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RESUMO

Os estudos realizados em diversas partes do mundo sobre a utilizagdo de pesticidas e os
impactos que estes podem causar ao ambiente sdo uma das agdes prioritarias para o
desenvolvimento da agricultura, principalmente para aqueles pesticidas que sdo persistentes ao
meio bidtico e abiodtico, como o inseticida heptacloro, que apesar de seu uso restrito para
tratamento de madeira, ainda ¢ muito usado no Brasil clandestinamente para outros fins. A
maioria dos estudos realizados até agora sobre biomagnificacdo envolve o meio terrestre € uma
pequena porcentagem desses ¢ direcionada para o meio aquatico e tem sido realizada em modelos
de campo. O objetivo deste projeto foi determinar a CLsy 96 horas para peixes a acumulagao,
biomagnificagdo e depuragao do heptacloro em um modelo de sistema aquatico. Como nao existe
nenhuma norma que defina o efeito cumulativo através dos niveis troficos, pretendeu-se com esta
pesquisa estimar a biomagnificagdo e depuragdo do heptacloro. Este estudo foi realizado em
laboratorio, em um modelo dividido em compartimentos individualizados, no qual somente as
algas (Pseudokirchneriella subcapitata) foram submetidas por um periodo de 7 dias ao
heptacloro, obtendo-se uma concentragio final de 0,10 x 10”ug heptacloro/ug algas, as quais
posteriormente serviram de alimento para os microcrustaceos (Daphnia magna) durante 9 dias,
que ao final concentraram 0,12 x 10 pg heptacloro/ug organismos. Por tltimo, os peixes (Danio
rerio) foram alimentados com microcrusticeos, no periodo de 5 dias, alcangando uma
concentragdo final de 0,62 x 10™ pg heptacloro/pg organismos. Nos Gltimos 9 dias, durante o
periodo de depuragao, os peixes foram alimentados em dias intercalados com microcrustaceos e
racio sem contaminacdo com o produto, atingindo uma concentracdo final de 0,25 x 10® pg
heptacloro/pug organismos. Nos testes realizados com esses trés organismos, observou-se que a
concentracdo ficou maior conforme o nivel dentro do modelo proposto era mais alto,
comprovando assim a hipotese do poder de bioacumulacao, biomagnificacdo e depuracdo do

heptacloro.

Palavras-chave: Biomagnifica¢dao; Acumulacio; Depuragdo; Niveis troficos.



ABSTRACT

The studies carried out in different parts of the world about the pesticides use and the
impacts that they can cause to the environment, are one of the priority actions for the agriculture
development, mainly for those pesticides that are persistents in the biotic and abiotic
environment, such as the heptachlor insecticide, which is still illegally used for others purposes in
Brazil, although its use is limited for the wood treatment. The majority of the studies carried out
until now about biomagnification involves the terrestrial environment and a small percentage of
these studies are directed for the aquatic environment, and this small percentage has been carried
out in field models. The aim of this project was to determine the LCsy 96 hours for fish,
accumulation, biomagnifications, and depuration of heptachlor in an aquatic system model and,
as there isn’t any norm that defines the cumulative effect through trophic levels, it was claimed
with this research to esteem the heptachlor biomagnification and depuration. This study was
carried out in a laboratory, in a model divided in single chambers, in which the algae
(Pseudokirchneriella subcapitata) were submitted during 7 days to the heptaclhor, getting a final
concentration of 0.10 x 10”ug heptaclhor/pg algae, which was later served as food for the
microcrustaceans (Daphnia magna) during 9 days, which concentrated 0.12 x 10 pg
heptaclhor/ug organisms at the end and finally, the fish (Danio rerio) were fed with
microcrustaceans, in the period of 5 days, reaching a final concentration of 0.62 x 10™ ug
heptaclhor/ug organisms. In the last 9 days, during the period of depuration, the fish were fed in
days intercalated with microcrustaceans and ration without contamination with the product,
reaching a final concentration of 0.25 x 10™ pg heptacloro/ug organisms. In tests carried out with
these three organisms, it was observed that the concentration was bigger as higher the level inside
of the considered model, thus proving the hypothesis of the bioaccumulation, biomagnification,

and depuration power of heptachlor.

Keywords: Biomagnification; Accumulation; Depuration; Trophic levels.
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1 INTRODUCAO

Os inseticidas representam um grupo de praguicidas que tradicionalmente sdo utilizados
em grande escala contra um elevado ntimero de pragas. Muitos estudos especificos relacionados
com a exposi¢ao de organismos aos pesticidas, em especial aos compostos organoclorados, sao
feitos visando avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos. As atividades antrdpicas, principalmente nas
sociedades modernas, geram diversos tipos de poluentes que atingem principalmente os
ambientes aquaticos. Com o advento da agricultura produtivista introduziu-se agressivamente o
emprego de fertilizantes e agrotdxicos que resultaram no aumento da produtividade, mas também
trouxeram conseqiiéncias adversas, como residuos no solo, agua e ar, e nos tecidos vegetais e
animais. Entretanto, ¢ inegavel a importancia dos agroquimicos na economia mundial, tendo em
vista o continuo crescimento da populacdo humana e por conseguinte a demanda por alimento.
Muitos pesticidas ndo sdao particularmente efetivos apenas no controle de pragas e doengas que
pretendam combater, mas também podem atingir as pessoas através dos alimentos e a vida
selvagem; ou seja, atingem as populacdes consideradas nao-alvo. Os pesticidas tém poluido
seriamente as reservas superficial e subterrdnea de dgua potavel, em muitas areas. Ha algum
tempo, um ramo da toxicologia conhecida como Ecotoxicologia vem estudando ¢ monitorando o
comportamento de pesticidas no ambiente, assim como seus efeitos sobre organismos terrestres e
aquaticos. Essa ferramenta cientifica faz-se necessaria no sistema de produgdo para fins de
certificados, relatorios técnicos e analises que atestara a melhor qualidade do produto agricola
(selo verde), bem como das praticas produtivas mais perenes e sustentadas, subsidiando desse
modo o poder decisorio de orgdos fiscalizadores como o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente (IBAMA).

Em organismos aquéticos pode ocorrer a bioacumulagdo, ou seja, a transferéncia
cumulativa de contaminantes do meio externo para o organismo, no qual as concentragdes
observadas sdo muito superiores que as do meio. Os pesticidas sdo assimilados por intermédio de
diferentes rotas — ar, agua, solo e sedimento — processos estes que dependem de fatores
ambientais e fisiologicos (AZEVEDO; CHASIN, 2003; D’AMATO et al., 2002).

Em determinados ecossistemas aquaticos pode ocorrer a biomagnificacdo dos

organoclorados que atingem de forma direta ou indireta os corpos receptores, que sao absorvidos
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pelos produtores e consumidores primarios, passando para os consumidores secundarios, € assim
por diante. Como cada organismo de um nivel tréfico superior geralmente alimenta-se de
diversos do nivel inferior, o organoclorado tende a se concentrar nos niveis superiores.

Os riscos ocasionados pelos pesticidas a integridade do ambiente e a seus organismos
dependem de muitos fatores: propriedades toxicas, persisténcia e mobilidade no ambiente e de
certas associacdes potencialmente perigosas com outros pesticidas ou fertilizantes (MELO;
AZEVEDO, 1997).

E importante o monitoramento ambiental, pois organismos representativos sdo
selecionados e fornecem informagdes a respeito dos ambientes degradados dando subsidios para
comparagdes com estudos de habitats menos afetados, que podem ajudar a avaliar e identificar os
danos causados no ambiente. Nesse contexto, pode-se verificar a grande preocupagdo do meio
cientifico com os efeitos desses compostos quimicos sobre o patrimonio genético das populagdes.

Apesar da pratica agricola perniciosa, no meio cientifico as preocupagdes pertinentes a
qualidade ambiental foram se ampliando e passaram a despertar o interesse das pessoas, o que
gerou a formacdo de uma consciéncia sensata evidenciando a necessidade de conservarmos o
ambiente, isto €, utilizarmos os recursos naturais de acordo com a nossa necessidade, causando o
minimo de impacto possivel.

O heptacloro ¢ um inseticida organoclorado altamente persistente no meio e
moderadamente toxico (classe II) na classificagdo toxicologica da Environmental Protection
Agency (EPA). Em 1988, todos os usos do heptacloro nos Estados Unidos foram cancelados por
aquela agéncia. Essa fase comegou em 1978, com um unico uso comercial permitido, para o
controle das formigas do fogo. O heptacloro ainda estd disponivel fora dos Estados Unidos, o
qual produz efeitos altamente toxicos em organismos de ambientes aquaticos, como vertebrados,
invertebrados e algas (EXTOXNET, 1996). Banido no primeiro mundo, pertencente a um grupo
chamado Poluentes Organicos Persistentes (POPs) causa sérios riscos a saude e também
apresenta forte impacto ambiental. No Brasil ¢ permitido o uso restrito do heptacloro para
preservacdo de madeiras, e estas devem possuir registro junto ao IBAMA.

