080 0,000 0,000 0,000 0,080
D 0,000 0,000 0,232 0,000 0,232
E 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,621 0,000 0,621
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Outono C 0,087 0,000 0,000 0,000 0,087
D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
E 0,043 0,044 0,000 0,000 0,087
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Inverno C 0,124 0,153 0,570 0,000 0,847
D 0,000 0,000 0,271 0,000 0,271
E 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Total 0,540 0,394 2,308 0,004

A composicao fisica dos sedimentos tem uma contribuicdo relevante na
capacidade de adsorcdo dos mesmos. A alta superficie especifica dos minerais
de argila (8x10° cm? g™%) contribui para a capacidade sortiva do solo. Em adicéo,
as particulas de argila possuem uma camada externa de cations, ligados a uma
camada interna eletrostaticamente carregada, o que as tornam susceptiveis a
trocas ionicas (Christoffoleti et al., 2008; Melo et al., 2009).

Esses fatores associados ao conteudo de argila determinam a tendéncia do
solo em reter nutrientes, moléculas organicas e agua. Além da quantidade, a
constituicdo da fracdo argila tem importante contribuicdo na sorcao dos

agrotoxicos ao solo (Christoffoleti et al., 2008).
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A granulometria dos sedimentos de fundo dos pesque-pague classificou-os
na classe textural argilosa e as maiores quantidades de argilas ocorreram nos
sedimentos de fundo dos pesque-pague A, B, e C (Tabela 3). As menores
quantidades de argilas ocorreram nos sedimentos de fundo dos pesque-pague D
e E, classificados na classe textural média, devido aos valores expressivos de

areia grossa e silte, respectivamente.

Em estudo realizado por Firmino et al. (2008) foi evidenciada a influéncia da
textura argilosa na movimentacdo de moléculas de agrotoxicos no perfil do solo.
Verificaram que a movimentacdo do herbicida imazapir foi menor em solos de
textura argilosa e na camada de 15,0 cm de profundidade, em comparacao aos
solos de textura areia franca (25,0 cm) e franco-argilo-arenoso (20,0 cm). Os
solos com texturas argilosas rettm as maiores concentracdes do herbicida

sulfentrazone nas camadas superficiais do perfil do solo (Passos, 2011).

Esses trabalhos corroboram os resultados da presente pesquisa, uma vez
gue, as maiores concentracdes dos herbicidas foram encontradas nos sedimentos

de fundo mais argiloso, que séo os dos pesque-pague C e A.

Esse resultado pode estar associado ao carater aniénico das moléculas de
agrotoxicos detectados, que esta diretamente relacionado com a quantidade de
pares de elétrons livres de nitrogénio, enxofre e oxigénio (Russel, 1994) (Figura
17).

O maior teor de matéria organica (45,0 g dm® no sedimento de fundo
ocorreu no pesque-pague E. No entanto, nesse sedimento ocorreu a menor
concentracdo dos herbicidas (0,087 ng g') (Tabela 18). Esse resultado
contraditorio pode estar relacionado a caracterizacao fisica do sedimento desse
pesque-pague, uma vez que apresentou maior quantidade de silte (392,0 g kg™)

em relacdo a argila.
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Figura 17. Estruturas moleculares dos herbicidas detectados nas amostras de sedimento de fundo
dos pesque-pague avaliados.

A influéncia néo relevante da matéria organica no processo de adsorcéo de
herbicidas nos sedimentos de fundo dos pesque-pague pode estar relacionada a
natureza da matéria organica, que favorece o processo de sorcdo de moléculas
organicas, especialmente as apolares (hidrofébicas) (Christoffoleti et al., 2008;
Schreiber, 2012).

Em adicdo ao potencial de sorcdo dos agrotoxicos, a matéria organica
também esta relacionada a atividade microbiana, que é mais abundante nas
camadas superficiais do sedimento. Os microrganismos atuam na biodegradacao
dos agrotoxicos, utilizando-os como fonte de energia ou apenas modificando a

estrutura quimica da molécula (Monteiro, 1996).

Em sedimentos alagados, o suprimento de O, se torna lento devido a baixa
taxa de difusdo deste gas na agua. O baixo suprimento de O, provoca uma
mudanca na microbiota do sedimento que passa a ser, anaerbbia facultativa e/ou
obrigatoria. Dessa forma, a decomposicdo da matéria organica se da por
respiracdo anaerobia. No entanto, a biodegradacao na interface sedimento/agua,

ocorre por meio das vias de respiracao aerdbia e anaerdbia (Sousa et al., 2009).
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O processo de biodegradacdo das moléculas de herbicidas em sedimentos
com altos teores de matéria organica, em destaque para o pesque-pague E,
também foi um provavel fator que influenciou nas menores concentracdes

detectadas desses agrotoxicos nos sedimentos de fundo desse pesque-pague.

A solubilidade das moléculas dos agrotoxicos destaca-se como fator
relevante no comportamento ambiental. Para a maioria dos compostos, a
solubilidade em agua e a adsor¢éo as particulas do sedimento sédo inversamente

correlacionadas (Luis, 2004).

Portanto, se pode relacionar a solubilidade dos herbicidas detectados com
0S seus baixos valores de adsor¢do ao sedimento de fundo dos tanques de
peixes dos pesque-pague. Dentre os agrotdéxicos quantificados, excecdo ao
isoxaflutol e a atrazina, todos apresentam elevadas solubilidades em agua (ver
item 5.1).

Um fator fisico-quimico de importancia na capacidade sortiva de agrotoxicos
€ 0 pH da solucdo do solo. O pH provoca mudancas na conformacdo das
moléculas da matéria organica, além de alterar o estado de ionizacdo das
moléculas de herbicidas idnicos (Traghetta et al. 1996; Christoffoleti et al., 2008;
Silva et al., 2012b).

Por apresentarem pares de elétrons livres em suas estruturas moleculares
(Figura 17), os herbicidas detectados nas amostras de sedimento de fundo dos
tanques dos pesque-pague, de acordo com Gilbert Newton Lewis, sé&o
classificados como de carater basico (Russel, 1994). De acordo com Kogan e
Péerez (2004), quando o pH do solo for inferior ao pKb dos herbicidas de carater
basico, ha tendéncia desses agrotoxicos ficarem sorvidos as particulas de argila e

aos grupos funcionais que formam o CTC do solo.

