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1. INTRODUÇÃO 

O  cultivo  da  cana  tornou‐se  um  grande 

investimento  agrícola  e  atualmente  a  cana‐de‐

açúcar  ocupa  cerca  de  2%  da  área  cultivável  no 

Brasil,  que  é  o  maior  produtor  mundial,  seguido 

pela  Índia,  Tailândia  e  Austrália.  No  Brasil,  as 

regiões  que  se  destacam  no  cultivo  da  cana‐de‐

açúcar  são: Sudeste,  sendo São Paulo o estado de 

maior índice seguido de Minas Gerais, Centro‐Oeste 

(com Mato Grosso do Sul e Goiás), Sul e Nordeste. 

Em  média  55%  da  colheita  de  cana‐de‐açúcar  é 

destinada  a  fabricação  de  etanol  e  45%  para  a 

fabricação de açúcar (UNICA, 2013).   

A  área  cultivada  de  cana‐de‐açúcar 

destinada à atividade sucroalcooleira está estimada 

em 9,62 milhões de hectares, sendo 13% na região 

norte‐nordeste e 87% na região centro‐sul com 7,8 

milhões  de  hectares  para  a  safra  2013  (UNICA, 

2013). A produtividade média da cultura de cana de 

açúcar  no  Brasil  está  estimada  em  69289  kg/ha 

(CONAB,  2011).  Com  o  propósito  de  aumento  na 

produtividade  agrícola  são  necessários  e 

indispensáveis  investimentos  em  agroquímicos  e 

insumos,  tais  como  os  fertilizantes,  formicidas, 

pesticidas e, principalmente, os herbicidas.  

O uso de agroquímicos é a segunda causa 

de contaminação da água no país, só perde para o 

despejo  de  esgoto  doméstico. A  poluição  da  água 

provocada  por  agrotóxico  ou  fertilizante  é  um 

problema  para  16,2%  dos  municípios  brasileiros 

(901 municípios), na Bacia Costeira do Sul, 31% dos 

municípios  registraram  poluição  da  água  por 

agrotóxicos  e  19%  estão  concentrados  nas  bacias 

do  Rio  da  Prata  e  na  Costeira  do  Sudeste  (IBGE, 

2010).  

Dentre  vários  herbicidas  empregados  na 

cultura  da  cana‐de‐açúcar,  um  produto  comercial 

composto  pela  mistura  de  Diuron  e  Hexazinona 

vem sendo amplamente utilizados (ARMAS, 2006).  

A  Resolução  do  Conselho  Nacional  do 

Meio Ambiente  (CONAMA)  n°  357  (BRASIL,  2005), 

que  estabelece  padrões  de  qualidade  para  corpos 

d’água, não  relaciona esses  compostos químicos e 

recomenda  que  possíveis  substâncias  causadoras 

de danos aos seres vivos deverão ser investigadas, e 

que critérios  de toxicidade  deverão  se basear  em  

resultados  de  testes  de  ecotoxicológicos 

padronizados utilizando organismos aquáticos. 

A ecotoxicologia é uma área especializada 

da  toxicologia  ambiental  que  analisa  os  efeitos 

tóxicos  causados  por  agentes  químicos  e  físicos 

sobre  as  populações  em  ambientes  aquático  e/ou 

terrestres,  que  integram  o  ecossistema.  O 

desenvolvimento  de  protocolos  para  testes  de 

toxicidade  permitem  definir  a  faixa  de  toxicidade 

tolerável  obtendo‐se  o  conhecimento  de  níveis 

aceitáveis  e  servem  de  referência  na  tomada  de 

decisões  para  órgão  públicos  reguladores  (RONCO 

et al., 2004).  

A Portaria nº 2914 do Ministério da Saúde 

(BRASIL,  2011),  que  estabelece  padrões  de 

potabilidade  da  água  para  consumo  humano, 

incluiu  e  limitou  o  valor máximo  de  concentração 

de Diuron em 90 µg.L‐1, tal inclusão, deve‐se a uma 

preocupação  com  os  possíveis  efeitos  danosos  a 

saúde dos seres humanos. 

A  importância  da  realização  de  estudos 

sobre  os  efeitos  tóxicos  de  compostos  químicos, 

utilizando  organismos  sensíveis,  compostos  estes 

passíveis  de  virem  a  ser  microcontaminantes 

emergentes  de  águas  superficiais  e  potáveis,  os 

quais  estão  relacionados  com  a  concentração  e 

suas  propriedades,  bem  como  estes  compostos 

podem afetar o organismo exposto, esta centrada 

no  estabelecimento  do  potencial  tóxico,  no 

mecanismo de ação nos seres vivos e nas taxas de 

sensibilidade para diferentes organismos aquáticos, 

em  relação  à  mesma  substância.  Com  este 

enfoque,  a  pesquisa  objetiva  avaliar  os  efeitos 

ecotoxicológicos  de  um  herbicida  comercial 

composto  pelos  principio  ativos  diuron  e 

hexazinona, atualmente empregados na cultura da 

cana‐de‐açúcar,  utilizando  como  organismo  testes 

neonatas  de  Ceriodapnhia  dubia  para  determinar 

valores  da  concentração  efetiva  média  (CE50) 

desses compostos. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

A  metodologia  empregada  na  realização 

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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A  separação  dos  organismos  de 