A presenca dos organoclorados no ambiente indica a utilizagdo desses até os dias atuais,
uma vez que nao podemos descartar a possibilidade da venda clandestina de alguns desses
produtos, cuja eficacia no combate as pragas ¢ inegavel. Por outro lado, o uso persistente desses

agentes quimicos ao longo do tempo pode com certeza tornar-se um risco, sendo necessaria a
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monitoracao e vigilancia constantes desses produtos, principalmente em aguas e sedimentos.
Existe uma ampla variedade de testes de toxicidade estabelecidos, sendo que alguns se encontram
padronizados em niveis nacional e internacional por associacdes ou organizagdes de
normalizagdo. Até o momento ndo existe nenhum protocolo nacional ou internacional que possa
estudar o efeito de uma substincia cumulativa através da cadeia trofica. Entretanto, esse
instrumento de monitoramento da saude ambiental das areas no entorno dos sistemas de produgao
agricolas ndo se encontra ainda disponibilizado em nosso pais.

A ANVISA determina limites maximos de residuos (LMR) em 4gua dependendo do seu
destino. Segundo Dores e Freire (2001), ndo ha nivel permissivel para pesticidas em agua,
quando pode ocorrer a biomagnificacdo, sendo que, dentre estes estdo alguns pesticidas
organoclorados, organofosforados e carbamatos.

O cenario esperado foi evidenciar a passagem do pesticida pelos organismos de forma
direta e indireta; portanto, o objetivo deste estudo foi determinar a CLsy 96 horas (concentragdo
letal que mata 50% dos organismos) para peixes, analisar a ocorréncia da acumulagdo,
biomagnifica¢do e o poder de eliminagdo por peixes do heptacloro em ambiente aquatico. Para
isso, foram realizados ensaios especificos de laboratério em compartimentos individualizados,
com trés organismos representativos da cadeia alimentar aquatica, a alga Pseudokirchneriella

subcapitata, o microcrustaceo Daphnia magna (dafinia), e o peixe Danio rerio (paulistinha).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Poluicdo do meio aquético

A contaminacao dos recursos hidricos com residuos de pesticidas pode colocar em risco
ndo apenas os seres humanos, mas também a biodiversidade aquatica. A utilizagdo dos
agrotoxicos no Brasil, do ponto de vista ambiental e principalmente de satide publica, tem
determinado um forte impacto negativo, com a possibilidade de contaminacdo de varios
ambientes.

Os praguicidas podem entrar no meio aquatico de forma direta e indireta; as principais
fontes sdo, provavelmente, o uso na agropecuaria, o esgoto industrial e municipal e o controle de
ervas aquaticas e insetos. Podem contaminar de forma acidental, por ocorréncia de acidentes em
depositos ou durante o transporte de pesticidas, ou ainda por descarte inadequado de embalagens
usadas (DORES et al., 1999; SOUZA et al., 1988; LENARDON et al., 1998; ESPINDOLA et al.,
2000; MATSUI, 2002; ELLGEHAUSEN et al., 1979).

A biota aquitica ¢ um importante meio para metabolizar organoclorados. E muito
documentado o processo de biomagnificacdo, a presenga destes pode aumentar a concentragao no
nivel troéfico mais elevado da cadeia, como os peixes que apresentam altas concentracdes,
chegando a espécie humana. O acumulo desses pesticidas pode acarretar desequilibrio nas
comunidades causando danos irrecuperaveis (D’AMATO et al., 2002).

Existe uma preocupacdo por parte do Canada e dos Estados Unidos pela prevengdo da
poluicao nos Grandes Lagos, que se tornaram um dos corpos hidricos mais estudados do mundo,
quanto as origens, transporte e destino dos pesticidas organicos (MATSUI, 2002).

Muito considerado ¢ no meio cientifico o conhecimento da qualidade dos recursos
hidricos, sendo também preocupante a redugdo na disponibilidade de agua com qualidade e

caracteristicas que suportem as necessidades do ser humano, da fauna e flora.

2.2 Contaminacdo ambiental por pesticidas organoclorados

As bifenilas policloradas (PCBs) ¢ o nome genérico dado a classe dos organoclorados

resultante da reagdo do grupo bifenila com cloro anidro na presenca de catalisador. Foram
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sintetizados inicialmente por volta de 1800 na Alemanha, porém sua producdo em escala
industrial foi iniciada a partir de 1922 (PENTEADO; VAZ, 2001).

Virios inseticidas organoclorados foram utilizados de forma indiscriminada na década de
60 em razdo da eficiéncia destes no controle de pragas. Esses inseticidas sdo bastante persistentes
e bioacumulativos, de forma que, mesmo tendo sido seu uso proibido pela legislagdo brasileira ha
varios anos, em diferentes localidades, ainda hoje se constatam niveis elevados de contaminagao
(CHAGAS et al., 1999; ROBINSON et al., 1967).

Em 1985 proibiu-se em todo o territorio nacional a comercializagdo, o uso e a distribui¢do
de produtos organoclorados destinados a agropecudaria. Mas os inseticidas organoclorados
continuaram sendo permitidos em campanhas de satide publica no combate de vetores de agentes
transmissores de doencgas (malaria e leishmaniose), bem como em uso emergencial na agricultura,
a critério do Ministério da Agricultura (D’AMATO et al., 2002).

Os principais efeitos das possiveis fontes de contaminagdo no ambiente aquatico pelos
pesticidas organoclorados sdo observados quando estes compostos quimicos sdao aplicados no
controle de pragas na agricultura e que causam problemas a saude publica. A contaminacao das
aguas pode ocorrer de forma direta pelos pesticidas em superficies de corregos, lagos e rios, mas
de forma indireta quando carreados a partir de solos contaminados pela aplicagdo destes
agrotdxicos no combate as pragas (DORES et al., 1999; MATSUI, 2002; SOUZA et al., 1988).

Um exemplo da distribui¢ao dos residuos de pesticidas nos ecossistemas ¢ a detec¢do de
residuos de pesticidas organoclorados no Artico. Embora esses produtos tenham sido usados em
maior parte em regides mais proximas do Equador, praticamente todos os organoclorados
detectados em latitudes mais baixas foram também detectados no ambiente Artico, ainda que em
pequenas concentracdes (AYOTTE, 1995). Outro exemplo mais proximo € o estudo realizado por
Silva (2000), quando avaliou compostos organoclorados na Bacia do Rio Piracicaba, devido ao
elevado indice de crescimento da regido e intensa utilizagdo dos recursos hidricos. Em sua
pesquisa, Silva (2000) observou que as concentragdes encontradas em bivalves foram maiores
que no sedimento.

A passagem de um composto por varios elos da cadeia alimentar recebe o nome de
biomagnifica¢do. Assim, a concentracado do composto que existia na dgua, mesmo que pequena,
tornar-se-a4 maior conforme se avangar na cadeia alimentar. Devemos, no entanto, considerar que

os diversos animais que compdem uma cadeia alimentar podem também participar de outras,
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formando-se, dessa forma, uma rede complexa que torna o fato ainda mais grave. Os
organoclorados, objetivo do presente estudo, sdo muito pouco biodegradaveis, tornando-se,
portanto, contaminantes encontrados em ambientes terrestres e aquaticos por muitos anos (ALY,
1984; GORBA et al., 2001; HANAZATO, 2001; MATSUI, 2002). O potencial de
biomagnificagdo de uma cadeia trofica ¢ determinado entre outras caracteristicas pela
lipofilicidade da molécula do organoclorado e pela estrutura e dindmica de cada organismo
receptor (PENTEADO; VAZ, 2001). Essas moléculas, quando absorvidas pelo homem direta ou
indiretamente persistem, em geral, por muitas décadas e podem apresentar altos indices no
organismo (DAVIS; BRADLOW, 1996); acumulam-se no tecido adiposo e s3o lentamente
eliminados pelas fezes e urina. Nas mulheres, a lacta¢do € a principal via de excrecdo (ADAMI et
al., 1995). Freguglia (2003), em seu estudo sobre a deteccdo de organoclorados em leite, avalia
que diante dos niveis de contaminagdo e das vantagens associadas ao aleitamento materno fica
um alerta as autoridades sobre a presenca de contaminantes que, apesar de dentro dos limites, nao
poderiam estar presentes no leite humano.

Os compostos organoclorados caracterizam-se por apresentarem baixa degradabilidade
biotica e abidtica. Eles tém em comum alta estabilidade quimica, baixa solubilidade em éagua,
mas sdo soluveis em compostos organicos. Esses produtos sdo relativamente inertes frente a
acidos e bases, e sob a luz solar podem formar compostos com estabilidade similar ou maior que
o composto original. A distribuicdo dos organoclorados para o meio aquatico depende do
ecossistema, do coeficiente de particdo do pesticida, do tipo de sedimento, das propriedades
fisico-quimicas do pesticida e da pressdo de vapor (GORBA et al., 2001; MATSUI, 2002;
PENTEADO; VAZ, 2001; RUSAFA et al., 2000; SILVA, 2000).

A despeito do grande nimero de trabalhos realizados em regides de clima temperado
sobre contaminacdo aquatica por agrotdxicos, em regides tropicais tais estudos tém sido
negligenciados. No Brasil, muito pouco tem sido feito nesse campo; porém, parece estar havendo
recentemente uma maior preocupacdo devido ao avanco das pesquisas nesta area, abrangendo

grande parte do territdrio brasileiro (SOUZA et al., 1988).
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2.3 Heptacloro

Dos pesticidas, os que acarretam maior risco em termos de impactos sobre os
ecossistemas aquaticos foram e continuam sendo os produtos organicos que contém cloro. Os
principais motivos sdo sua toxicidade e as propriedades quimicas que os tornam persistentes no
ambiente aquatico por longo tempo. Essa persisténcia provoca seu acumulo na cadeia alimentar,
devido a bioacumulagdo em tais niveis que podem causar efeitos nocivos. O destino dos
pesticidas organoclorados nos ecossistemas aquaticos tem importancia critica em seus impactos
potenciais sobre a biota, inclusive em seres humanos (MATSUI, 2002).