Esse fato também pode ser considerado para explicar a contaminacdo dos
sedimentos de fundo, pois os pKb dos herbicidas detectados nas amostras de
sedimento sdo maiores que o pH dos sedimentos. Os valores de pH dos
sedimentos variaram entre 4,5 a 5,4 (Tabela 3) e os classificam entre média a alta
acidez (Christoffoleti et al., 2008) e os valores de pKb dos herbicidas de carater
basico variaram entre 9,7 a 14.
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5.5. Contaminacdo das aguas de afluente e de tanque de peixes por
cafeina

A cafeina foi encontrada nas aguas de afluente e de tanque de peixes dos
pesque-pague avaliados, cuja contaminacdo total foi de 5,840 ng mL™ A
concentracdo total de cafeina no afluente foi de 3,301 ng mL™ e nas &guas dos
tanques de peixes, de 2,539 ng mL™" (Tabela 19). As maiores contaminacgdes de
cafeina foram encontradas nos pesque-pague A (3,899 ng mL™) e D (1,084 ng
mL™) (Tabela 19).

Tabela 19. Valores totais de cafeina (ng mL™) encontrados nas aguas de afluente e tanque de
peixes dos cinco pesque-pague avaliados.

AF;? :)I:t(:Z;edni Pesque-Pague AA AT Total
A 0,104 0,394 0,498

B 0,147 0,000 0,147

Primavera C 0,184 0,120 0,304
D 0,470 0,000 0,470

E 0,000 0,000 0,000

A 0,933 0,480 1,413

B 0,000 0,215 0,215

Veréo C 0,000 0,000 0,000
D 0,078 0,158 0,236

E 0,000 0,000 0,000

A 0,463 0,168 0,631

B 0,000 0,000 0,000

Outono C 0,000 0,127 0,127
D 0,179 0,104 0,283

E 0,000 0,000 0,000

A 0,584 0,774 1,358

B 0,000 0,000 0,000

Inverno C 0,000 0,000 0,000
D 0,094 0,000 0,094

E 0,066 0,000 0,066

Total 3,301 2,539
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No periodo de estiagem, as aguas do afluente e do tanque de peixes dos
pesque-pague apresentaram as maiores concentragcbes de cafeina, que
corresponde & contaminacdo total de 2,936 ng mL™. A maior concentragéo nesse
periodo se deve ao reduzido efeito de diluicdo causado pelo volume de agua na
bacia de drenagem, considerando que a quantidade de esgoto que chega ao rio é

constante.

As caracteristicas fisicas e quimicas da cafeina, como alta solubilidade,
baixo coeficiente de particdo octanol-agua e volatilidade insignificante, confere a
esse composto um perfil de bom e estavel marcador relacionado a atividade
humana (Ferreira e Arouca, 2005).

Estudo realizado por Goncalves (2008) corrobora com os resultados da
presente pesquisa. O autor detectou um aumento de duas vezes nas
concentracfes de cafeina, em pontos proximos a area urbana do rio Paquequer,
durante a estacéo seca. De acordo com Canela et al. (2014), as principais fontes
de contaminacdo de cafeina em aguas superficiais sdo os efluentes de estacbes

de tratamento de esgoto langados nesses corpos d’agua.

Essas informagdes podem explicar a ocorréncia das maiores concentragdes
de cafeina nas aguas do pesque-pague A, que se localiza logo abaixo da Estacéo
de Tratamento de Esgoto (ETE) da cidade de Jaboticabal. A ETE de Jaboticabal
lanca os seus efluentes no corrego que margeia o pesqueiro (Figura 18). A ETE
se localiza na cota 545, acima do pesque-pague A, que se encontra localizado na
cota 525 (Figura 18).

Diferente do pesque-pague A, no pesque-pague D ndo h& Estacdo de
Tratamento de Esgoto que lance efluente diretamente no Cérrego do Coco, que
margeia o pesqueiro D. No entanto, os efluentes das Esta¢des de Tratamento de
Esgoto das cidades de Santa Ernestina e Taquaritinga sédo lancados no Corrego
Ribeirdo dos Porcos (CETESB, 2015), cujas nascentes se localizam proxima a
nascente que abastece o pesque-pague D. Esta proximidade indica que ambos

sdo abastecidos pelo mesmo lencol freatico.

Em decorréncia dos lancamentos dos efluentes da ETE no Cdérrego Ribeirdo
dos Porcos, o lencol freatico que abastece o pesque-pague D provavelmente esta

contaminado com cafeina, entre outros poluentes. Essa contaminagéo reflete

Caunesp Péagina 82



Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

diretamente nos niveis encontrados de cafeina nas aguas de afluente e de tanque
de peixes do pesque-pague D.

Figura 18. Imagem representativa da altimetria do terreno (A) e modelo digital de elevacdo (MDE)

(B) entre a Estacdo Tratamento de Esgoto, na cota 545 e o pesque-pague A, na cota
525, as margens do Cérrego Jaboticabal, SP.
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Sodré et al. (2007), avaliaram a relacdo dos efluentes de estacdes de
tratamento de esgoto como a principal fonte de contaminacgéo da rede hidrografica
com a cafeina. Os autores detectaram maiores concentracdes de cafeina nas
aguas do Ribeirdo Anhumas, que recebe efluentes provenientes da regido mais

densamente urbanizada da bacia do rio Atibaia.

Nas aguas da bacia hidrogréfica de Leopoldina e maritima da Baia de
Guanabara, Ferreira e Arouca (2005) constataram diferencas significativas nas
concentracfes de cafeina entre as areas nao afetadas por aportes de nutrientes
ou de esgoto (0,134 a 0,147 ng mL™) e as &reas cronicamente influenciadas por
descarga de esgoto e eutrofizacdo (160,0 a 357,0 ng mL™).

Montagner e Jardim (2011) detectaram a cafeina na concentracdo de 127,0
ng mL? em &guas superficiais da bacia do rio Atibaia, principal manancial de

abastecimento publico da cidade de Campinas, SP.

Niveis significativos de cafeina também foram encontrados em outros corpos
hidricos brasileiros, como nas aguas do rio lguacu, regido de Curitiba, PR, nas
concentracdes entre 1,7 — 123,4 ng mL™ e nos rios Pirai (0,011 — 0,213 ng mL™Y) e
Jundiaf (0,993 — 19,329 ng mL™) no Estado de S&o Paulo (Froehner et al., 2011;
Souza et al., 2014).

A contaminacdo das aguas com a cafeina é um problema ambiental
qualitativo e ndo quantitativo, pois devido ao seu alto grau de biodegradabilidade,
a presenca em pequenas quantidades em efluentes ndo coloca em risco a saude
humana e animal. No entanto, a presenca da cafeina nas &guas indica a
existéncia de outros contaminantes de origem similar, que, consumidos ao longo
do tempo, podem causar efeitos crénicos a saude humana e animal (Jardim e
Canela, 2012; Martini et al., 2015).

