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RESUMO: A expansdo da cultura da cana-de-agucar, a necessidade do uso de herbicidas, o
processo de escoamento superficial da agua no solo, a simplicidade das tecnologias
empregadas nas estagles de tratamento de agua, justificam a proposta do referido estudo
para avaliagdo dos efeitos ecotoxicoldgicos de um herbicida comercial composto por
Diuron (46,8%p/p) e Hexazinona (13,2%p/p) e dos compostos puros Diuron e Hexazinona,
através da realizacdo de testes de toxicidade aguda, utilizando como organismo testes a
Ceriodapnhia dubia. A metodologia utilizada nos ensaios foi adaptada das Normas NBR
12.713 (ABNT, 2004) e NBR 13.373 (ABNT, 2005). Nos ensaios de toxicidade aguda, o
tempo de exposicdo foi de 48 h e os resultados obticdos foram estatisticamente
processados por Trimmed Spearman-Karber para cdlculo de 50% da imobilizagdo dos
organismos testes (CEsg). O valor obtido de CEs, para os testes agudos com um herbicida
comercial foi de 5,78 mg.L", para o Diuron o valor de CEs, foi de 2,9 mg.L" e para
Hexazinona o CEs, foi de 105,56 mg.L’'. Concluiu-se que Diuron apresentou potencial
toxico de aproximadamente 37 vezes maior, quando comparado a Hexazinona e em
relacdo aos valores obtidos de toxicidade citados na literatura, mesmo considerando
organismos pertencentes a diferentes cadeias troficas, os valores de CEs, apresentaram-se
préximos, porém, faz se necessdrio a compilagdo de diversos ensaios em diferentes niveis
troficos, no intuito de ampliar dados para futura analise de risco que possibilitem aos
6rgdos regulamentadores o estabelecimento de limites maximos permissiveis para
qualidade de 4guas superficiais com seguranca e confiabilidade.

ABSTRACT: The expansion of the culture of cane sugar, the need for the use of herbicides,
the process of runoff water in the soil, the simplicity of the technologies used in water
treatment plants, justifies the proposal of this study to evaluate the effects
ecotoxicological effects of a commercial herbicide Diuron consisting of (46.8% w/w) and
Hexazinone (13.2% w/w) pure compounds and Diuron and Hexazinone, by carrying out
acute toxicity tests using as test organism to Ceriodapnhia dubia. The methodology used in
the tests was adapted from the NBR 12713 (ABNT, 2004) and NBR 13373 (ABNT, 2005). In
acute toxicity tests, the exposure time was 48 h and the results obtained were statistically
processed by Trimmed Spearman-Karber calculation to 50% of the test organisms
immobilization (ECsg). The ECsy value obtained for the acute tests with a commercial
herbicide was 5.78 mg.L"1 for Diuron the ECs value was 2.9 mg.L'1 and the ECsy was
Hexazinone 105.56 mg.L .Diuron was concluded that showed toxic potential of
approximately 37- fold higher as compared to Hexazinone and for the toxicity values
reported in literature, even considering organisms belonging to different trophic chains,
the ECs, values were close, but makes it necessary to build several tests at different
trophic levels, in order to expand data for future risk analysis that enable regulators to
establish maximum allowable limits for surface water quality with safety and reliability.
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1. INTRODUGCAO

O cultivo da cana tornou-se um grande
investimento agricola e atualmente a cana-de-
aclcar ocupa cerca de 2% da area cultivavel no
Brasil, que é o maior produtor mundial, seguido
pela india, Taildndia e Austrdlia. No Brasil, as
regiGes que se destacam no cultivo da cana-de-
aclcar sdo: Sudeste, sendo Sdo Paulo o estado de
maior indice seguido de Minas Gerais, Centro-Oeste
(com Mato Grosso do Sul e Goias), Sul e Nordeste.
Em média 55% da colheita de cana-de-agucar é
destinada a fabricacdo de etanol e 45% para a
fabricacdo de agucar (UNICA, 2013).

A drea cultivada de cana-de-agucar
destinada a atividade sucroalcooleira esta estimada
em 9,62 milhdes de hectares, sendo 13% na regiao
norte-nordeste e 87% na regiao centro-sul com 7,8
milhdes de hectares para a safra 2013 (UNICA,
2013). A produtividade média da cultura de cana de
aclcar no Brasil estd estimada em 69289 kg/ha
(CONAB, 2011). Com o propésito de aumento na
produtividade agricola sdo necessdrios e
indispensaveis investimentos em agroquimicos e
insumos, tais como os fertilizantes, formicidas,
pesticidas e, principalmente, os herbicidas.