O heptacloro puro ¢ um sélido branco cristalino, praticamente insoluvel em agua e soluvel
em solventes organicos, com leve odor de cedro, sendo usado quase que exclusivamente como
formicida e cupinicida. E altamente persistente no meio, sendo oxidado a epdxido e/ou
epoxiheptacloro. Foi isolado do clordane técnico em 1946 (EXTOXNET, 1996; MARICONI,
1963; MONTGOMERY, 1997; ROBERTS; HUTSON, 1990). Atualmente, o uso do heptacloro
no Brasil ¢ proibido, sendo permitido o uso limitado para usinas de tratamento de madeiras e
usudrios de preservativos de madeira cadastrados junto ao IBAMA (ANVISA, 2002).

Muitas espécies de peixes foram testadas e o produto foi considerado altamente toxico
para a maioria, pois a CLsy 96 horas ficou em torno de 5,3 a 23,0 pg/L. O heptacloro ¢
considerado altamente toxico aos invertebrados aquaticos (EXTOXNET, 1996).

Em um modelo de ecossistema contendo plancton, microcrustaceos (Daphnia magna),
larvas de mosquito (Culex pipiens quinquefasciatus), peixes (Cambusia affinis), algas
(Oedogonium cardiacum), e caracol (Physa sp.), foi observado por um periodo de 4 a 7 dias que
o heptacloro (5 a 10 mg/L) apresentou-se persistente para degradagdo, pois se instala como

residuo na 4gua (MONTEGOMERY, 1997).

2.4 Biomagnificagdo em ambiente aquético

A preocupacao com a contaminagao de sistemas aquaticos por pesticidas tem crescido no
meio cientifico. Uma delas ¢ a bioacumulagdo, que ¢ o processo com o qual substancias quimicas
sdo absorvidas e retiradas pelos organismos, diretamente da agua ou através da ingestdo de

alimentos. Segundo Jonsson et al. (2001), a bioacumulagdo de pesticidas em ambiente aquatico
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ocorre se a taxa de assimilagdo da substancia quimica exceder a taxa de eliminagdo. Portanto, a
bioacumulacdo pode levar a biomagnificagdo, que ¢ o processo pelo qual uma substancia €
absorvida por um organismo aquatico por intermédio da cadeia alimentar e apresenta
concentracdes cada vez maiores nos diversos organismos, de acordo com seu nivel trofico.
(BORGA et al., 2001; EXTOXNET, 1996; MATSUI, 2002; MURTY, 1986; ROBERTS;
HUTSON, 1990; RUSAFA et al., 2000). Portanto, o conceito de biomagnificagao s6 pode ser
aplicado aos organismos aquaticos quando estes obtém os compostos xenobioticos através dos
residuos presentes na alimentacao (AZEVEDO; CHASIN, 2003; MELO; AZEVEDO, 1997).

O composto poluente é absorvido pelo organismo através do meio bidtico e abidtico, e a
concentracao pode ou nao exceder a fonte. Na acumulacdo e possivel transformagdo do agente
toxicante dentro de um compartimento bioldgico, para a transferéncia na cadeia alimentar, este
pode apresentar um efeito significativo em termos de impacto ambiental (D’AMATO et al., 2002;
MCINTYRE; MILLS, 1974). Viarios fatores influenciam a bioacumulagdo dos xenobioticos,
como processos biologicos (ecologia alimentar, habitos, fisiologia e bioquimica das espécies) e
composi¢cdo quali-quantitativa de compostos quimicos no ambiente (AZEVEDO; CHASIN,
2003).

Quando um agente toxico que ndo se degrada é colocado em um ecossistema pode
permanecer ali ou seguir varios caminhos. O pesticida pode ser transportado pelas aguas das
chuvas até um lago ou manancial e ser absorvido por bactérias, algas e outras pequenas plantas
que irdo servir de alimento para moluscos, crustaceos e larvas, que por sua vez, serdo consumidas
por répteis e diferentes peixes que também servirdo de alimento as aves e mamiferos, dentre os
quais até o proprio homem. Por outro lado, bovinos que se alimentarem em uma pastagem
absorverdo e acumulardo diretamente esses agrotoxicos. Desta forma, ao se alimentar com a
carne ou com o leite desses animais, 0 homem estara ingerindo juntamente aquele toxicante
presente na pastagem que pode causar efeitos adversos a saide humana e levar a intoxicagdes
sérias ou até mesmo a morte (CASTRO; PALERMO-NETO, 1987).

A primeira evidéncia de biomagnificagdo na vida selvagem foi introduzida por Rachel
Carson em seu livro “Silent Spring”, indicando que a mortalidade de andorinhas americanas
estava relacionada a presenga de DDT em minhocas. No combate a mosquitos do lago Clear
(EUA), em 1954, foi administrada uma dose de um litro de inseticida para 50.000 metros ctbicos

de agua; meses depois, aves (mergulhdes) que apareciam no inverno por causa da grande
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quantidade de peixes do lago, comegaram a morrer. Examinadas as partes graxas de varias aves
mortas, havia nelas DDD na fantastica propor¢ao de 1.600 ppm, levando em consideragdo que a
concentracdo maxima que existiu na agua foi de 0,02 ppm. Verificou-se também que o plancton
continha perto de 5 ppm, 25 vezes o maximo de concentragdo conseguida na agua. Guiados pelo
fato de os mergulhdes se alimentarem de peixes, foram examinados peixes herbivoros que tinham
armazenado concentragdes de 40 ppm a 300 ppm; os carnivoros guardavam muito mais, 2.500
ppm, como aconteceu com um peixe da familia dos bagres. Concluiu-se que o DDD foi
transportado pelo plancton, que passou para os peixes e em seguida para as aves, acumulando-se
cada vez em maior quantidade, e que o fato de ter sido aplicado a 4gua em concentragdes muito
baixas ndo impediu aquela imprevisivel explosdo que teve lugar na extremidade da cadeia
bioldgica. A biomagnificagdo depende muito da cinética dos pesticidas, representada pela taxa
metabolica e de excre¢do dessas substancias toxicas pelos organismos (CARVALHO, 1975;
MATSUI, 2002).

O acumulo de um pesticida no organismo comecou a despertar interesse nos anos 60,
quando esse fendmeno tornou-se evidente. Cientistas de varias partes do mundo encontraram em
espécies do topo da cadeia niveis de intoxicagdo bem maiores que em suas presas. Esse acumulo
foi constatado nos tecidos gordurosos de animais e do homem, porque sao soltiveis em gorduras e
ndo sdo facilmente degradados pelos organismos. Baixos niveis de um pesticida persistente
podem levar a altos niveis de contaminagdo (COSTA, 1998/99; MELO; AZEVEDO, 1997,
ROBINSON et al., 1967).

Segundo D’Amato et al. (2002), o processo de biomagnificacdo através da cadeia
alimentar apresenta altas concentragcdes nos organismos de nivel tréfico mais elevado, como os
peixes carnivoros. Assim, além dos efeitos toxicos dos pesticidas organoclorados a humanos, a
possibilidade de espécies de niveis troficos mais elevados serem afetadas pode acarretar
desequilibrio na estrutura das comunidades.

Os pesticidas provocam sérios danos sobre o ambiente e ocasionam multiplos impactos,
incluindo-se moléculas, tecidos, 6rgdos, individuos, populagdes e comunidades (HANAZATO,
2001; MOZETO, 2001). O zooplancton ¢ muito utilizado como fonte de alimento e ocupa um
lugar central na cadeia alimentar. Esse grupo apresenta muita sensibilidade a produtos quimicos,

e a resposta a testes de toxicidade com esses organismos ¢ muito representativa. Segundo
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Hanazato (2001), o zooplancton conduz a toxicidade de pesticidas para diferentes niveis de
organizagdo e para varios individuos de uma comunidade.

Em peixes e macroinvertebrados bentdnicos o pesticida prossegue com sua taxa normal,
isto ¢, o impacto ¢ conduzido pelos outros biotransformadores. Para saber se um determinado
pesticida bioacumula ou nao, trabalhar com um experimento de laboratério € mais confiavel, pois
a temperatura, luminosidade e outros parametros fisico-quimicos de exposi¢cdo sdo faceis de
serem controlados e de se estimar o efeito do produto em estudo. J4 em estudos de campo, as
variaveis ndo podem ser controladas, como temperatura, pH, disponibilidade de alimento, e a
perda de organismos. Nestes as variantes sdo bem mais dificeis de serem interpretadas e o custo ¢
muito elevado (ROBERTS; HUTSON, 1990; USEPA, 1992).