5.6. Toxicidade aguda das 4guas dos pesque-pague para organismos
aguaticos

5.6.1. Daphnia magna

5.6.1.1. Ensaios de sensibilidade com a substancia de referéncia NaCl
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O valor de CEsp.gn calculado com os dados dos ensaios de sensibilidade
com cloreto de sédio (NaCl) com a D. magna foi de 4,69 g L™, com limite inferior
de 3,75 g L™ e limite superior de 5,62 g L. Esse valor esta entre os limites
superior e inferior calculados na carta-controle da cultura mantida no laboratério
(Figura 19). Portanto, os organismos-teste estavam em condigdes normais de
sanidade e sensibilidade e aptos para serem utilizados nos ensaios.
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Figura 19. Carta controle do organismo D. magna para a substancia de referéncia NaCl. Médias
da CEsg.agn € limites superior e inferior.

5.6.1.2. Ensaios ecotoxicolégicos com as 4guas dos pesque-pague

Pelos resultados dos ensaios definitivos, as aguas de afluente e de tanque
de peixes dos cinco pesque-pague durante o periodo de amostragem
apresentaram baixa toxicidade para D. magna. Os organismos néo sofreram

imobilidade/mortalidade em nenhuma das amostras avaliadas.

Pelos valores das CEsg.4gn calculados em outros estudos com os herbicidas
detectados nas amostras de agua dos pesque-pague (Tabela 20), se observam a

baixa toxicidade para a D. magna. Por esses valores, os herbicidas se classificam
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nas classes de toxicidade aguda propostas por Zucker (1985) como ligeiramente

toxicos a praticamente néo toxicos.

As concentracbes dos herbicidas tebutiuron, metolacloro, hexazinona,
ametrina, atrazina e clomazone detectados nas aguas dos pesque-pague foram
inferiores aos valores de CEsg.agn calculados nos estudos listados na Tabela 20.
As concentracdes dos herbicidas nas aguas dos pesque-pague inferiores aos
valores de CEsg.4sn, €Xplicam a baixa toxicidade dessas aguas para a D. magna.

Tabela 20. Valores de CEgg.4gy (Mg L'l) para os herbicidas tebutiuron, hexazinona, metolacloro,
atrazina, ametrina e clomazone para cladéceros e suas classificagdes toxicolégicas
de acordo com Zucker (1985).

CEsp4en  Classificacdo Zucker

Herbici rganism : Referénci
erbicida Organismo (mg L) (1985) eferéncia
. C. dubia 105,5 Praticamente néo toxico Silva et al. (2013a)
Hexazinona . o
D. magna 151,6 Praticamente n&o toxico Montague, 2000
Tebutiuron D. magna 259,6 Praticamente nao téxico Presente estudo
Atrazi D. magna 50,4 Ligeiramente téxico Moreira et al. (2014)
razina
Daphnia carinata 60,6 Ligeiramente téxico Hongzhi et al. (2012)
Ametrina D. magna 28,0 -45,2 Ligeiramente téxico Rebelo e Caldas, 2014
Metolacloro D. magna 23,5 Ligeiramente téxico UH, 2016
D. magna 12,7 Ligeiramente téxico UH, 2016
Clomazone
D. magna 14,3 Ligeiramente t6xico  Nakagome, et al. (2006)

Henrique e Brentano (2010) encontraram resultados similares em amostras
de aguas de diferentes pontos do rio Papaquara, localizado na bacia hidrogréfica
do Rio Ratones. Esse rio € um dos principais da llha de Santa Catarina e passa
por areas de grande ocupacado urbana. Nesse estudo, todas as amostras de agua

foram classificadas como pouco toxicas para D. magna.

De forma similar aos herbicidas, a cafeina detectada nas amostras de agua
dos pesque-pague também apresentou baixa toxicidade ao organismo D. magna.
A CEsp4gn média calculada nesse estudo para essa espécie foi de 229,7 mg L2,
Com esse valor, a cafeina se classifica como praticamente ndo tdxica, pelas
classes propostas por Zucker (1985). Da mesma forma que os herbicidas, o valor
de CEsp4gn da cafeina para D. magna é superior aos valores detectados nas
amostras de agua (0,066 — 2,083 ng mL™) e explica a baixa toxicidade das

amostras das aguas dos pesque-pague.
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5.6.2. Lemna minor

5.6.2.1. Ensaios de sensibilidade com a substancia de referéncia NaCl

Os ensaios de sensibilidade com cloreto de sodio (NaCl) para o organismo-
teste L. minor confirmaram a sanidade e a sensibilidade da macroéfita aquatica
cultivada no laboratério. O valor de Clsg.74 €sta dentro dos limites de aceitabilidade
da carta controle do laboratério (Figura 20). O valor de Clso.7q para NacCl foi de
4,16 g L™, com limite inferior de 3,01 g L™ e limite superior de 5,31 g L™
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Figura 20. Carta controle do organismo L. minor para a substancia de referéncia NaCl. Médias da
Clsg.7g € limites superior e inferior.

5.6.2.2. Ensaios ecotoxicoldgicos com as aguas dos pesque-pague

O crescimento do organismo L. minor foi significativamente reduzido quando
exposto por sete dias nas aguas de afluente e de tanque dos cinco pesque-pague
(Figura 21).

Nos resultados contidos na Figura 21 se observam as porcentagens de

inibicdo de crescimento das frondes ao final dos testes com as concentragbes
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crescentes das aguas dos cinco pesque-pague nos periodos de coleta (estiagem
e chuva) e nos dois pontos de amostragem (dgua de afluente e de tanque).

Na Figura 21 se observa um aumento significativo (p<0,01) na taxa de
inibicdo de crescimento das frondes da macréfita aguatica com o aumento das

concentracfes das aguas coletadas no meio de cultivo da L. minor.

Nas Tabelas 14 e 19 verificam-se os valores totais (ng mL™) dos herbicidas
e cafeina, respectivamente, detectados nas aguas de afluente e de tanque de

peixes dos pesque-pague para cada periodo de amostragem.

A inibicdo de crescimento das frondes de L. minor, observado durante os
ensaios de toxicidade pode nao estar relacionada com as concentracdes dos
herbicidas e cafeina nas aguas ensaiadas (Tabelas 14 e 19). Essa explicacéo
pode ser corroborada pelos valores de Clsp.7q, €ncontrados em outros estudos,

para os contaminantes detectados nas amostras de 4gua dos pesque-pague.

Apesar de a macrofita aquatica pertencer ao nivel trofico alvo para a acdo
dos herbicidas, as Clsp.7q calculadas para os agrotdxicos detectados nas aguas
dos pesque-pague (Tabela 21) séo relativamente maiores que as concentracdes

determinadas nas amostras de aguas nesse estudo.