O uso de agroquimicos é a segunda causa
de contaminacdo da dgua no pais, sé perde para o
despejo de esgoto doméstico. A poluicdo da agua
provocada por agrotoxico ou fertilizante é um
problema para 16,2% dos municipios brasileiros
(901 municipios), na Bacia Costeira do Sul, 31% dos
municipios registraram poluicdo da d&gua por
agrotéxicos e 19% estdo concentrados nas bacias
do Rio da Prata e na Costeira do Sudeste (IBGE,
2010).

Dentre varios herbicidas empregados na
cultura da cana-de-aglucar, um produto comercial
composto pela mistura de Diuron e Hexazinona
vem sendo amplamente utilizados (ARMAS, 2006).

A Resolucao do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) n° 357 (BRASIL, 2005),
qgue estabelece padrdes de qualidade para corpos
d’dgua, ndo relaciona esses compostos quimicos e
recomenda que possiveis substancias causadoras
de danos aos seres vivos deverao ser investigadas, e
gue critérios de toxicidade deverdo se basear em
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resultados de testes de ecotoxicoldgicos
padronizados utilizando organismos aquaticos.

A ecotoxicologia é uma area especializada
da toxicologia ambiental que analisa os efeitos
téxicos causados por agentes quimicos e fisicos
sobre as popula¢gdes em ambientes aquatico e/ou
terrestres, que integram o ecossistema. O
desenvolvimento de protocolos para testes de
toxicidade permitem definir a faixa de toxicidade
tolerdvel obtendo-se o conhecimento de niveis
aceitdveis e servem de referéncia na tomada de
decisbes para orgdo publicos reguladores (RONCO
et al., 2004).

A Portaria n2 2914 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011),

potabilidade da agua para consumo humano,

que estabelece padrées de

incluiu e limitou o valor maximo de concentracao
de Diuron em 90 ug.L'l, tal inclusdo, deve-se a uma
preocupacdo com os possiveis efeitos danosos a
saude dos seres humanos.

A importancia da realizacdo de estudos
sobre os efeitos toxicos de compostos quimicos,
utilizando organismos sensiveis, compostos estes
passiveis de virem a ser microcontaminantes
emergentes de aguas superficiais e potdveis, os
quais estdo relacionados com a concentragdo e
suas propriedades, bem como estes compostos
podem afetar o organismo exposto, esta centrada
no estabelecimento do potencial todxico, no
mecanismo de a¢do nos seres vivos e nas taxas de
sensibilidade para diferentes organismos aquaticos,
em relagdo a mesma substdncia. Com este
enfoque, a pesquisa objetiva avaliar os efeitos
comercial

ecotoxicolégicos de um herbicida

composto pelos principio ativos diuron e
hexazinona, atualmente empregados na cultura da
cana-de-acucar, utilizando como organismo testes
neonatas de Ceriodapnhia dubia para determinar
valores da concentracdo efetiva média (CEsg)

desses com postos.

2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada na realizagdo
dos ensaios de toxicidade aguda em Ceriodaphnia
dubia foi baseada nas NBR 12.713 (ABNT 2004) e
NBR 13.373 (ABNT 2005),

utilizando como
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contaminantes um herbicida comercial e seus dois
compostos, Diuron e Hexazinona isoladamente.

2.1 PREPARO DA AGUA DE DILUICAO

Uma dagua reconstituida foi utilizada nos
ensaios para diluicdes de contaminantes e para o
cultivo dos organismos testes, esta agua foi
preparada em laboratdrio com adicdao de reagentes
guimicos para obtencdo de valores de pH de 7,3 +
0,3 e dureza de 44 + 4 mg CaCO5.L™" e mantida em
temperatura de 25 °C + 2, para o controle destes
valores, estes parametros foram analiticamente
verificados semanalmente (APHA, 2005). Na Tabela
1 estdo apresentadas as quantidades dos reagentes
guimicos de pureza analitica que foram utilizados
no preparo da agua reconstituida do cultivo.