Ha uma gama enorme de discussdes e modelos propostos para biomagnificagdo,
entretanto, tais estudos revelam que esse ndo ¢ um fenomeno de ocorréncia universal. Existem
poucos exemplos até agora na natureza, fatores assim surgem quando ha uma exposi¢ao direta do
produto aos organismos aquaticos, quando ocorre a transferéncia para os niveis troficos
superiores. Portanto, parece aconselhavel abster-se de usar o termo biomagnificacdo, exceto num
exemplo que prove essa ocorréncia (MURTY, 1986).

Existem poucos estudos realizados em condi¢des controladas de laboratdrio, a maior parte
dos trabalhos referentes a biomagnificacdo sdo realizados de acordo com a pesquisa bibliografica

listada, em ambientes abertos, ou seja, no campo.

2.5 Depuragdo em ambiente aquético

Além dos experimentos realizados de bioacumulagdo e biomagnificagdo sdo executados
testes para se avaliar a cinética de eliminacao do produto assimilado. Nesse processo em que sao
submetidos certos organismos, a fim de que eliminem particulas indesejaveis, ¢ denominada
depuracao (ACIESP, 1997).

Na primeira fase a maioria dos compostos ¢ armazenada nos organismos € no ambiente. A
funcdo dos sistemas metabdlicos presentes na maioria dos seres vivos ¢ a de protegé-los contra
substancias estranhas, denominadas xenobiodticos, provenientes do meio ou dos alimentos

(DORES et al., 1999).
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Numa segunda fase, transferem-se os organismos contaminados para um recipiente com
agua (ou meio de cultivo) limpa e avalia-se durante um periodo de tempo a eliminagdo do
produto. Durante as fases de assimilacdo e depuracdo sdo realizadas andlises quimicas para
determinacdo da concentragdo analitica do produto na dgua e nos tecidos dos animais (EPA,
1996; MURTY, 1986; OECD, 1996; SAFADI, 1995).

A eliminagdo de residuos de pesticidas depende dos grupos atomicos substituintes.
Aqueles com poucos atomos de cloro e baixo valor de Kow sdo mais rapidamente excretados,
enquanto que aqueles com grande quantidade de atomos de cloro na molécula sdo excretados
mais lentamente. A assimilagdo de residuos de pesticidas em peixes ocorre rapidamente; no
entanto, levam um tempo maior para serem eliminados do organismo (MURTY, 1986;
PENTEADO; VAZ, 2001). Dentre os parametros que afetam esse processo incluem-se
lipofilicidade, solubilidade em 4gua, grau de ionizagdo, estabilidade quimica e tamanho

molecular (SERRANO et al., 1997).

2.6 Modelos matematicos em ecotoxicologia

E muito importante o entendimento de novas metodologias para reparar os efeitos dos
pesticidas com relagdo ao ambiente. Modelos distintos sdo elaborados para descrever e prever o
grau de bioacumulacdo. Cada tipo de bioacumulagdo ¢ avaliado diferentemente, dependendo da
espécie selecionada e do xenobiotico estudado (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

Os modelos matematicos sdo utilizados principalmente para indicar o efeito das
substancias em nivel de populagdes e inclui a transformagdo de uma concentragdo em um efeito.
Para isso, ¢ necessario obterem-se informagdes sobre a substancia toxica, buscar na literatura os
parametros sobre o efeito no ambiente, estimar e comparar os resultados (MATSUI, 2002). O
modelo experimental procura simular concretamente as caracteristicas e a composicdo dos
sistemas ambientais. Permitem representar as alternativas propostas e simular cenarios reais que
poderiam ocorrer (CHRISTOFOLETTI, 1999). No entanto, a utilizagdo de um modelo nem
sempre dispensa conhecimentos maiores a respeito dos processos € eventos que estdo sendo
simulados e, ndo obstante, sua intervengao para que a simulagdo seja a mais proxima possivel da

realidade (JAMES; HUNTLEY, 1990).
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O objetivo principal da modelagem ndo ¢ produzir uma cdpia exata do ecossistema, mas
sim tentar reproduzir as caracteristicas relevantes para o tratamento de uma determinada questao,
podendo o ecossistema ser modelado de diferentes maneiras, de acordo com as informagdes

disponiveis e o proposito do estudo (SILVA, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de investigacéo

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Ecotoxicologia Aquatica do Centro

de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP, localizado em Piracicaba — Sao Paulo.

3.2 Substéancia teste

Para a execugdo dos ensaios foi utilizado como substincia teste o heptacloro, conforme
estabelecidas por EXTOXNET (1996); Roberts e Hutson (1999) e Tomlin (2000 - 2001). Nome
comum: heptacloro. Nome quimico: 1,4,5,6,7,8,8-heptacloroo-3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-
methanoindene. Numero do CAS: 76-44-8. Peso molecular: 373,3. Log Kow: 5,44. Formula
molecular: C;oHsCly. Solubilidade em agua: 0,056 mg/L (25 a 29°C). Persisténcia: 7 a 12 anos
(DONALD, 1998). Estavel a luz do dia, ar, umidade e temperatura moderada. Informagdes
segundo o Institute of Izotops C.O. Ltd (IZOTOP) do heptacloro radiomarcado. Atividade: 1,58
MBg/mg. Pureza radioquimica: 95%.

3.3 Bioética e descarte de residuos

Todos os rejeitos radioativos gerados no projeto de pesquisa no Laboratorio de
Ecotoxicologia foram armazenados numa sala de depdsito adequada para esse fim,
suficientemente afastada da area de trabalho. O local ¢ rigorosamente controlado pelo técnico
responsavel, ou seu substituto. O acesso ¢ limitado ao pessoal com permissdo de manuseio de
material radioativo.

Os residuos so6lidos foram colocados em recipientes plasticos com tampa de rosca e
devidamente etiquetados. Os residuos secos (so6lidos) foram colocados em sacos plasticos
separados, devidamente fechados e etiquetados. Os residuos liquidos, geralmente de baixa
atividade (menos de 0,1 pCi/litro solu¢do) foram armazenados em frascos de boca larga
devidamente rotulados. A solugdo aquosa foi analisada quanto a radioatividade (dpm) e

descartada no esgoto comum. Essa solugdo so6 era descartada se o valor encontrado fosse
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estatisticamente igual ao controle BG (back graund). Papel absorvente, luvas e demais materiais
utilizados nos experimentos foram armazenados em sacos plasticos duplos e fechados.

Solucdo cintiladora: A atividade de trabalho deste projeto de pesquisa ficou abaixo do

limite de descarte proposto pela Comissao Nacional de Energia Nuclear (20 nCi/mL), mas o
solvente organico (tolueno) contido na solucdo cintiladora ¢ toxico. Assim, para evitar o descarte
direto na rede de esgoto, a solucdo cintiladora foi transferida do “vial” de cintilacao para frascos
de 4 ou 10 litros para futura destilagdo e recuperacao do tolueno.

Solugdo de trabalho: Os restos das solugdes de trabalho (solucdo estoque) foram de

pequenos volumes, por isso colocados em frascos de vidro de 10 mL, rotulados e armazenados no
freezer e geladeira, dentro do laboratdrio, pois podem ser reutilizados em trabalhos posteriores,
caso seja necessario.

Residuos contaminados: Consideramos todos e quaisquer rejeitos como contaminados a

partir do momento que entram em contato direto com a solucdo radioativa (papel absorvente,
parafilmes e ponteiras). Esse material ¢ coletado no lixo destinado ao material radioativo e o
armazenamento feito em sacos plasticos duplos pretos devidamente etiquetados.

Residuos possivelmente contaminados: A atividade dos materiais utilizados na

manipulagdo das solugdes radioativas foi monitorada com o Geiger-Miiller de janela larga e,
dependendo da atividade, foram descartados ou armazenados adequadamente (em sacos plasticos
e etiquetados).

O local de armazenamento de rejeitos radioativos se localiza proximo ao Laboratorio de
Ecotoxicologia, porém suficientemente afastado das areas de trabalho para evitar exposi¢do
desnecessaria do trabalhador, com acesso apenas pelo lado externo do prédio. Apresenta uma
area de 12 m” com sistema de exaustdo para eventuais acidentes que possam gerar gazes e
vapores.

O recebimento, estocagem e controle de todo material radioativo foram registrados em
formulério préprio preparado para essa finalidade, assim como as medidas de protecdo sdo

controladas por um responsavel designado pelo Diretor do CENA.
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3.4 Organismos teste

Para a execucdo deste estudo foram utilizadas trés espécies distintas da cadeia alimentar
aquatica, algas (Pseudokirchneriella subcapitata), microcrustaceos (Daphnia magna) e peixes

(Danio rerio).

3.4.1 Algas

As microalgas sdo muito utilizadas em testes de toxicidade devido a sua importancia
ecologica, uma vez que formam a base da cadeia alimentar, transformando a matéria inorganica
em organica. Esses organismos possuem sensibilidade a substancias toxicas e relativa facilidade
de cultivo em laboratério. Uma das espécies mais utilizadas em testes de toxicidade ¢ a
Pseudokirchneriella subcapitata, pois apresenta sensibilidade as mudangas ambientais e seu
crescimento pode ser inibido ou mesmo estimulado pela presenga de contaminantes quimicos
(CETESB, 1990a). Atualmente a producdo de algas tem objetivos bastante variados, como
tratamentos de esgoto e efluentes organicos, produgdo quimica comercial, aqiiicultura,
bioconservagao da energia solar, dentre outros (TAVARES; ROCHA, 2003).