De forma similar aos herbicidas, a Clso.7q calculada de cafeina nesse estudo
para L. minor foi de 212,8 mg L™, portanto superior aos valores detectados nas
amostras de agua (0,066 — 2,083 ng mL™). A Clso.74 calculada classifica a cafeina

como praticamente néo toxica, de acordo com as classes de Zucker (1985).
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Figura 21. Porcentagem de inibicdo de crescimento de L. minor no sétimo dia de exposicdo a
concentracdes crescentes de agua de afluente (A) e de tanque (B) dos pesque-pague.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Tabela 21. Valores de Clsq7q para os herbicidas tebutiuron, hexazinona, metolacloro, atrazina,
ametrina e clomazone para macrofitas aquaticas e suas classificagdes toxicoldgicas
de acordo com Zucker (1985).

Herbicida Organismo (n(isol_jfjl) Classifiz:fé;;c; Zucker Referéncia
Hexazinona L. minor >0,072 Extremamente toxico UH, 2016.
Tebutiuron L. minor 0,072 Extremamente tdxico Presente estudo
Atrazina Lemna gibba 0,019 Extremamente toxico UH, 2016
Ametrina Lemna perpusilla 0,010 Extremamente toxico UH, 2016
Metolacloro L. gibba 0,043 Extremamente toxico UH, 2016

L. gibba 34,0 Ligeiramente toxico UH, 2016
Clomazone
A. Caroliniana 129,6 Praticamente ndo toxico  silya et al., 2012a

Nos ensaios de toxicidade com as aguas de afluente e de tanque de peixes

com L. minor, se observa que nos recipientes controles, com apenas o meio de
cultivo, a condutividade elétrica variou entre 1031,0 e 1243,1 &S cm™. Por outro
lado, nos recipientes contendo apenas as aguas coletadas (100% afluente e agua

do tanque), a condutividade elétrica variou entre 166,5 e 36,1 uS cm™ (Figura 22).

De acordo com Bini et al. (1999) existe uma correlagcdo positiva entre
concentracbes de nutrientes nas aguas e a condutividade elétrica. Dessa forma,
h& uma relacao direta entre os teores de sais dissolvidos (anions e cétions) e a

condutividade elétrica da agua.

Na Tabela 22, se observam correlacdes negativas entre a porcentagem de
inibicdo do crescimento das frondes de L. minor e a condutividade elétrica da
agua, o que corroboram os resultados contidos nas Figuras 21 e 22. A correlacéo
negativa significativa, proporcionalidade inversa entre as variaveis, se classifica
como muito forte a forte, de acordo com as classes de valores de correlacao de

Pearson citadas por Hinkle, et al. 2003.

De acordo com a Tabela 23, se constata que a falta dos sais dissolvidos
(nutrientes) nas aguas dos pesque-pague, muito inferiores as do meio de cultivo,

€ o fator determinante da inibicdo de crescimento das frondes de L. minor.

Estudos realizados por Bini et al. (1999) e Pezzato (2007) corroboraram os
resultados da presente pesquisa. Bini et al. (1999) verificaram uma associagao
positiva entre a distribuicdo geografica da populacdo de macrofita Eichhornia

crassipes, ao longo da costa oriental do reservatério de Itaipu, com as altas
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concentracbes de nutrientes (fosforo total e nitrogénio total) e altos valores de
condutividade elétrica.

Pezzato (2007) observou a influéncia positiva de variaveis fisicas e quimicas
da agua, como baixa transparéncia, altos valores de temperatura, condutividade
elétrica e concentracbes de nutrientes, nas taxas fotossintéticas da macrofita

aguatica Cabomba furcata.

Tabela 22. Coeficientes de correlacdo entre as variaveis % de inibicdo de crescimento de L. minor
e condutividade elétrica no sétimo dia de experimentacdo com os efluentes coletados
entre o periodo de Junho/2014 a Maio/2015 nos cinco pesque-pague.

Pesque- Estiagem Chuva
Pague  AA AT AA AT
A -0,96** -0,94** -0,94** -0,96**
-0,86* -0,97** -0,93** -0,92**
-0,95** -0,98** -0,97** -0,95**
-0,92** -0,96** -0,96** -0,98**
-0,99** -0,98** -0,90** -0,97**

m O O @

Teste de coeficiente de correlagdo de Pearson (r); **
significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01); *
significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0.01 =< p < 0.05).

Caunesp Péagina 91




Doutoranda Maria Amédlia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

Estiagem

=~ 1400,0 -
£ 12000 -
31000,0—
ﬁ 800,0 -
< 6000 -
-

= 400,0 -
=

T 2000 -
o

O 0,0 -

AA AT | AA AT | AA AT  AA AT | AA AT
A B C D E

Pesque-Pague/Pontos de Coleta

Controle m3,1% = 6,2% m12,5% m250% =50,0% =100,0%

Chuva

")

1400,0 -
1200,0 -
1000,0 -
800,0 -
600,0 -
400,0 -
200,0 -

Condutividade (S cm

o
o
|

AA AT | AA AT | AA AT | AA AT | AA AT
A B C D E

Pesque-Pague/Pontos de Coleta

Controle m3,1% =6,2% m125% m25,0% =m50,0% m100,0%

Figura 22. Valores de condutividade elétrica (US cm-1), para o sétimo dia do teste de toxicidade
aguda com L. minor, das 4guas de afluente (AA) e de tanque (AT) coletadas entre o
periodo de Junho/2014 a Maio/2015 nos cinco pesque-pague avaliados.
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Tabela 23. Valores totais (ug mL™) de cations e anions nas aguas de afluente e de tanque de
peixes dos cinco pesque-pague e na solucdo de meio de cultivo do organismo L. minor.

A B C D E Total Meio de

AM AT A AT AA AT AA AT AA AT AA AT Cultivo
Ca 51,35 80,85 49,25 80,80 74,25 52,95 68,65 48,10 46,50 45,15 290,00 307,85 54.250,00
Cu 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 22,91
Fe 000 003 001 007 000 024 000 000 000 000 001 034 100,00
K 575 9,20 11,05 17,30 19,45 19,95 1155 9,90 14,80 1515 62,60 7150 78.127,90
Mg 440 650 485 970 1540 860 855 455 440 490 3760 3425 24.26450
Mn 003 003 000 005 015 004 026 002 000 002 044 0,5 505,34
Na 15,88 23,61 17,80 5,07 2549 10,70 16,26 19,69 16,45 23,44 9188 8251 17,09
Zn 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 50,04
cr 8,64 13,85 11,82 29,62 32,90 37,91 17,21 14,16 12,62 1956 83,19 115,10 842,77
NO; 0,18 000 268 567 024 000 459 1,18 730 010 1500 6,94 146.036,70
S0 134 128 039 232 663 1062 0,78 109 083 148 997 1680 96.027,76
PO~ 016 058 0,13 072 022 064 017 011 012 015 080 2,20 94.928,10

O pH é outra variavel da agua muito importante para o crescimento das
macrofitas aquaticas. No presente estudo foi constado que o pH da agua se
correlaciona positivamente com a inibicdo de crescimento das frondes de L. minor
apos sete dias de exposi¢do (Tabela 24). Os valores de pH durante todos os
ensaios ecotoxicolégicos com as aguas de afluente e de tanque, coletadas dos

pesque-pague, variaram entre 6,6 e 8,8 (Figura 23).