Apds preparacdo da agua reconstituida a
mesma foi aerada por 12 h através de um
compressor de ar, para proporcionar solubilizagdo
dos sais, saturacdo do oxigénio dissolvido e
estabilizacdo do pH. Dessa agua reconstituida,

foram  mantidas  solucdes-estoque  aeradas
constantemente em frasco de 1000 mlL, para
posteriormente serem utilizadas no cultivo dos
organismos-testes que necessita de uma renovacao
da 4gua trés vezes por semana, com uma troca total
e outras duas parciais de 50%, tendo-se o cuidado
no manuseio para evitar alteragdes na temperatura
da adgua (* 2°C) para ndo causar danos aos

organ ismos-testes.

TABELA 1: Quantidade de reagentes quimicos de pureza analitica

(PA) utilizados na preparagdo da agua reconstituida com diluicdo
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2.2 PREPARACAO DOS ALIMENTOS PARA OS
ORGANISMOS

De acordo com a metodologia aplicada, o
alimento utilizado para os organismos-testes foram
algas verdes Pseudokirchneriella subcapitata e um
alimento composto a base de racdo comercial para
peixe e fermento bioldgico. O fornecimento do
alimento no cultivo das algas foi diario, com
dosagens controladas, evitando que os organismos
permanecessem mais de 48h sem alimentacdo e/ou
com excesso de alimentos.

Para o preparo do meio de cultivo das
algas foram adicionados 30 mL de meio CHU (CHU,
1942) em 1,5 L de agua destilada, cujas solucbes de
preparo foram esterilizadas em autoclave na
temperatura de 120°C e pressao de 1 atm, por 20
minutos. Apds resfriamento dessas solugdes, foram
adicionadas iscas de culturas da alga para a sua
posterior reproducdo. Na Figura 1, é apresentado o
frasco com o cultivo das algas.

Para a obtencdo de células viaveis, as
culturas de algas Pseudokirchneriella subcapitata
foram mantidas em temperatura entre 20° a 25°C,
com permanente aeracdo e iluminacdo artificial
com 4 lampadas fluorescentes compactas de 25W,
apos atingirem o crescimento adequado, em
aproximadamente 7 dias, a cultura foi centrifugada
e o sobrenadante do meio de cultura das algas foi
descartado, as algas sedimentadas foram coletadas
e posteriormente levadas a camara de Neubauer
para contagem do numero de células viaveis por
mL.

para 1000 mL no cultivo das Ceriodaphnia dubia.

Reagente P.A. Férmula molecular Qua;r;:;(j)ade
Sulfato de calcio Cas0,.2H,0 1500
Cloreto de potassio KCl 200
Bicarbonato de sddio NaHCO; 4800
Sulfato de magnésio MgS0,.7H,0 6100

FIGURA 1: Manutengdo de meio de cultura
de algas Pseudokirchneriella subcapitata.

Fonte: NBR 13.373 (ABNT, 2005).
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No fornecimento do alimento aos
organismos teste, a base de algas verdes, utilizou-se
uma dosagem de 1 a 5 x 10° células por organismo,
diariamente, de acordo com as recomendacdes da
NBR 13.373 (ABNT, 2005).

Com o objetivo de otimizar o processo de
contagem das algas (n? de células.mL?), foi
desenvolvida uma técnica analitica alternativa por
espectrofotometria na regido de UV-visivel em um
equipamento Espectrofotdmetro Cary 1E, da marca
Varian, com cubeta de quartzo de 1 cm de caminho
Optico. Uma varredura da cultura na regido de UV-
visivel foi empregada para a determinacdo do
comprimento de onda de absor¢do maxima, em
seguida, foi feita uma curva de calibragdo com
diferentes concentra¢des conhecidas de alga
obtendo-se uma correlagdo entre absorbancia e
numero de células por mL (PASCHOALATO et al.
2013).

No preparo do alimento composto,
utilizou-se 5 g de racao comercial para peixe
dissolvida em 1 L de 4gua destilada, mantido sob
aeracdao por 7 dias, o qual foi filtrado em papel
gualitativo e posteriormente separado em porgoes
de 50 mlL, armazenados em frascos plasticos
descartaveis e mantidos em temperatura de -42 C

(em freezer). Para a utilizacdo, esperou-se atingir a

temperatura ambiente natural e foi adicionado

FIGURA 2: Manutengao dos organismos-testes.
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0,25 g de fermento biolégico mais 50 mL de agua
destilada para formar 100 mL. Esse composto, em
filtrado
qualitativo e armazenado em geladeira sendo

seguida, foi novamente em papel

consumido em até uma semana.