O meio de cultivo L. C. Oligo CETESB, (1989) e AFNOR, (1980) foi utilizado para a
manuten¢do do cultivo e execucdo do experimento com algas. Também as algas cultivadas foram
usadas para alimentagdo do cultivo dos microcrustaceos.

Segue abaixo o método de preparo das solugdes estoque e do meio de cultivo que se

procedeu conforme normas citadas no paragrafo anterior.

3.4.1.1 Solucdes estoque

Solugdo 1 - 4 g de [Ca (NOs), . 4 H,O] + 100 mL agua desionizada

Solugdo 2 - 10 g de KNOs + 100 mL &gua desionizada

Solucdo 3 - 4 g de MgSO, . 7 H,O + 100 mL 4gua desionizada
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Solugdo 4 - 4 g de K,HPO4 + 100 mL agua desionizada

Solucdo 5 - 30 mg de CuSO4 . SH,O + 60 mg de (NHs)s M07024 . 4 H,O + 60 mg de ZnSOy, .
7H,0 + 60 mg de CoCl,. 6 H;O + 60 mg de Mn (NO3)2 . 4 H,O + 60 mg de (H;
CsHs507 . H>O) + 60 mg de H3;BO3; + 100 mL agua desionizada

Solugdo 6 - 1,625 g de (C¢HsFeO; . 5 H,0) + 0,625 g de (FeSO4. 7 H,0) + 0,625 g de (FeCls . 6
H,0) + 100 mL agua desionizada

Solugdo 7 - 15 de (NaHCO3;) + 100 mL agua desionizada

3.4.1.2 Preparo e condi¢bes do meio de cultura

Em 994 mL de agua desionizada foram adicionados 1 mL das solugdes 1, 2, 3,4 e 7 e das
solucdes 5 e 6 foram adicionados 0,5 mL. Todas as solugdes foram pipetadas sob agitacdo.
Quando necessario, o pH foi ajustado com solu¢do de HCl ou NaOH 1IN para 7,1 = 0,1. O cultivo
foi realizado sob luz fria continua (ambiente de laboratério), com temperatura variando de 24 a

26°C.

3.4.1.3 Determinacao da densidade algal

Na determinacdo da densidade algal foi utilizada a Camara de Newbauer, para precisar a
quantidade de células que foi usada no experimento com algas e alimentacdo dos
microcrustaceos.

Foram utilizadas uma camara e uma laminula, e esta foi colocada na area central. Usando
uma pipeta Pasteur, foi adicionada uma gota da amostra homogeneizada (agitacdo) na parte em
“V” da superficie central da lamina. Enchidas ambas as cadmaras observou-se a igualdade de
distribuicao das células no microscopio e deixou-se as células sedimentarem por 3 a 5 minutos

antes de ser realizada a contagem (TAVARES; ROCHA, 2003).
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As células foram quantificadas no sub-reticulo central 5/25, dos dois reticulos da camara.
A leitura foi efetuada em microscopio 6ptico com aumento de 160 a 200 vezes (CETESB, 1999).

Foi calculada a média e utilizada a seguinte formula, segundo Tavares e Rocha (2003):

D (células/mL) = numero de células contadas

10x4x10°

Em que:
10 = dez quadrados de duas camaras
4 x 10° = volume de amostras sobre a area dos pequenos quadrados, a qual equivale a

0,004 mm’. A densidade final é expressa em cm® (mL).

A partir desses resultados foi calculado o volume (nimero de células) adicionado no

experimento ou alimentagdo dos microcrustaceos.
3.4.2 Microcrustaceos

Os microcrustaceos tém um importante papel na cadeia trofica aquatica, como
consumidores de algas; também s3o uma importante fonte de alimento para consumidores
secundarios, invertebrados e vertebrados. Se ocorrer alguma mudanga na populacdo e no
comportamento desses organismos podem interferir significativamente nos outros niveis tréficos
do ecossistema aquatico. Sdo mundialmente utilizados em testes ecotoxicologicos. A Daphnia
magna ¢ uma das espécies oficialmente aceitas para o monitoramento de efluentes, registro de
pesticidas e novas formula¢des quimicas. Reproduz partenogeneticamente, com periodo de vida e
reproducdo relativamente curtos; entre os daphnideos ¢ o de mais facil manuseio e cultivo em

laboratorio (LORENZETTI; ARAUJO, 1999; MARANHO; NIEWEGLOWSKI, 1995).
3.4.2.1 Sala de cultivo

A sala isenta de contaminantes e climatizada (20 = 2 °C), foi controlada diariamente. O

fotoperiodo foi regulado para 16 horas luz e 8 horas escuro.
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3.4.2.2. Meio de cultivo

Foi utilizada 4gua reconstituida de boa qualidade com condutividade menor que 10 pS/cm’™
(Meio M4) desenvolvida por Elendt e Bias (1990), preparada a partir de agua “Milli-Q” acrescida de
sais, com dureza total de 250 + 25 mg/L CaCO; ¢ pH de 7 a 8 (Agua preconizada pela OECD,
1998) e condutividade de 300 + 25 pS/cm™.

3.4.2.3 Solugdes estoque

Solugao 1 - 73,52 g de CaCl, .2 H,O + 1000 mL de agua bidestilada

Solugado 2 - 123,3 g de MgSO,. 7 H,O + 1000 mL de 4gua bidestilada

Solugdo 3 - 5,8 g de KC1 + 1000 mL de agua bidestilada

Solugdo 4 - 64,8 g de NaHCO; + 1000 mL de 4agua bidestilada

Solugdo 5 - 7210 mg de MnCl, 4 H,O + 6120 de LiCl + 1420 mg de RbCl + 3040 mg de SrCl, .
2H,0 + 335 mg de CuCl, . 2H,0 + 260 mg de ZnCl, + 200 mg de CoCl, . 6H,O +
1000 mL de agua bidestilada

Solucdo 6 - 5719 mg de H;BO3 + 32 mg de NaBr + 126 mg de Na,MoO,. H,O + 6,5 mg de KI +
4,38 mg de Na,SeO3; + 1,15 mg de NH4VO; + 548 mg de NaNO; + 1000 mL de dgua

bidestilada

Solugdo 7 - 21,465 mg de Na,SiOs + 1000 mL de agua bidestilada, deixado em agitacdo até o

clareamento da soluc¢do.

Solucdo 8 - 500 mg de Na,EDTA . 2H,0 + 199,1 mg de FeSO4 .7 H,O. Foram preparadas as

solugdes separadamente, cada uma com 500 mL de agua bidestilada. Logo apds
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foram misturadas as duas solu¢des e levadas imediatamente para autoclavar a 121°C

por 15 minutos.

Solucao 9 - 286 mg de KH,PO4+ 368 mg de K,HPO4 + 1000 mL de dgua bidestilada.

Solugido 10 - 750 mg de Thiamina + 10 mg de By, (Cianocobalamina) + 7,5 mg de Biotina + 1000
mL de 4gua bidestilada. Estocada em freezer em pequenas porgdes que foram

descongeladas na hora do preparo do meio de cultivo.

3.4.2.4 Preparo do meio de cultivo

Solugao estoque 1: 4 mL/L Solugao estoque 6: 0,5 mL/L
Solugdo estoque 2: 1 mL/L Solugao estoque 7: 0,2 mL/L
Solugdo estoque 3: 1 mL/L Solugdo estoque 8: 5 mL/L

Solucgao estoque 4: 1 mL/L Solucao estoque 9: 0,5 mL/L

Solucao estoque 5: 0,1mL/L Solucao estoque 0: 0,1 mL/L

As solugdes acima foram adicionadas para o volume de um litro de agua bidestilada e
misturadas em ordem crescente, uma a uma. O meio foi utilizado somente apos ficar por um
periodo minimo de 24 horas em aeragao.

As solugdes estoque de 1 a 9 foram conservadas em geladeira com temperatura de 6 +

2°C. E a solugdo estoque numero 10 foi armazenada em freezer com temperatura de 20 + 2°C.

3.4.2.5 Alimentacéo

A partir do meio de cultivo L. C. Oligo foram cultivadas as algas para alimentacao dos
microcrustaceos. Apds o cultivo atingir o ponto ideal de crescimento o contetido dos frascos foi
levado a centrifugagdo, durante 5 minutos a 4000 rpm. Retirou-se o sobrenadante e a massa de
algas foi adicionada no meio de cultivo M4 (MARANHO; NIEWEGLOWSKI, 1995). A
contagem das células foi realizada e as algas foram mantidas em geladeira numa temperatura 6 +
2°C.
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As culturas foram alimentadas diariamente com um volume algal de 1 x 107 células de

algas/organismo.
3.4.2.6 Renovacédo da agua de cultivo

As trocas da agua de cultivo foram realizadas a cada segunda e sexta-feira, a qual foi

filtrada em algodao para evitar possiveis contaminagoes.
3.4.3 Peixes

Dentre as diferentes espécies de peixes utilizados como organismo teste o Danio rerio é
de pequeno porte e de facil manuseio. Os adultos atingem um comprimento médio de 4,5 cm, sdo
oviparos e apresentam listas abdominais (CETESB, 1999). Essa espécie tem sido estudada desde
os anos 30 devido a sua facilidade de obtencdo, baixo custo ¢ facil manuten¢do em laboratorio.
Esses peixes sdao de grande interesse nos estudos ecotoxicoldgicos, pois sdo consumidores
secundarios da cadeia alimentar. Esses testes sdo indispensaveis no monitoramento da polui¢do
hidrica, pois se fundamentam na utilizacdo de organismos vivos que sdo diretamente afetados

pelos pesticidas (VIANA; MARTINS, 1995).
3.4.3.1 Tanque e agua de cultivo

Os organismos foram mantidos em tanques de 1 m’, com volume util de 0,8 m’. A 4gua
utilizada para conservagdo e no periodo de teste dos peixes foi de manancial de boa qualidade
(nascente), procedente do biotério do Laboratério de Ecotoxicologia. A dureza foi entre 800 e
1000 mg/L CaCOs. A temperatura foi mantida a 25 + 2 °C. O pH foi na faixa de 7 a 7,5.