Os valores de pH determinados nas solugbes testes dos ensaios
provavelmente reduziram a disponibilidade de nutrientes essenciais ao
crescimento das macréfitas. Isto porque, a importancia dessa variavel esta em
manter em solucdo todos os elementos disponiveis as plantas (Braccini et al.,
1999). Como os valores de pH estavam acima de 6,5 (Figura 23), nutrientes como
sulfato, fosfato, ferro e manganés precipitaram e se tornaram indisponivel a planta
(Braccini et al., 1999).

Outra influencia do pH no crescimento de L. minor foi por meio da maior
disponibilidade de HCOgs', que provocou a reducdo na taxa fotossintética das

macrdfitas aquaticas (Pierini e Thomaz, 2004; Biudes e Camargo, 2008).

De acordo com os resultados apresentados, constata-se que a inibicdo de
crescimento das frondes da macrofita aquatica L. minor deve-se as baixas

concentracbes dos nutrientes nas aguas dos pesque-pague, em relacdo as do
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meio de cultivo, e ndo as concentracdes reduzidas dos herbicidas e cafeina nas

aguas gue ficaram expostas durante os periodos de exposi¢cdo nos ensaios.

Estiagem

AA AT AA AT AA AT AA AT AA AT

A B cC D E
Pesque-Pague/Pontos de Coleta

mControle m3,1% m6,2% m12,5% 25,0% m50,0% m100,0%

Chuva

AA AT AA AT AA AT AA AT AA AT
A B C D E

Pesque-Pague/Pontos de Coleta

mControle m3,1% m6,2% m12,5% 250% wm50,0% m100,0%

Figura 23. Valores de pH, para o sétimo dia do teste de toxicidade aguda com L. minor, das aguas

Caunesp

de afluente (AA) e de tanque (AT) coletadas entre o periodo de Junho/2014 a
Maio/2015 nos cinco pesque-pague avaliados.
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Tabela 24. Coeficientes de correlacdo entre as variaveis % de inibicdo de crescimento das frondes
de L. minor e pH, para o sétimo dia de experimentagdo com os efluentes coletados
entre o periodo de Junho/2014 a Maio/2015 nos cinco pesque-pague avaliados.

Pesque- Estiagem Chuva
Pague AA AT AA AT
A 0,96**  0,94* 0,80* 0,84*
B 0,77* 0,85* 0,81* 0,91*
C 0,95*  0,94** 0,92** 0,93**
D 0,90*  0,95* 0,96** 0,91**
E 0,77* 0,81* 0,93** 0,96**

Teste de coeficiente de correlagdo de Pearson (r); ** significativo
ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01); * significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (0.01 =< p < 0.05); ns néo significativo (p >
0.05).

5.7. Toxicidade aguda dos contaminantes prevalentes das amostras
de agua dos pesque-pague para 0S organismos aquaticos
Daphnia magna, Lemna minor e Oreochromis niloticus

5.7.1. Ensaios de sensibilidade com a substancia de referéncia KCI
para O. niloticus

Os ensaios de sensibilidade dos organismos foram realizados para as trés
espécies em estudo de acordo com 0s respectivos procedimentos das normas
utilizadas. A carta controle dos lotes dos peixes utilizados no laboratério pode ser

observada na Figura 24.

O valor de CLsp.4gn calculado dos ensaios de sensibilidade com cloreto de
potassio (KCI) para O. niloticus foi de 1,12 g L™, com limite inferior de 0,95 g L™ e
limite superior de 1,30 g L™ . De maneira semelhante ao ocorrido para os testes de
sensibilidade com D. magna (Figura 19) e L. minor (Figura 20), o valor do teste de
sensibilidade para O. niloticus esta entre os limites superior e inferior calculados
na carta-controle da cultura mantida no laboratério (Figura 24). Portanto, os
organismos-teste estavam em condi¢cdes normais de sanidade e sensibilidade e

aptos para serem utilizados nos ensaios.
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Figura 24. Carta controle do organismo O. niloticus para a substancia de referéncia KCI. Médias
da CLsggn € limites superior e inferior.

5.7.2. Toxicidade do tebutiuron e cafeina para Daphnia magna, Lemna
minor e Oreochromis niloticus.

Para o tebutiuron, a concentracdo efetiva mediana (CEso.4gn) estimada para
a D. magna foi de 248,71 mg L™, com LI de 219,58 mg L™ e LS de 281,83 mg L™.
Para a cafeina, a CEso.ugn estimada foi de 229,71 mg L™, com LI de 185,24 mg L™
e LSde 287,12 mgL™.

Com esses valores, para a D. magna, o tebutiuron e a cafeina séo
classificados na classe praticamente ndo toxicos, de acordo com Zucker (1985), e
na classe pouco toxicos, no sistema de classificacdo do potencial de

periculosidade ambiental proposto pelo IBAMA (2015).

Para L. minor, a concentracdo inibitoria mediana (Clso.7¢) para o herbicida
tebutiuron foi de 0,06 mg L™, com LI de 0,05 mg L™ e LS de 0,06 mg L™. Para a
cafeina, a Clso.7g foi de 212, 78 mg L™, com LI de 197,95 mg L™ e LS de 228,74
mg L™
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Nesse caso, para a L. minor, o herbicida € classificado na classe
extremamente toxico (Zucker, 1985), e altamente téxico (IBAMA, 2015). Por outro
lado, a cafeina se classifica na classe praticamente ndo téxica (Zucker, 1985), e
pouca téxica (IBAMA, 2015).

Nos resultados contidos na Figura 25, se observa que a formagéao de frondes
de L. minor é inversa ao aumento da concentracdo de tebutiuron na solucao-teste.
A inibicdo de crescimento da macrdfita aquatica pelo tebutiuron é ocasionada pela
ligacdo do herbicida ao sitio de ligacdo do transportador de elétrons Qg, na
proteina D1 do Fotossistema Il. Essa ligacdo do herbicida causa o blogueio do
transporte de elétrons de Qa para Qg. Esse bloqueio causa a interrupgdo na
fixacdo de CO, e nas producdes de ATP e NADPH,, que sdo essenciais ao

crescimento da planta (Oliveira e Brighenti, 2011).