2.3 MANUTENGAO DE ORGANISMOS TESTES E
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

Os organismos foram mantidos em
laboratdrio climatizado (23°C) em recipientes de
vidro e divididos em lotes de até 70 adultos por
litro, os recipientes foram cobertos por filme
plastico com furos. Foi utilizado um equipamento
de foto periodo para controle de 16 h de luz em
todas as culturas de Ceriodaphnias dubias. A Figura
2 mostra os

recipientes utilizados para a

manutengdo dos  organismos-testes.  Desses

recipientes obtiveram-se as neonatas de
Ceriodaphnias dubia que foram utilizadas nos testes
agudos.

A manutencgado e a separagao das neonatas
de Ceriodaphnias dubia objetivou um melhor
desempenho na reproducdo, a fim de evitar o
excesso de populacdo e, posteriormente, serem
utilizadas para avaliar a toxicidade aguda de
substancias quimicas em contato com esses
organismos. Na Figura 3 podemos ver um exemplar

de Ceriodaphnia dubia (MBL, 2005).

AR A oL -
FIGURA 3: Exemplar de Ceriodaphnia dubia.
Fonte: MBL Aquaculture (2005).
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A separacdo dos organismos de
Ceriodaphnias dubia ocorreu a cada 3 dias,
considerando a idade e diferentes lotes. O
procedimento de separagdo das Ceriodaphnias
dubias adultas das neonatas (de 6 a 24 h de vida),
foi realizado com o auxilio de uma pipeta
automatica com ponteira descartdvel, onde as
neonatas eram capturadas e inseridas em uma nova
solucdo de agua reconstituida, a fim de serem
posteriormente utilizadas nos testes agudos. A
justificativa da utilizacdo apenas de organismos
neonatas nos testes agudos é por serem mais
sensiveis aos agentes quimicos do que os
organismos adultos, e por haver diferencas no grau
de desenvolvimento dos mecanismos de
desintoxicagdo entre organismos jovens e adultos
(FORGET et al., 2005).

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam
uma resposta severa e rdpida dos organismos
aquaticos a um estimulo que se manifesta, em
geral, num intervalo de 0 a 96 h (RAND et al., 1995).
Neste trabalho, o tempo de exposicao estudado foi
de 48 h (CETESB, 1991; USEPA, 2001 e ABNT, 2004).

Para os ensaios de toxicidade aguda foram
selecionados organismos neonatas de Ceriodaphnia
dubia, de 6 a 24 h de idade, e estes foram expostos
ao contaminante por um periodo de 48 h, sem
iluminacdo e sem o fornecimento de alimento. Para
a separacao dos organismos neonatas, com idade
desejada, novamente foi necessaria a aspiracao
com auxilio de um pipetador, um dia antes de
iniciar os testes agudos, de um lote de fémeas
ovadas, posteriormente transferidas para frascos
que foram mantidos a 23°C, sendo alimentadas com
algas Pseudokirchneriella subcapitata em uma
concentragio de aproximadamente 2 x 10° e de
alimento composto com 2 mL.L™.

Os efeitos observados nos organismos
testes s3o a imobilizacdo ou a letalidade. E
importante ressaltar que sdao considerados imoveis,
além dos organismos aparentemente mortos,
aqueles incapazes de nadar na coluna d’agua em
até 15 segundos apds leve agitacdo do recipiente.
Para cada teste definitivo de toxicidade aguda, foi
observada a imobilizacdo dos organismos para

determinacdo da CEs.48 h (concentragdo efetiva
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média), isto é, a concentragdo do agente téxico que
causa imobilidade estatisticamente a 50% dos
organismos teste depois de 48 horas de exposicao
ao contaminante.

Os testes de toxicidade aguda para o
herbicida comercial foram realizados partindo-se de
uma solucdo de herbicida comercial preparada para
a obtencdo de uma concentracdo de 25 mg.L?,
adotado em fun¢do da composto com menor
solubilidade (diuron 42mg/L), em seguida foram
preparadas, por diluices, 26 solucdes de
concentragdes que variaram de 0,50 a 13 mg.L"l,
sendo essas concentra¢des baseadas em ensaios
preliminares.

Nos ensaios de toxicidade aguda para
diuron, partiu-se de uma solucdo de 25 mg.L?, em
seguida foram diluidas para obtencdo de 15
concentragoes variando entre 0,25 a 12 mg.L'1 e nos
ensaios de toxicidade aguda para hexazinona,
partiu-se de uma solugdo de 1.000 mg.L™, que por
diluicdes obteve-se 15 diferentes concentragbes
variando entre 1 a 500 mg.L"". Em todos os ensaios
foi inserido um controle (sem contaminacdo) e os
mesmos foram realizados em triplicata. Os
recipientes utilizados foram frascos de vidro com
capacidade para 25 mL, conforme a Figura 4.