Condutividade 1000 a 1300 uS/cm™. O tanque foi mantido com permanente aeragio.
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3.4.3.2 Alimentacéo e limpeza

Os peixes receberam alimentacdo duas vezes ao dia, de segunda a sexta feira e uma nos
finais de semana. Foi fornecida uma quantidade de racdo que possibilitou um eficiente e rapido
consumo pelos peixes.

O material de fundo foi sifonado uma vez ao dia. Foi mantido um pequeno fluxo de dgua

que garantiu a sua renovacao e circulacao.

3.5 Teste agudo com peixes 96 horas

Esse teste foi feito com o objetivo de se estabelecer a concentragdo do heptacloro que foi
observada no experimento com algas. Para a conducdo do teste foi utilizada a norma CETESB
(1990b) e OECD (1992).

Nos testes agudo preliminar e definitivo foi utilizado o produto técnico com 5
concentracdes preparadas a partir de uma solugdo estoque. Para o preparo das solugdes e de todas
as etapas do teste foram realizados em ambiente isento de vapores, poeiras toxicas e em
temperatura ambiente (23 + 2°C). Baseadas no resultado do teste preliminar foram determinadas
as concentragdes utilizadas no teste definitivo, as quais foram: 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5 mg/L;
controle e controle solvente (Figura 1). A solug@o estoque do heptacloro foi preparada em baldo
volumétrico, com 40 mg da substancia teste, 5 mL de solvente e completado para um volume de
1000 mL de agua de cultivo, obtendo-se assim uma solucao estoque de 40 mg/L. Em seguida
foram pipetadas as concentracdes teste e adicionadas ao volume de quatro litros para aquarios
com capacidade de 20 litros. Foram colocados no teste peixes que passaram por uma semana de
aclimatagdo, livres de contaminantes e que 24 horas antes do inicio do estudo ndo tinham sido
alimentados. O teste foi conduzido com duas réplicas por concentragdo e controles, com 5 peixes
em cada. Durante o periodo do teste o pH foi verificado nos tempos zero, 48 e 96 horas, que ficou
com valor médio de 7,7. A condutividade média foi de 635 pS/cm™. A temperatura no meio
liquido foi registrada diariamente, e ficou na média de 24,5 °C. Durante o periodo do teste as
concentracdes permaneceram em constante aeracdo. O teste foi avaliado nos periodos de 24, 48,

72 e 96 horas para se determinar o valor da concentraciao que foi usada no experimento.
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Foi obtida uma CLsy 96 horas igual a 0,89 mg/L para Danio rerio; e esse valor foi

dividido por dois, desse modo, a concentragdao de exposi¢do das algas ao heptacloro foi de 0,45

mg/L. Esse valor foi usado para que o pesticida ndo causasse mortalidades.

Figura 1 - Vista do interior de um aquario e das concentragdes do teste agudo

3.6 Cultivo fase limpa

Essa fase compreendeu 2 etapas: a primeira com algas, a segunda com microcrustaceos.
Esse cultivo foi utilizado como alimento para os peixes no ultimo periodo do experimento,
compreendido como depuragdo. Essa etapa foi realizada antes da fase contaminada para evitar
possiveis contamina¢des com o produto utilizado. Os organismos foram armazenados em freezer

até a utilizacdo dos mesmos no experimento.

3.6.1 Cultivo limpo com algas 7 dias - primeira fase

Em um baldo com capacidade de 6 litros foram adicionados 5,5 litros do meio de cultivo
para algas (L. C. Oligo) com niimero aproximado de 2,5 x 10° células de algas/litro. O cultivo foi
mantido por sete dias, periodo em que os componentes do meio foram consumidos e quando
ocorre o inicio da fase de declinio da cultura e sob luz fria e vigorosa agitagdo com aeradores. O
pH inicial foi de 7,2 e a temperatura do meio nos dias de experimento variou de 24,5 a 26°C. No

final, foram suprimidas a aeragdo e luminosidade, em seguida, centrifugado a 4000 rpm. Para o
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preparo da suspensdo algiacea para os microcrustaceos as células foram adicionadas ao meio de
cultivo para as dafinias (meio M4). O numero de células de algas por mL foi determinado em
camara de contagem de Newbauer. Todo o conteudo foi dividido em porgdes e estocado em

freezer a — 20 + 2°C, os quais foram fornecidas diariamente as dafinias.

3.6.2 Cultivo limpo com définias 9 dias — segunda fase

Em um aquério com capacidade de 70 litros foram adicionados 65 litros de meio de
cultivo para os microcrustaceos. Na seqiiéncia, foram colocados cerca de 1300 dafinias jovens
com idade menor ou igual hd 24 horas, que foram coletadas de uma cultura aclimatada.
Diariamente os organismos foram alimentados com as algas armazenadas em congelador da
primeira fase (cultivo limpo), descongeladas e fornecidas aos microcrustaceos quando atingiram
a temperatura ambiente. Foi fornecido o nimero aproximado de 1 x 107 células de algas/dafinia.
O cultivo foi mantido por 9 dias sem agitagcdo e aeragdo. O periodo de luminosidade foi de 16
horas luz e 8 escuro. Os organismos foram quantificados e separados em por¢des que ficaram
estocados em freezer a — 20 = 2°C e somente foram fornecidos aos peixes no periodo de

depuragao.

3.7 Montagem do pré-teste

Baseado na conclusdo do teste agudo com peixes foi realizado um pré-teste com o
heptacloro técnico, que foi conduzido em trés fases. Este permitiu verificar-se que a concentragao
de 0,45 mg/L inicialmente a que as algas foram expostas ndo causou mortalidade nos trés niveis

troficos trabalhados.

3.7.1 Pre-teste com algas 7 dias — primeira fase

Em um baldo com capacidade de 2 litros foram adicionados 0,90 mg do produto, 600 pl
de acetona e completado o volume com o meio de cultivo para algas com numero aproximado de
2,5 x 10° células de algas/litro. A solucdo foi dividida em dois baldes com capacidade de dois

litros para que nao transbordasse durante a aeracdo. O cultivo foi mantido por sete dias sob
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luminosidade fria e vigorosa agitacdo com aeradores. O pH inicial foi de 7,1 e a temperatura do
meio de cultivo nos dias de experimento variou de 24 a 25,5°C. No final, foram suprimidas a
aera¢do e luminosidade, em seguida centrifugado a 4000 rpm. Para o preparo da suspensdo
algécea para os microcrustaceos, as células foram adicionadas ao meio de cultivo para as dafinias
(meio M4). O numero de células de algas por mL foi quantificado em camara de contagem de
Newbauer. A concentragdo de 0,45 mg/L nao afetou o crescimento das algas; portanto, todo o
conteudo foi dividido em porg¢des e estocado em freezer a — 20 + 2°C, e fornecidas diariamente as

dafinias no pré-teste.

3.7.2 Pré-teste com définias 9 dias — segunda fase

Em dois béqueres com capacidade de 4 litros adicionou-se o meio de cultivo para os
microcrustaceos. Em seguida, foram colocadas aproximadamente 45 dafinias jovens em cada um,
com idade menor ou igual ha 24 horas. Durante os dias de experimento os organismos receberam
como alimentacao as algas armazenadas em congelador e fornecidas aos microcrustaceos quando
atingiram a temperatura ambiente. O niimero aproximado de algas fornecido diariamente foi de 1
x 107 células de algas/dafinia. O experimento foi mantido sem agitagdo e aeragdo por 9 dias. O
periodo de luminosidade foi de 16 horas luz e 8 escuro. Nessa fase ndo houve mortes ou

imobilidade até o ultimo dia.

3.7.3 Pré-teste com peixes 5 dias — terceira fase

Em um béquer de 30 mL foram colocados 0,45 mg de heptacloro técnico com 300 pL de
acetona. Essa solucdo foi adicionada a outro béquer de 40 mL de capacidade, que continha 233
mg de racdo. Essa mistura permitiu que toda ra¢ao fosse encharcada pelo produto. Esse preparado
permaneceu durante 24 horas em recipiente aberto, em sala com temperatura de 24 + 2°C, para
evaporacao da acetona. Logo apds, a massa de ra¢do foi dividida e embalada em 10 porcdes de
23,3 mg. Em dois aquarios com capacidade de 20 litros foram adicionados 12 litros de agua de
cultivo dos peixes, e colocados 14 organismos em cada um, aclimatados e alimentados com a

racdo mais heptacloro. O experimento foi mantido com aeragdo. O periodo de luminosidade foi
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de 16 horas luz e 8 escuro. Durante os 5 dias ndo ocorreu nenhuma mortalidade dos organismos

expostos.