01mglL™ 02mg L™ 0,3mgL™ 0,5mg L™
2 1,0mg L™
I~ o ‘.‘\:‘:o =
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Figura 25. Diminuigdo do numero de frondes de L. minor nos testes de toxicidade, apés sete dias
de exposicao ao herbicida tebutiuron.

Para o herbicida tebutiuron, a concentracao letal mediana calculada para O.
niloticus foi de 22,67 mg L™, com LI de 21,42 mg L™ e LS de 24,01 mg L™. Com
esses valores, o herbicida foi classificado como ligeiramente toxico (Zucker, 1985)
e medianamente toxico (IBAMA, 2015).

Devido ao mecanismo de ag¢do do herbicida ser especifico para plantas,
inibicdo da fotossintese, ndo se espera alta toxicidade para peixes e para outros
organismos de diferentes niveis tréficos de produtores (Stephenson e Solomon,
2007; Solomon et al., 2014).
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Para a cafeina, a Clso.gn calculada foi de 212,70 mg L™, com LI de 197,85
mg L e LS de 228,86 mg L™. Com esse valor, a cafeina se classifica como
praticamente nao toxica (Zucker, 1985) e pouco toxica (IBAMA, 2015).

Na Figura 26 se encontram as curvas de imobilidade/mortalidade para D.
magna; na Figura 27, a % de inibicdo de crescimento da L. minor; e na Figura 28,

a mortalidade de O. niloticus para o tebutiuron e a cafeina.
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Figura 26. Porcentagem de imobilidade/mortalidade para D. magna em concentra¢gdes crescentes
de tebutiuron e cafeina.
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Figura 27. Porcentagem de inibicdo de crescimento para L. minor em concentragBes crescentes
de tebutiuron e cafeina.
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Figura 28. Porcentagem de mortalidade para O. niloticus em concentracdes crescentes de
tebutiuron e cafeina.
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Estudos de toxicidade do herbicida tebutiuron em organismos aquaticos
corroboram os resultados encontrados no presente estudo. Em estudos similares,
foram calculados valores de CLso.gen entre 87,0 a 144,0 mg L™ para Oncorhynchus
mykiss; 87,0 a 112,0 mg L™ para Lepomis macrochirus; e maiores do que 160,0
mg L? para Pimephales promelas e Carassius auratus (Extoxnet, 2016; UH,
2016). Por esses valores, o tebutiuron se classifica como ligeiramente téxico a
praticamente nao toxico (Zucker, 2005) e medianamente toxico a pouco toxico
(IBAMA,2015).

Nos ensaios de toxicidade aguda do tebutiuron para D. magna se constatam
a baixa toxicidade do herbicida para a espécie de microcrustaceo. Em estudos
similares foi calculado o valor de CEsg.4gn de 225,0 mg Lt (Extoxnet, 2016; UH,
2016), que classifica o tebutiuron na classe de produto praticamente ndo toxico
(Zucker, 2005) e pouco toxico (IBAMA, 2015). Para a macrdfita aquatica L. gibba
valores maiores que 0,135 mg L™ mostram a alta toxicidade deste produto ao

organismo, mesmo em baixas concentracdes (UH, 2016).

Para a cafeina, resultados semelhantes ao presente estudo, mostram a
baixa toxicidade deste produto aos organismos aquaticos. Chen et al. (2008) e
Yeh et al. (2012) observaram que concentra¢bes superiores a 300,0 mg L™
provoca a morte de embrides de D. rerio. Porém, quando expostos a
concentracdes de 150,0 mg L™, os autores ndo observaram mortalidade dos
organismos, no entanto, puderam constatar efeitos no desenvolvimento e

diminuicao da capacidade de locomocao.

Pelos resultados de ensaios ecotoxicolégicos se comprovam que a cafeina
apresenta baixos riscos para 0s organismos marinhos e de agua doce, pois as
concentracbes capazes de provocar efeitos na sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo sao muito mais elevadas que as determinadas em amostras de aguas

no ambiente (Capolupo et al., 2016).

Em estudos com a cafeina foram calculados os valores de ClLsg.4gn, de 100,0
mg L™ para Pimephales promelas (Moore et al., 2008), de CEsg.4gn de 60,0 mg L™
e de CEso.g6n de 151,0 mg L™ para Cerodaphnia dubia (Russom et al.,1997).
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5.7.3. Risco ambiental do herbicida tebutiuron para os organismos
Daphnia magna, Lemna minor e Oreochromis niloticus

O tebutiuron se classifica na classe baixo risco de intoxicacdo ambiental
para D. magna e O. niloticus (Goktepe et al., 2004), independente da dose
(diluicdo da CAE) e da profundidade, pois todos os valores de QR sao inferiores a
0,05 (Tabelas 25, 26 e 27). Como as concentracdes de tebutiuron encontradas
nas aguas dos pesque-pague sdo inferiores aos valores das concentracdes de
toxicidade aguda, o tebutiuron oferece baixo riscos de intoxicagdo ambiental para

0S organismos aquaticos D. magna e O. niloticus.

Por outro lado, para a macrofita aquatica L. minor, o tebutiuron se classifica
na classe extremamente téxico (Zucker, 2005) e altamente toxico (IBAMA, 2015).
Devido a toxicidade, o tebutiuron se classifica na classe alto a médio risco de
intoxicacdo ambiental para a L. minor e baixo risco de intoxicacdo ambiental nos
cenarios com as diluicdes 3,12% e 1,56% na profundidade de 2,0 m, e no de
6,25%, 3,12% e 1,56% na profundidade de 3,0 m.

De acordo com Pinheiro et al. (2012), existe uma relacdo inversa entre a
profundidade de um corpo d’agua e a quantidade de macrdfitas aquéticas
presente no ambiente. Diante desta informacdo, em adicdo a L. minor ser uma
espécie flutuante, pode-se esperar que a quantidade da macréfita aquatica seja
mais elevada na profundidade de 0,3 m; cenario em que o herbicida se classifica

como de alto a médio risco de intoxicacdo ambiental para essa espécie.

Um dos efeitos da rapida diminuicdo da biomassa de macréfitas no sistema
aguatico pode ser a privacao de oxigénio a peixes e a outros organismos, além de
mudancas no habitat, que ficara com falta de alimentos e abrigos (Stephenson e
Solomon, 2007; Solomon et al., 2014).
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Tabela 25. Valores de Quociente de Risco (QR) e suas respectivas classificacdes de risco do
herbicida tebutiuron para os organismos D. magna, L. minor e O. niloticus na

profundidade de 0,30 m.
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Espécies
DHUIE:ZeES da D. Magna L. minor O. niloticus
100% 0,0016 6,67 0,0176
(0,40 mgL™ Baixo Risco Alto Risco Baixo Risco
50% 0,0008 3,33 0,0088
(0,20 mg L™ Baixo Risco Alto Risco Baixo Risco
25% 0,0004 1,67 0,0044
(0,10 mg L™ Baixo Risco Alto Risco Baixo Risco
12,5% 0,0002 0,83 0,0022
(005mgL™")  BaixoRisco Alto Risco Baixo Risco
6,25% 0,0001 0,42 0,0011
(0,025mgL™")  Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
3,12% 0,00005 0,21 0,0005
(0,012mgL™")  Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
1,56% 0,00003 0,10 0,0003
(0,006 mgL™") Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco

Tabela 26. Valores de Quociente de Risco (QR) e suas respectivas classificacdes de risco do
herbicida tebutiuron para os organismos D. magna, L. minor e O. niloticus na

profundidade de 2,0 m.