Foram colocadas nesses frascos 20 mL
das solugdes diluidas dos herbicidas comercial, puro
e do controle, em seguida, foram transferidos 5
organismos neonatos para cada frasco com o
auxilio de uma pipeta automatica com ponteira
descartavel e acondicionados em estufa incubadora
com temperatura controlada entre 23°C a 25°C.

Durante o periodo de testes, os frascos
foram mantidos sem alimentacdo e auséncia total
de iluminacdo, sendo que as varidveis fisicas e
quimicas (pH, dureza total e oxigénio dissolvido)
foram controladas semanalmente durante o
decorrer dos testes.

Apbs 48 horas, com o auxilio de uma lupa,
observou-se e quantificou-se o numero de
individuos imdveis por frascos, em triplicata. O
método estatistico Trimmed Spearman-Karber
Method  for Median Lethal
Concentrations in Toxicity Biossays (HAMILTON et

al., 1977; APHA, 2005), foi utilizado para célculo dos

Estimating



B. M. as Silva, C. F. P. R. Paschoalato, M. M. F. Afonso, M. B. de Souza

- REEC - Revista Eletrénica de Engenharia Civil Vol 7 - n® 3 (2013)

valores de CEsg, que sdo relativos a imobilizacdo dos

organismos testes, que correspondem  as
concentracdes das amostras no inicio do ensaio com
efeito de toxicidade aguda a 50% dos organismos

expostos a 48 h.

FIGURA 4: Frascos de vidro utilizados nos testes agudos.

Os métodos Spearman-Karber e Trimmed
Spearman-Karber sao métodos ndao paramétricos
gue tém boas propriedades estatisticas, sdo faceis
de usar e sdo recomendados para calculos precisos
de CEs5p (Concentracdo Efetiva Média) e Clsg
(Concentracdo Letal Média) com intervalo de
confianca de 95% (HAMILTON et al., 1977). Os
valores numéricos de toxicidade aguda, expressos
em CEso exprimem uma relacdo inversa com a
toxicidade, ou seja, quanto menor esse valor maior
a toxicidade (SILVA et al., 2012).

O método estatistico de Trimmed
Spearman-Karber é valido para curvas dose-resposta
simétricas e assimétricas. A Unica limitacdo desse
método em relagdo aos métodos paramétricos é
que deve cobrir o intervalo de zero a 100% de
mortalidade ou de efeito agudo (HAMILTON et al.,

1977; APHA, 2005; BAEZ et al., 2004).

2.4 ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DOS ORGANISMOS
TESTES

De acordo com Santos et al. (2007),
estudos mostraram que cloreto de sddio (NacCl)
pode ser usado como um produto téxico de
referéncia, atendendo a dois requisitos importantes
em uma pesquisa: o NaCl é menos perigoso para a
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manipulacdo humana e para o ambiente quando
comparado ao tradicional dicromato de potdssio e
a outros, e sua reprodutibilidade é aceitdvel em
testes laboratoriais de rotina.

Os organismos testes foram avaliados em
relacdo a sensibilidade a fim de assegurar a
qualificagdo dos mesmos dentro dos padrées
internacionais e garantir a validacdo dos testes
realizados exigidos pela norma da ABNT.

No ensaio de sensibilidade, a substancia
empregada foi o cloreto de sédio de dureza
analitica (NaCl PA), foram realizados 5 ensaios, em
duplicata, com 5 concentragcdes e um controle,
variando entre 0,6 a 2,2 g.L'1 de NaCl, os valores
obtidos foram utilizados no célculo do CEsq para o
NaCl. Os resultados devem compreender um
intervalo de *2 desvios-padrdo em relacdo aos
valores médios anteriormente obtidos para a

mesma espécie.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da realizacdo de um espectro
(varredura) entre os comprimentos de onda de 200
a 800 nm, determinou-se o valor do comprimento
de onda de maxima absor¢io de 685 nm,
considerando a colora¢ao esverdeada da solugao.
Este comprimento de onda foi utilizado na
construcdo da curva de calibracdo pelo método
espectrofotométrico.

Partindo-se de uma concentragdo de algas
de 2,05 x 10" n® células. mL", previamente
determinada na cdmara de Neubauer, foram feitas
diluicdes de concentragGes decrescentes para a
construcdo da curva de calibracdo de absorbancia
em funcdo do n? células por mL.