3.7.4 Pré-teste com peixes 9 dias — quarta fase

Os nove organismos que restaram de cada aqudrio da terceira fase foram mantidos nas
mesmas condicoes da fase anterior. Do sexto dia em diante foram alimentados com ra¢do nao
contaminada. Nao houve nenhuma mortalidade ou comportamento atipico dos peixes nesse

periodo.

3.8 Montagem do experimento

Fundamentado nos resultados do teste agudo com peixes e do pré-teste, o experimento foi
conduzido em trés fases, o que permitiu determinar-se com maior precisdo a ocorréncia de

bioacumulacao, biomagnificagdo e depuragao.

3.8.1 Preparo da solucédo de trabalho

A solugdo de trabalho do heptacloro para a contaminacdo das algas foi de 0,45 mg/L
distribuidos em trés baldes de 6000 mL. O produto técnico usado apresentou 87% de pureza. Foi
pesado 9,24 mg e adicionado a 2100 uL. de acetona. Em seguida o produto radioativo foi seco em
nitrogénio e suspenso em 10.000 puL de acetona, do qual foram pipetados 1000 pL e somados a
solucdo do produto técnico 2100 pL, totalizando assim 3100 pL de solugdo de trabalho. No
aparelho cintilador liquido foi realizada a leitura de trés amostras de 1 pL. da solucdo de trabalho
mais 10 mL da solugdo cintiladora, com resultado médio obtido de 535,05 Bq. A atividade

especifica da solug@o de trabalho foi de 439,0 Bg/mg.

3.8.2 Experimento com algas 7 dias — acumulagéo

Em trés baldes com capacidade de 6 litros, foram adicionados o meio de cultivo (L. C.

0Oligo), 2,5 x 10° células de algas/litro aproximadamente ¢ 1000 pL da solugdo de trabalho.
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Trabalhou-se com uma concentragdo e trés repeti¢des (Figura 2). O cultivo foi mantido por sete
dias, periodo no qual os componentes do meio foram consumidos e quando se d4 inicio a fase de
declinio da cultura. O teste foi mantido sob luz fria e vigorosa agitacdo e com aeradores. A partir
do terceiro dia (72 horas) do inicio do experimento, foram recolhidas diariamente trés amostras
de 1000 pL de cada baldo e filtradas em papel filtro Whatman 42. As algas e o papel de filtro
foram queimadas no aparelho oxidador biologico e analisadas em cintilador liquido. Trés
amostras de 400 puL foram coletadas de cada baldao e analisadas em cintilador liquido. O pH
médio ficou em torno de 7,1 e a temperatura verificada diariamente apresentou uma média de
25°C. Ao final do teste foram retiradas a aeracdo e luminosidade, e em seguida centrifugado a
4000 rpm. Para o preparo da suspensdo algacea para os microcrustaceos, as células foram
adicionadas ao meio de cultivo das dafinias (meio M4). O numero de células de algas por mL foi
determinado utilizando-se a camara de contagem de Newbauer. Todo o conteudo foi dividido em
por¢des de 500 mL e estocado em freezer a — 20 & 2°C, as quais foram fornecidas diariamente as

dafinias.

Figura 2 - Experimento com algas de acumulagdo
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3.8.3 Experimento com définias 9 dias — acumulagéo

Em 4 aquarios com capacidade de 70 litros, foram adicionados 55,5 litros de meio de
cultivo para os microcrusticeos. Em seguida foram colocadas em cada um aproximadamente
1000 dafinias jovens com idade menor ou igual ha 24 horas (Figura 3). Durante os dias de estudo
os organismos foram alimentados com as algas contaminadas previamente armazenadas,
descongeladas quando atingiram a temperatura ambiente. O nimero aproximado de algas
fornecido diariamente logo apés as coletas foi de 1 x 107 células de algas/dafinia. Os aquarios
foram mantidos sem agitagdo e aeragdo. O periodo de luminosidade foi de 16 horas luz e 8
escuro. Os dados fisico-quimicos médios iniciais dos aquarios foram: condutividade de 318,12
uS/cm'l, dureza de 241,67 mg/L CaCOs, temperatura de 20,2°C e pH de 7,3. Apds 24 horas do
inicio do experimento, trés amostras de cada aquario foram coletadas com pipeta volumétrica de
50 mL de ponta cortada. Cinco organismos foram retidos com papel filtro Whatman 42 cortado,
com 10 mm de largura por 25 mm de comprimento, ¢ foram queimados no aparelho oxidador
bioldégico e analisados em cintilador liquido. Trés amostras de 400 pL foram coletadas e
analisadas em cintilador liquido. No final do experimento os organismos foram separados do
meio de cultivo por peneira fina (300 um) e adicionados na agua de cultivo dos peixes;sendo
contados, separados em pequenas porgdes e estocados em freezer a — 20 £+ 2°C, os quais foram
fornecidos diariamente aos peixes (Figura 3). No nono dia o material de fundo foi sifonado,
filtrado em papel filtro Whatman 42 e secado a temperatura ambiente, para posterior queima no

cintilador liquido.
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Figura 3 - Aquarios com experimento das dafinias e separagdo dos organismos com peneira

3.8.4 Experimento com peixes 5 dias — acumulacgéo

Em 4 aquarios com capacidade de 20 litros, foram adicionados 12 litros de dgua para o
cultivo dos peixes. Em seguida, foram colocados 14 organismos aclimatados em cada aquario
(Figura 4). Durante essa fase do estudo os peixes foram alimentados com as dafinias armazenadas
em freezer do experimento de acumulacdo. Foram fornecidas aproximadamente 10 dafinias por
peixe apds as coletas. O experimento foi mantido com aeragdo. O periodo de luminosidade foi de
16 horas luz e 8 escuro. Os dados fisico-quimicos médios iniciais dos aquarios foram:
condutividade de 1222,25 uS/cm’™, dureza de 922,17 mg/L CaCOs, temperatura de 25,6°C e pH
de 7,4. Apos 24 horas do inicio do experimento, diariamente um organismo de cada recipiente foi
sacrificado e pesado. O organismo que apresentou massa maior que 300 mg foi dividido para
combustdo no oxidador biologico e analisados em cintilador liquido. Trés amostras de 400 pL de
agua foram coletadas nos tempos 192 e 216 horas e analisadas em cintilador liquido. No quinto
dia, logo apo0s a realizacdo da coleta e alimentacdo dos peixes, os 9 organismos que restaram de
cada aquario foram transferidos dos aqudrios para dar inicio a fase de depuracao. No quinto dia o
material de fundo foi sifonado, filtrado em papel filtro Whatman 42 e secado a temperatura

ambiente, para posterior queima e leitura no cintilador liquido.
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Figura 4 - Experimento com peixes - acumulagdo e depuracao

3.8.5 Experimento com peixes 9 dias — depuracao

Os 9 peixes que restaram de cada aquario da terceira fase foram mantidos sob as mesmas
condi¢des da fase anterior (Figura 4). Do sexto dia em diante os organismos foram alimentados
em dias alternados apds a coleta, com racao (23,3 mg) e com as dafinias (10 por peixe) cultivadas
na fase limpa. Os dados fisico-quimicos médios iniciais dos aquarios foram: condutividade de
1227,75 uS/cm-1, dureza de 915,48 mg/L CaCOs, temperatura de 25,3°C e pH de 7,34. Apos 24
horas do inicio, diariamente um organismo de cada recipiente foi sacrificado e pesado. O
organismo que apresentou massa maior que 300 mg foi dividido para combustdo em oxidador
bioldgico e analisado em cintilador liquido. Trés amostras de 400 pL de dgua foram coletadas de
cada aquario e as amostras avolumadas para 10 mL de solucdo cintiladora e analisadas em
cintilador liquido. No nono dia o material de fundo foi sifonado, filtrado em papel filtro Whatman

42 e secado a temperatura ambiente, para posterior queima e leitura no cintilador liquido.
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3.9 Modelo toxicocinético

3.9.1 Modelagem da bioacumulacdo do inseticida heptacloro em peixes alimentados por

déafinias e estas alimentadas com algas contaminadas com heptacloro

As expressoes descrevem o calculo do fator de bioacumulagdo do heptacloro em peixe via
dieta alimentar. A bioacumulagdo de uma substancia organica por um organismo ¢ um termo
geral para a acumulagdo por qualquer meio ou rota possivel de uma substancia por organismo. O
fator de bioacumulagdo ¢ um numero que permite estimar a concentragdo de uma substancia em
um organismo conhecendo-se a concentragdo da substancia no meio e na cadeia alimentar.

De uma forma geral, o fator de bioconcentragao ¢ calculado por:

BCF =20
C

w

em que BCF ¢ o fator de bioconcentracdo, C, ¢ a concentragdo da substincia no organismo ¢ C,,

¢ a concentracdo da substdncia no meio ou na agua nos quais se encontram a substancia € o
organismo.
Quando a concentragdo da substancia ¢ constante na agua, a dinamica de acumulagdo e
eliminacdo da substancia pelo organismo ¢ dada por:
k,C
— wo T w
CO (t) - k (1 - exp(_kow)) (l)

ow

em que k,, ¢ a taxa de acumulagdo da substincia da agua pelo organismo, k, ¢ a taxa de

eliminagao da substancia do organismo para a agua.