Espécies
Diluic8es da . I
CAE D. Magna L. minor O. niloticus
100% 0,0002 1,00 0,0026
(0,06 mg L™ Baixo Risco Alto Risco Baixo Risco
50% 0,0001 0,50 0,0013
(0,03mgL™ Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
25% 0,00006 0,25 0,0006
(0,015 mgL™")  Baixo Risco Meédio Risco Baixo Risco
12,5% 0,00003 0,12 0,0003
(0,0075mg L") Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
6,25% 0,00002 0,06 0,0002
(0,0037 mg L") Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
3,12% 0,00001 0,03 0,00008
0,0019 mg |_'1) Baixo Risco Baixo Risco Baixo Risco
1,56% 0,000004 0,01 0,00004
(0,0009 mg L") Baixo Risco Baixo Risco Baixo Risco

Caunesp




Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

Tabela 27. Valores de Quociente de Risco (QR) e suas respectivas classificacdes de risco do
herbicida tebutiuron para os organismos D. magna, L. minor e O. niloticus na

profundidade de 3,0 m.

Espécies
Diluicges da D. Magna L. minor O. niloticus
CAE
100% 0,0002 0,67 0,0018
(0,04 mg L™ Baixo Risco Alto Risco Baixo Risco
50% 0,0001 0,33 0,0009
(0,02mgL™ Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
25% 0,00004 0,17 0,0004
(0,01 mglL™ Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
12,5% 0,00002 0,08 0,0002
(0,005 mg L™ Baixo Risco Médio Risco Baixo Risco
6,25% 0,00001 0,04 0,0001
(0,0025 mgL™) Baixo Risco Baixo Risco Baixo Risco
3,12% 0,00001 0,02 0,00006
(0,0012mgL™") Baixo Risco Baixo Risco Baixo Risco
1,56% 0,000003 0,01 0,00003
(0,0006 mgL™") Baixo Risco Baixo Risco Baixo Risco

As classificacBes do herbicida tebutiuron pela toxicidade e pelos riscos de
intoxicagdo ambiental para L. minor podem se constituir em alerta quanto a
possibilidade de comprometimento da salude ambiental de microbacias

hidrograficas ocupadas pela cultura de cana-de-agucar.

5.8. Considerac¢des gerais sobre o uso e os efeitos dos agrotoxicos

Os agrotoxicos sao constituidos por uma grande variedade de substancias
qguimicas que atuam sobre processos vitais (Peres et al., 2003). A elevada
utilizacdo dos agrotoxicos tem ocasionado incalculaveis prejuizos a saude

humana, animal e ambiental (Brito et al., 2009).

Dentre os casos de impactos negativos dos agrotoxicos a organismos nao
alvos, os seres humanos sao muito afetados, pois se expéem aos agrotoxicos por
meio da ingestdo de 4gua e alimentos contaminados. A exposicdo humana aos
agrotoxicos também ocorre vias dérmicas e inalatérias nas aplicacbes domésticas
ou pulverizagdes em culturas ou ambientes publicos (Nunes e Tajara, 1998; Ribas
e Matsumura, 2009).
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Em estudo realizado no municipio de Lucas do Rio Verde, MT, foram
detectadas a presenca de residuos do herbicida glifosato, de inseticidas
piretréides e de alguns compostos organoclorados no sangue e na urina de

moradores da zona urbana e rural (Moreira et al., 2010).

A presenca de residuos de agrotoxicos de diferentes classes quimicas
também j& foi constata em leite materno de mées residentes de diferentes regides
do Brasil (Matuo et al., 1992; Mesquita, 2001; Krauss et al., 2004; Caleffi, 2005;
Palma, 2011).

Diversos estudos tém relatado as associagOes positivas entre a exposicao
humana a agrotoxicos e problemas de saude, tais como 0 aumento na incidéncia
de cancer em prostata, pulméo, colorretal, pancreas, ovarios, testiculos, pele
(melanoma), sangue (leucemia), sistema linfatico (linfoma ndo Hodgkin), mama,
entre outros (Burns, 2005; Devillers et al., 2011; Alavanja e Bonner, 2012;
Alavanja et al., 2013).

Outros problemas de saude que também podem ocorrer devido a exposicao
constante aos agrotoxicos sdo abortos espontaneos, partos prematuros apés
exposi¢cdo pré-natal, diminuigcdo do tempo de gravidez (Abell et al., 2000; Idrovo et
al., 2005; Bretveld et al., 2008), retardo de crescimento, alteracbes nos fetos,
como orofaciais, musculoesqueléticos, defeito no tubo neural, criptorquidismo
(Kristensen et al., 1997; Shaw et al., 1999; Levario-Catrrillo, et al., 2004; Whyatt et
al., 2004; Carbone et al., 2007; Petit, et al., 2010) e aumento no desenvolvimento
de autismo em criancas (Roberts et al., 2007).

Estudo realizado por Cooper et al. (2006) demonstraram que a exposi¢cao de
maes a inseticidas inibidores da enzima acetilcolinesterase no primeiro trimestre
de gravidez aumenta um risco em 2,7 vezes, em relacdo a maes nao expostas a

esses inseticidas, de terem filhos com alguma malformagé&o congénita.

Os agrotoxicos também podem atuar como interferentes endocrinos, de
forma a modificar a homeostase hormonal em homens e mulheres e reduzir a
fertilidade (Meyer et al., 1999; Bila e Dezotti, 2007).

Apoés a aplicagdo, os agrotoxicos podem ser transferidos constantemente
dos ecossistemas terrestres para 0s aquaticos. Mesmo em concentracdes

aquaticas baixas nas aguas, os agrotoxicos podem afetar a estrutura e funcdes

Caunesp Pagina 103



Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

das comunidades naturais, e desencadear impactos negativos em mdultiplos niveis

de organizacao bioldgica (Grisolia, 2005; Bortoluzzi et al., 2006).