O coeficiente de correlagio (R?) obtido foi
de 0,9995, indicando que a técnica analitica
apresentou uma linearidade satisfatdria, conforme
mostrado na Figura 5, permitindo a quantificacao
do numero de células por mL de maneira rapida e
com confiabilidade. De acordo com ANVISA, (2003)
o critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlacdo deve ser de superior ou igual a 0,99.



B. M. as Silva, C. F. P.R. Paschoalato, M. M. F. Afonso, M. B. de Souza

- REEC — Revista Eletrénica de Engenharia Civil Vol 7- n2 3 (2013)

1,00 -
0,90 A
0,80 -
0,70
0,60 -
0,50 +
0,40 1
0,30
0,20 1
0,10 1
0,00 :

Abs.

29

y = 6E-08x +0,0059
R%=0,9995

0,00E+00 5,00E+06

1,00E+07

Concentrac¢do (Células/mL)

FIGURA 5: Curva de calibragdo do método alternativo de contagem de algas para a alimentagdo dos organismos-testes.
Fonte: Paschoalato et al. 2013.

Nos testes agudos com neonatas de
Ceriodaphnia dubia, primeiramente, foi avaliado
herbicida
utilizando-se 26 concentra¢des e mais uma solucdo

como contaminante o comercial,
para controle. Posteriormente, os compostos ativos
do  herbicida

separadamente, sendo o Diuron e o Hexazinona,

comercial  foram  avaliados
ambos em 15 concentragdes distintas e mais uma
solucdo de controle para cada composto. Em todos
os testes foram observados os CEs-48h, a partir das
porcentagens de imobilizacdo dos organismos
testes expostos por 48 h a varias concentragGes
destes contaminantes.

O valor obtido de CEso-48h para os testes
agudos com um herbicida comercial foi de 5,78
mg.L'l, 0 qual representa estatisticamente 50% de
imobilizacdo dos organismos testes. A Figura 6
demonstra a concentracdo do herbicida comercial
em funcdo da porcentagem de imobilidade dos
organismos testes, a faixa de toxicidade variou de
1,5 mg.L'l, que representa a concentracdo maxima
gue ndo causa imobilidade aos organismos a 11,5
mg.L", a qual representa a concentragio que causa
100% de imobilidade aos organismos.

De acordo com Silva et al. (2010), em um
trabalho no qual foi utilizado o mesmo herbicida
comercial e os organismos teste foram peixes Danio
rerio, obteve-se como resposta do CLso um valor de
581,50 mg.L™. O mesmo trabalho também detectou
que a partir de 50 mg.L™ desse herbicida, houve
alteragcbes comportamentais significativas, como
hipoatividade, relacionada ao movimento natatério
em mais de 50% dos organismos. Portanto os
resultados encontrados com o mesmo herbicida
comercial demonstraram que as espécies
Ceriodapnhias dubia, sendo de menor tamanho
corpéreo e de nivel tréfico anterior, sofreram
maiores efeitos toxicos do que comparado as
espécie de peixes Danio rerio. Segundo Williamson
(1980), os animais pequenos apresentam uma
maior taxa metabdlica.

Os resultados dos testes com os
componentes puros Diuron e Hexazinona, foram
realizados separadamente, com propdsito de uma
avaliacdo especifica de seus efeitos téxicos. Na
Figura 7 estdo apresentados os resultados obtidos
com o Composto Diuron e o valor obtido de CEsg

que foi de aproximadamente 2,9 mg.L™.
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FIGURA 6: Concentragdo do herbicida comercial em fun¢do da porcentagem de imobilidade dos organismos testes.
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FIGURA 7: Resultado do valor de CEsq nos testes agudos com o herbicida diuron com porcentagem de
imobilidade dos organismos testes em fung¢do da concentragao.

Na
resultados

Figura 8 estdo apresentados os
obtidos nos testes agudos com
Ceriodapnhia dubia expostas em hexazinona e o
valor obtido de CEsy foi de aproximadamente
105,56 mg.L™.

De acordo com dados da USEPA (1997 e
2003) foram encontrados valores de Cls, para
diuron de 1,4 mg.L™" e para hexazinona valores de
Clso de 151,6 mg.L"! em testes agudos com Dapnhia
magna, esses valores comparados aos obtidos no

trabalho demonstram varia¢cdes no valor de Cls.
Segundo dados na literatura, as condigées do meio,
por serem espécies de diferentes sensibilidades a
um mesmo contaminante ou a contaminantes
diferentes, valores de CLso podem ser passiveis de
variagbes, ndo podendo assim ser justificados
baseando-se em apenas um dado.