Ceriodaphnias  dubia  ocorreu  a  cada  3  dias, 

considerando  a  idade  e  diferentes  lotes.  O 

procedimento  de  separação  das  Ceriodaphnias 

dubias adultas das neonatas  (de 6 a 24 h de vida), 

foi  realizado  com  o  auxílio  de  uma  pipeta 

automática  com  ponteira  descartável,  onde  as 

neonatas eram capturadas e inseridas em uma nova 

solução  de  água  reconstituída,  a  fim  de  serem 

posteriormente  utilizadas  nos  testes  agudos.  A 

justificativa  da  utilização  apenas  de  organismos 

neonatas  nos  testes  agudos  é  por  serem  mais 

sensíveis  aos  agentes  químicos  do  que  os 

organismos adultos, e por haver diferenças no grau 

de  desenvolvimento  dos  mecanismos  de 

desintoxicação  entre  organismos  jovens  e  adultos 

(FORGET  et al.,  2005). 

Os  ensaios  de  toxicidade  aguda  avaliam 

uma  resposta  severa  e  rápida  dos  organismos 

aquáticos  a  um  estímulo  que  se  manifesta,  em 

geral, num intervalo de 0 a 96 h (RAND et al., 1995). 

Neste trabalho, o tempo de exposição 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  período  de  48  h,  sem 

iluminação e sem o fornecimento de alimento. Para 

a  separação  dos  organismos  neonatas,  com  idade 

desejada,  novamente  foi  necessária  à  aspiração 

com  auxilio  de  um  pipetador,  um  dia  antes  de 

iniciar  os  testes  agudos,  de  um  lote  de  fêmeas 

ovadas,  posteriormente  transferidas  para  frascos 

que foram mantidos a 23°C, sendo alimentadas com 

algas  Pseudokirchneriella  subcapitata  em  uma 

concentração  de  aproximadamente  2  x  105  e  de 

alimento composto com 2 mL.L‐1. 

Os  efeitos  observados  nos  organismos 

testes  são  a  imobilização  ou  a  letalidade.  É 

importante ressaltar que são considerados imóveis, 

além  dos  organismos  aparentemente  mortos, 

aqueles  incapazes  de  nadar  na  coluna  d’água  em 

até 15  segundos  após  leve  agitação do  recipiente. 

Para  cada  teste definitivo de  toxicidade aguda,  foi 

observada  a  imobilização  dos  organismos  para 

determinação da CE50‐48 h (concentração efetiva  

média), isto é, a concentração do agente tóxico que 

causa  imobilidade  estatisticamente  a  50%  dos 

organismos  teste depois de 48 horas de exposição 

ao contaminante.  

Os  testes  de  toxicidade  aguda  para  o 

herbicida comercial foram realizados partindo‐se de 

uma solução de herbicida comercial preparada para 

a  obtenção  de  uma  concentração  de  25  mg.L‐1, 

adotado  em  função  da  composto  com  menor 

solubilidade  (diuron  42mg/L),  em  seguida  foram 

preparadas,  por  diluições,  26  soluções  de 

concentrações  que  variaram  de  0,50  a  13 mg.L‐1, 

sendo  essas  concentrações  baseadas  em  ensaios 

preliminares.   

Nos  ensaios  de  toxicidade  aguda  para 

diuron, partiu‐se de uma solução de 25 mg.L‐1, em 

seguida  foram  diluídas  para  obtenção  de  15 

concentrações variando entre 0,25 a 12 mg.L‐1 e nos 

ensaios  de  toxicidade  aguda  para  hexazinona, 

partiu‐se de uma solução de 1.000 mg.L‐1, que por 

diluições  obteve‐se  15  diferentes  concentrações 

variando entre 1 a 500 mg.L‐1. Em todos os ensaios 

foi  inserido um  controle  (sem  contaminação)  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 soluções diluídas dos herbicidas comercial, puro 

e  do  controle,  em  seguida,  foram  transferidos  5 

organismos  neonatos  para  cada  frasco  com  o 

auxílio  de  uma  pipeta  automática  com  ponteira 

descartável e acondicionados em estufa incubadora 

com temperatura controlada entre 23°C a 25°C. 

Durante  o  período  de  testes,  os  frascos 

foram mantidos  sem  alimentação  e  ausência  total 

de  iluminação,  sendo  que  as  variáveis  físicas  e 

químicas  (pH,  dureza  total  e  oxigênio  dissolvido) 

foram  controladas  semanalmente  durante  o 

decorrer dos testes. 