Rohr e Mccoy (2010), em ampla revisdo bibliografica, citam que o herbicida
atrazina causa efeitos ecologicos indiretos e adversos em peixes e anfibios. Entre
os efeitos descritos, destacam a reducdo do crescimento e do comportamento
antipredador dos peixes, atividade locomotora elevada e imunidade reduzida,
acompanhada por infeccbes elevadas. Os autores relatam também
anormalidades morfolégicas das gbnadas associadas a alteracfes na producao
de hormonios sexuais, 0 que evidencia que a atrazina pode ocasionar

perturbacdes ao sistema enddcrino.

Kreutz et al. (2010) observaram reducdo na resposta imunitaria natural a
bactérias e a outros microorganismos aquaticos do peixe Rhamdia quelen apéds a
exposicdo a concentracfes subletais de herbicidas a base de glifosato e atrazina.
O herbicida glifosato também provoca estresse oxidativo (Lushchak et al., 2009) e
danos histopatolégicos hepaticos relacionados a alteracdes do perfil de expressao

proteica em peixes de agua doce (Ferreira et al., 2010; Dos Santos et al., 2017).

Em estudos realizados por Navarro-Martin et al. (2014) foram constatados
efeitos negativos na metamorfose, na taxa de desenvolvimento e na sobrevida de
girinos de ras (Lithobates sylvaticus), expostos cronicamente ao herbicida

glifosato.

Em estudo com bagre Clarias batrachus foi constatado que o inseticida
malation causou perturbacfes nas funcdes enddcrinas do peixe e na sensacao
olfativa, responsavel pela ingestdo alimentar e pelo comportamento de
alimentacéo gustativa. Essas alteracdes provocam reducdo no peso corporal e no

crescimento do organismo (Lal et al. 2013).

A exposicdo por longo tempo ao herbicida terbutrina pode alterar
significativamente os perfis bioquimicos e hematologicos dos peixes Cyprinus
carpio L. Outros efeitos dessa exposi¢cdo sao alteragcbes em o6rgaos internos dos
animais, aumento da formacgdo de espécies reativas de oxigénio e inibicdo da

capacidade antioxidante dos peixes (Velisek et al., 2011).

Em exposi¢cdes subletais de girinos de ra-touro-americana (Lithobates

catesbeianus) ao herbicida clomazone foi constatado o aumento no nimero de
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centros melanomacréfagos, que é um indicativo de condigBes estressantes
(Oliveira et al., 2016).

O comprometimento na resposta ao cortisol foi observado no bagre Rhamdia
quelen exposto aos inseticidas a base de metilparation, fungicidas a base de
tebuconazol, herbicidas a base de atrazina, simazina e glifosato. A inibicdo na
produgéo de cortisol pelas glandulas suprarrenais pode dificultar seriamente a
resposta adaptativa e a capacidade de promover 0S necessarios ajustes
metabdlicos e ionicos para responder ao estresse ambiental (Koakoski et al.,
2014).

Os efeitos de herbicidas no comportamento de peixes tém sido avaliados em
diversos estudos. Bretaud et al. (2004) observaram que concentracdes de 5.000,0
ug L™ de paraquat ndo afetou as acdes comportamentais de D. rerio. Em peixes
da espécie Carassius auratus, expostos a 5,0 pg L™ do herbicida diuron (mesmo
grupo quimico do herbicida tebutiuron) foi relatado a diminuicdo na atividade
comportamental de agrupamento. Porém, nenhuma resposta comportamental foi
observada quando os organismos foram transferidos para aguas nao

contaminadas (Saglio e Trijasse, 1998).

Além da mensuracdo dos efeitos dos poluentes sobre o homem e ao
ecossistema, esses estudos permitem ainda a obtencdo de conhecimentos
cientificos e a formacdo de um banco de dados da mensuracdo da poluicdo
ambiental, da capacidade de assimilacdo do meio e da compreensdo dos

processos naturais.
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6. CONCLUSOES

As aguas de afluente e de tanque de peixes dos cinco pesque-pague,
localizados em microbacias cultivadas com cana-de-agUcar nas regides
administrativas de Ribeirdo Preto e Central, no Estado de Séao Paulo, periodo
entre Junho/2014 e Maio/2015, estavam contaminadas, em ordem decrescente,
com a cafeina e com os herbicidas tebutiuron, metolacloro, hexazinona, atrazina,

ametrina e clomazone.

As concentracfes dos herbicidas foram maiores nas aguas de afluente que

nas do tanque de peixes dos pesque-pague.

As maiores concentracfes dos herbicidas nas aguas dos pesque-pague
foram encontradas no periodo de amostragem em que ocorreram 0S maiores
indices pluviométricos. Para a cafeina, as maiores concentracées nas aguas dos
pesque-pague foram encontradas no periodo de amostragem com menores

indices pluviométricos.

A declividade baixa da microbacia e a mata ciliar, apesar de serem fatores
relevantes para a magnitude da contaminagdo em corpos d’agua, no presente
estudo, ndo foram determinantes na contaminacdo das aguas de afluente e de

tanque de peixes dos pesque-pague com 0s herbicidas.

A maior porcentagem da area das microbacias, onde 0s pesque-pague estao
inseridos, cultivada com cana-de-acucar influenciou na maior concentracdo dos
herbicidas nas aguas dos afluentes e dos tanques de peixes, devido a maior

quantidade aplicada na 4rea e o manejo do solo.

Os sedimentos de fundo dos tanques de peixes dos pesque-pague estavam
contaminados em ordem decrescente pelos herbicidas metolacloro, tebutiuron,

hexazinona e isoxaflutol.

As concentracdes dos herbicidas e de cafeina nas aguas dos pesque-pague
nao foram suficientes para causar intoxicagdo em D. magna e inibicdo do

crescimento de frondes de L. minor.

A baixa concentragdo de nutrientes nas aguas, a baixa condutividade

elétrica e os altos valores de pH causaram inibicdo de crescimento das frondes de

Caunesp Pagina 106




Doutoranda Maria Amalia da Silva Santarossa Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

L. minor. O crescimento das frondes de L. minor € proporcional a condutividade

elétrica da agua.

Entre os dois contaminantes prevalentes, a toxicidade aguda do tebutiuron é
maior que a da cafeina para D. magna, L. minor e O. niloticus. O tebutiuron se
classifica como extremamente tdxico e altamente toxico apenas para a macrofita

aguatica L. minor.

O tebutiuron se classifica como de baixo risco de intoxicacdo ambiental para
D. magna e O. niloticus e como de alto a médio risco de intoxicacdo ambiental
para L. minor. Em funcdo da diluicdo nas aguas, € de baixo risco de intoxicacao
ambiental para L. minor nas diluicdes inferiores a 3,12% da maior dose de uso
recomendada nos cenarios de espelhos d’agua com 2,0 m de profundidade, e

inferiores a 6,25% com 3m de profundidade.
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