Nas Tabelas 2 e 3, estdo apresentadas as
compilagcbes de valores de CEs;; e Cls
diferentes

para

organismos testes, expostos aos
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herbicidas diuron e hexazinona respectivamente,
em trabalhos realizados por diferentes autores e
classificados por ordem tréfica.

Dentre os valores de CEs;z e Clsg
encontrados na literatura, a faixa de toxicidade do
diuron para algas variou entre 0,0007 a 0,070 mg.L’
- para os cladoceras essa faixa ficou em 2,9 a
21,117 mg/L e, para os peixes, variou de 4,3 a 42
mg.L'1 respectivamente. As espécies de algas foram
mais afetadas pelo diuron, por ser um herbicida, o
diuron tem seu efeito direcionado para a inibicdo
da fotossintese, consequentemente prejudicando o
crescimento de algas. Os invertebrados aquaticos,
por serem de niveis tréficos anteriores as Dapnhias,

apresentaram niveis maiores de sensibilidade a

31

toxicidade do diuron.

Os organismos aquaticos que
apresentaram maior sensibilidade ao diuron foram
as Ceriodapnhias dubia, dentre as cladoceras, pois
sdo espécies com menor tamanho corpodreo,
filtradores na cadeia alimentar, apresentando
assim, uma maior sensibilidade a exposicdo, do que
espécies de tamanho corpdreo maior
(WILLIAMSON, 1980; FREITAS e ROCHA, 2012).
Além disso, a reproducdo assexuada desses
crustaceos por partenogénese garante a producao
de organismos geneticamente idénticos,
permitindo assim a obtencdo de organismos-teste
com sensibilidade constante (TATARAZAKO et al.,

2003; BURATINI et al., 2004).

100 L aoad
90 CEgy=-105;56mg/L #4 . concentragio
2 minima que
80 causa100%de
. imobilidade
g L 4
*; 60
]
8 50 ”
S 40
g 30 (‘nnrpntrar;ﬁn ’
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0 |mob|Ildadev
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FIGURA 8: Resultados do valore de CEsy nos testes agudos com hexazinona com a porcentagem de
imobilidade em fung¢do da concentragao.

TABELA 2: Referéncia de valores de CE50 e CL50 para diferentes organismos, organizados por niveis

tréficos, expostos ao diuron.

Diuron

Organismos testes
& CEso (mg/L)

Referéncias
Clso (mg/L)

Invertebrados aquaticos
Scenedesmus vacuolatus

Selenastrum capricornotum 0,045-72h
Raphidocelis subcapitata 0,0007-96h
Cladoceras em geral

Ceriodapnhia dubia 2,9-48h
Dapnhia magna 8,6-48h
Dapnhia pulex

Hyalella azteca
Truta arco-iris
Peixes

0,05 a 0,07-24h

1a2,5-48n Giacomazzi, 2004
Neuwoehner et al., 2008
Fernandez-Alba, 2002

Ma, et al., 2006

21,117-48h Sanchez-Bayo, 2006
Presente estudo
Fernandez-Alba, 2002

17,9-96h Nebeker, 1998

19,4-96h Nebeker, 1998

3,5-96h Giacomazzi, 2004

4,3 2 42-48h Giacomazzi, 2004
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XTABELA 3: Valores de CE50 e CL50 para diferentes organismos, organizados por niveis troficos, expostos
a hexazinona.

0 . Hexazinona Referanci
rganismos testes CEoo(me/L) Lo (me/L) eferéncias
Selenastrum capricornutum 0,126 - 168h Montague, 2000
Cladoceras em geral 130,88 - 48h Sanchez-Bayo, 2006
Ceriodapnhia dubia 105,56 - 48h Presente estudo
Dapnhia magna 151,6 - 48h Montague, 2000
Wan et al., 1988
Oncorhynchus gorbuscha 839 - 48h
Oncorhynchus gorbuscha 728 -72h Wan et al., 1988
Oncorhynchus keta 286 - 48h Wan et al., 1988
Oncorhynchus keta 146,7 - 96h Montague, 2000

Os valores de CEsg e Clso para Hexazinona
testados em organismos das espécies cladocera,
ficaram na faixa de 105,56 a 151,6 mg.L™, os demais
organismos, apresentaram valores entre 146,7 a
839 mg.L'l, sendo assim mais resistentes. Portanto,
os organismos de niveis tréficos acima dos
cladoceras, na cadeia alimentar, apresentam maior
resisténcia aos efeitos téxicos a Hexazinona.