Após 48 horas, com o auxilio de uma lupa, 

observou‐se  e  quantificou‐se  o  número  de 

indivíduos  imóveis  por  frascos,  em  triplicata.  O 

método  estatístico  Trimmed  Spearman‐Karber 

Method  for  Estimating  Median  Lethal 

Concentrations  in  Toxicity  Biossays  (HAMILTON  et 

al., 1977; APHA, 2005), foi utilizado para cálculo dos 
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FIGURA 5: Curva de calibração do método alternativo de contagem de algas para a alimentação dos organismos‐testes. 

Fonte: Paschoalato et al. 2013. 

 

Nos  testes  agudos  com  neonatas  de 

Ceriodaphnia  dubia,  primeiramente,  foi  avaliado 

como  contaminante  o  herbicida  comercial, 

utilizando‐se 26 concentrações e mais uma solução 

para controle. Posteriormente, os compostos ativos 

do  herbicida  comercial  foram  avaliados 

separadamente,  sendo  o  Diuron  e  o  Hexazinona, 

ambos em 15  concentrações distintas e mais uma 

solução de controle para cada composto. Em todos 

os testes foram observados os CE50‐48h, a partir das 

porcentagens  de  imobilização  dos  organismos 

testes  expostos  por  48  h  a  várias  concentrações 

destes contaminantes. 

 O valor obtido de CE50‐48h para os testes 

agudos  com  um  herbicida  comercial  foi  de  5,78 

mg.L‐1, o qual  representa  estatisticamente 50% de 

imobilização  dos  organismos  testes.  A  Figura  6 

demonstra  a  concentração  do  herbicida  comercial 

em  função  da  porcentagem  de  imobilidade  dos 

organismos  testes,  a  faixa de  toxicidade  variou de 

1,5 mg.L‐1, que  representa a concentração máxima 

que  não  causa  imobilidade  aos organismos  a  11,5 

mg.L‐1, a qual representa a concentração 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 CL50 um valor de 

581,50 mg.L‐1. O mesmo trabalho também detectou 

que  a  partir  de  50 mg.L‐1  desse  herbicida,  houve 

alterações  comportamentais  significativas,  como 

hipoatividade, relacionada ao movimento natatório 

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 

corpóreo  e  de  nível  trófico  anterior,  sofreram 

maiores  efeitos  tóxicos  do  que  comparado  as 

espécie de peixes Danio rerio. Segundo Williamson 

(1980),  os  animais  pequenos  apresentam  uma 

maior taxa metabólica. 

Os  resultados  dos  testes  com  os 

componentes  puros  Diuron  e  Hexazinona,  foram 

realizados  separadamente,  com  propósito  de  uma 

avaliação  específica  de  seus  efeitos  tóxicos.  Na 

Figura 7 estão apresentados os  resultados obtidos 

com  o  Composto Diuron  e  o  valor  obtido  de  CE50 

que foi de aproximadamente 2,9 mg.L‐1. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Pela  importância  econômica  da  cultura  da 

cana‐de‐açúcar  para  o  desenvolvimento  do  país 

combinada  a  preocupação  em  preservação  dos 

recursos  hídricos  visando  os  usos  múltiplos  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 

laboratório, sensibilidade durante as realizações dos 

testes  e  reprodutividade, mostrando  a  viabilidade 

de sua utilização 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 

validação  dos  resultados  encontrados  para  os 

compostos estudados. Os testes agudos mostraram 

que  os  herbicidas  em  estudo,  são 

microcontaminantes  e  apresentam  toxicidade  para 

organismos  aquáticos  no  nível  trófico  primário  da 

cadeia alimentar. 

Nos  resultados  obtidos  para  CE50‐48h  em 

testes  com  Ceriodaphnia  dubia  foram  obtidos 

valores para diuron de 2,9 mg.L‐1 e para hexazinona 

de  105,56  mg.L‐1,  conclui‐se  que  diuron  tem 

potencial  tóxico,  aproximadamente  37  vezes 

superior, quando comparado a hexazinona. 

O  produto  herbicida  comercial  teve  o  seu 

resultado  de  CE50‐48h  de  5,78 mg.L‐1,  podendo‐se 

concluir que a presença de 13,2% de hexazinona na 

mistura  tenha  proporcionado  uma  redução  da 

toxicidade  em  relação  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  tróficas,  os 

valores  de  CE50  apresentaram‐se  próximos,  porem, 

faz  se necessário à  compilação de diversos ensaios 

de  diferentes  níveis  tróficos,  no  intuito  de  gerar 

dados para as avaliações de análise de risco, afim de 

que  os  órgãos  regulamentadores  possam,  com 

segurança, estabelecer limites máximos permissíveis 

para qualidade das  águas  superficiais  na  legislação 

brasileira. 
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