As algas sdo drasticamente afetadas pelos
efeitos toxicos dos herbicidas diuron e hexazinona
gue sdo inibidores da fotossintese. As Ceriodapnhia
dubia sdo animais de tamanho corpdreo pequeno e
com alta metabdlica,
zooplancton e consumidores primarios na cadeia
alimentar, trabalho
organismos de alta sensibilidade a alteracdo do
meio e a presenca dos herbicidas estudados.

Foram
concentragdes, através dos testes de sensibilidade

taxa filtradores do

mostrando neste serem

valores de

estabelecidos

2,00 ST RA——

1’90 ...........

1’80 ...........

1,70 B

Nacl (g.L-1)

1,40 A
1,30

1’20 T PO———

1,10 T s

1,00 : :

1[60 - ’ ................
1,50 el 434 Has A S EHRRASAGdiman anssannaasnsannassnnsessannsanssssassnsssnasasenassan

para os organismos utilizando o cloreto de sédio
(NaCl). A partir desses resultados adquiridos de
cada 5 concentracdes testadas, foram calculados os
CEsq 48 h destas concentragGes nos testes de
sensibilidade.

Na Figura 9 estd demonstrada a faixa de
sensibilidade obtida para a Ceriodaphnia dubia sob
exposicao ao NaCl. A linha central representa o
valor médio das CEs,-48 h obtidas de 1,50 g.L* de
NaCl,
demonstram os intervalos de sensibilidade que

as linhas tracejadas inferior e superior

variou entre 1,33 e 1,68 g.L'1 de NaCl, obtendo-se
os desvios-padroes aceitaveis exigidos pela ABNT.
Todos os valores se apresentaram dentro
do desvio padrao esperado, sendo assim os testes
de sensibilidade asseguraram a qualidade dos
organismos-testes e a confiabilidade dos

resultados.

Ensaios

FIGURA 9: Resultados das CEsy -48h dos testes de sensibilidade da Ceriodaphnia dubia a exposicdo com o NaCl.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Pela importancia econémica da cultura da
cana-de-aclcar para o desenvolvimento do pais
combinada a preocupacdo em preservacdo dos
recursos hidricos visando os usos mdultiplos e
sustentabilidade, pelos resultados dos testes de
toxicidade para o herbicida comercial e dos
compostos diuron e hexazinona, pode-se concluir
que o organismo teste utilizado, Ceriodaphnia
dubia, apresentou uma facilidade de cultivo em
laboratdrio, sensibilidade durante as realizacdes dos
testes e reprodutividade, mostrando a viabilidade
de sua utilizacdo em testes de ecotoxicidade.

Os testes de sensibilidade apresentaram-se
dentro do intervalo de confiabilidade exigido pela
norma da ABNT NBR 12713, concluindo-se pela
validagdo dos resultados encontrados para os
compostos estudados. Os testes agudos mostraram
que oS herbicidas em estudo, sao
microcontaminantes e apresentam toxicidade para
organismos aquaticos no nivel tréfico primdrio da
cadeia alimentar.

Nos resultados obtidos para CEsg-48h em
testes com Ceriodaphnia dubia foram obtidos
valores para diuron de 2,9 mg.L™" e para hexazinona
de 105,556 mg.L’, conclui-se que diuron tem
potencial tdxico, aproximadamente 37 vezes
superior, quando comparado a hexazinona.

O produto herbicida comercial teve o seu
resultado de CEsy-48h de 5,78 mg.L'l, podendo-se
concluir que a presenga de 13,2% de hexazinona na
mistura tenha proporcionado uma reducdo da
toxicidade em relacdo ao diuron puro nos
organismos testes.

Avaliando-se os valores obtidos de
toxicidade por diversos trabalhos consultados na
literatura, mesmo considerando  organismos

pertencentes a diferentes cadeias tréficas, os
valores de CEsy apresentaram-se proximos, porem,
faz se necessario a compilagdo de diversos ensaios
de diferentes niveis troficos, no intuito de gerar
dados para as avaliacGes de andlise de risco, afim de
que os Orgdos regulamentadores possam, com
seguranca, estabelecer limites maximos permissiveis
para qualidade das aguas superficiais na legislacao
brasileira.
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