Por meio da equagdo (1) € possivel calcular o fator de bioconcentragdo, a concentragao
maxima no organismo (C.') e o tempo de meia-vida da substdncia no organismo (t/,)

utilizando-se as seguintes expressoes:

11 CO
BCF, =im > 2)
C} =1imC, 3)
In(2
to, = 2@ @)

k

ow
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em que BCF, ¢ o fator de bioconcentragdo, C; ¢ a concentragdo maxima e t’, ¢ o tempo de

meia-vida da substancia no organismo.
A cinética de acumulacdo e elimina¢do de uma substancia em um organismo j pela dieta

alimentar de um organismo contaminado i ¢ dada por:

m

(0= 1 exp(k.
Cy(t) ==~ (1—exp(k,,)) (5)

w

em que C; € a concentracdo da substancia no organismo j, k;

j ¢ a taxa de acumulagdo da

substancia pelo organismo j por meio da dieta alimentar de organismo i, k;, € a taxa de

eliminagdo da substancia pelo organismo j e C" ¢ a concentragdo maxima da substincia no
organismo i.
O fator de bioacumulagdo de uma substincia pelo organismo j da cadeia alimentar é

dado por:

.G,
BAF, =lim—- (6)
t—w Cim
A estimativa do fator de biomagnificagdo de uma substancia de um organismo através
exclusivamente da cadeia alimentar ¢ dada por:

BMF,, = BCF,BAF,K BAF, (7)
em que BMF, ¢ o fator de biomagnificacdo pela dieta alimentar da substancia na agua pelo

organismo.
3.9.2 Calculo do fator de bioconcentragdo do heptacloro em algas

A equagdo cinética que descreve a acumulacio e eliminagdo do heptacloro em algas foi
obtida por meio de ajustes numéricos da equacdo (1) aos dados experimentais de concentragcdes
do heptacloro em alga. A equacao obtida ¢ dada por:

C,(t)=5.22(1—exp(-3.2x107°t)), com R*=0.91, (8)
em que C, =C,(t), mg mg" mL™" n° célulasx1E+7 é a concentragio do heptacloro em algas. A

partir da equacdo (8), os valores do fator de bioconcentracdio do heptacloro em alga, da

concentracdo maxima do heptacloro em algas e tempo de meia-vida do heptacloro em algas
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foram calculados pelas equacdes (2), (3) e (4), respectivamente e os valores estdo apresentados na

tabela 1.

Tabela 1 - Valores encontrados da concentracdo maxima, fator de bioconcentracdo, fator de

biomagnificagdo e tempo de meia vida para os organismos experimentais

Organismos

Algas Définia Peixes
Concentracédo 5,22 mg mg'1 5 -1
maxima (n° célulasx10") ml™ 155107 mg mg i
11600
BCF (n° células x 107) mg™ i i
-5 -1
BAF i 2.97x10”mg ml mg 3 8x 10'3mg mg'l

(n° célulasx107)!

Tempo de meia

vida (horas) 22 85,5 63

3.9.3 Célculo do fator de bioacumulacédo do heptacloro em déafinias alimentadas com algas

contaminadas com heptacloro

A equacdo cinética que descreve a acumulagdo e eliminagdo do heptacloro por définias
alimentadas com algas contaminadas com heptacloro foi obtida por meio de ajustes numéricos da
equacdo (5) aos dados experimentais de concentragdes do heptacloro em définias alimentadas

com algas contaminadas com heptacloro. A equacao utilizada é:
C,(1)=1.55x10"*(1-exp(-8.11x107°t)),, com R’ =0.89, 9)

em que C; =C, (1), mg mg’, é a concentragdo do heptacloro em dafinias. A partir da equagio (9)
os valores de concentragdo maxima do heptacloro em dafinias, o tempo de meia-vida do

heptacloro em dafinias e o fator de bioacumulagdo do heptacloro em dafinia foram calculados por

meio das equagdes (3), (4) e (6), respectivamente, e os valores estdo apresentados na Tabela 1.
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3.9.4 Calculo do fator de bioacumulacao do heptacloro em peixes alimentados com déafinias

contaminadas com heptacloro

A equagdo cinética que descreve a acumulacdo e eliminagdo do heptacloro por peixes
alimentados com définias contaminadas com heptacloro foi obtida por meio de ajustes numéricos
da equacao (5) aos dados experimentais de concentragcdes do heptacloro em peixes alimentadas

com algas contaminadas com heptacloro. A equacao obtida ¢ dada por:

C,(t)=5.89x107(1—exp(—1.11x107t)), com R* =0.85, (10)
emque C, =C (1), mg mg”' é a concentragdo do heptacloro em peixes. A partir da equagéo (10)

os valores de concentragdo maxima do heptacloro em peixes, o tempo de meia-vida do heptacloro
em peixes e o fator de bioacumula¢do do heptacloro em peixes foram calculados por meio das

equagoes (3), (4) e (6), respectivamente, e os valores estao apresentados na Tabela 1.

3.9.5 Célculo do fator de biomagnificagdo do heptacloro em peixes por meio da cadeia

alimentar contaminada com heptacloro

O fator de biomagnificacdo do heptacloro em peixes foi calculado a partir do fator de
bioconcentragdo do heptacloro em algas e dos fatores de bioacumula¢do do heptacloro em
dafinias e em peixes. O valor de 1.31x10° mL mg™ (1.31 L Kg™") para fator de biomagnifica¢io

em peixe do heptacloro através da cadeia alimentar (BMF, ) foi calculado por meio da equacdo

(7) com os valores de BCF em alga e dos valores de BAF em définia e em peixes (Tabela 1).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio aquatico ¢ o destino final para os pesticidas utilizados nas atividades agricolas. Dos
inseticidas, os primeiros sintetizados em laboratorio foram os organoclorados, que sdo bastante
estaveis e por isso, continuam agindo muito tempo depois da aplicacdo. Mas sua degradagdo ¢

vagarosa, tendem a se acumular ao longo das cadeias alimentares.

4.1 Resultado do teste agudo com peixes

A duracdo e a freqiiéncia da exposi¢do dos organismos ao agente toxico afetard a
toxicidade. Na exposi¢do aguda os organismos entram em contato com o agente quimico num unico
evento ou em eventos multiplos que ocorrem num pequeno periodo de tempo, variando de horas a
dias (TOMITA; BEYRUTH, 2002). O heptacloro ¢ considerado altamente toxico para organismos
aquaticos, pois o efeito agudo deste causa mortalidade em concentragdes relativamente baixas. A CL
50 96 horas segundo EXTOXNET (1996) para vérias espécies de peixes ficou em torno de 5,3 a 23,0
ug/L. Neste trabalho, o teste agudo 96 horas com Danio rerio apresentou uma alta toxicidade como
resultado da CLsy 96 horas igual a 0,89 mg/L (Tabela 2), que foi calculada com limite de confianga
de 95%, utilizando-se o método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1978).

Nas concentragoes 0,25 e 0,50 mg/L do inicio até o final do teste os organismos
apresentaram comportamento normal. Na concentracdo 0,75 mg/L de duas a quatro horas do inicio
do teste os peixes apresentaram movimentos respiratorios acelerados, € logo apos este periodo até as
96 horas observou-se comportamento normal e mortalidade de apenas um organismo (10%) nas 48
horas. Na concentracdo de 1,0 mg/L os peixes exibiram movimentos respiratorios acelerados e
presenca na superficie de duas a quatro horas. Nesta mesma concentragao de oito a doze horas
mostraram movimentos descoordenados e houve mortalidade de oito organismos com 48 horas, o
que representou 80% dos organismos, permanecendo até o final do teste. Na concentra¢do de 1,5
mg/L, no intervalo de duas a quatro horas, os organismos apresentaram movimentos respiratorios
acelerados, agitagdo e presenga na superficie. Com 8 horas de exposi¢ao observaram-se movimentos
descoordenados e nas 12 horas seguintes os organismos foram encontrados no fundo do aquaério,

sendo que em 24 horas de teste constatou-se 100% de mortalidade.
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Tabela 2 - Concentragdes e periodos em que foram expostos os organismos a substincia teste e

avaliacdo da mortalidade

Leitura
Concentragao
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
(mg/L)
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Controle 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle solvente 0 0 0 0 0 0 0 0
0,25 0 0 0 0 0 0 0 0
0,50 0 0 0 0 0 0 0 0
0,75 0 0 0 1 0 1 0 1
1,00 5 3 5 3 5 3 5 3
1,50 5 5 5 5 5 5 5 5

R =repeticao (5 organismos em cada uma)

4.2 Concentracéo do heptacloro na agua das algas, dafinias e peixes

A 4gua ¢ o meio que mais sofre agressdes de compostos quimicos que chegam por diversas
rotas, que podem causar conseqiiéncias severas aos animais, plantas e ao proprio homem. E muito
importante o gerenciamento dos corpos d’agua. Segundo Paraiba e Jonsson (1994), existe um nivel
teorico de equilibrio em que a quantidade do composto que ¢ incorporada aos tecidos do organismo
¢ equivalente a quantidade eliminada, sendo que a concentragdo na agua ¢ considerada constante.
Neste estudo foi possivel observar que em todos os compartimentos testados, mesmo o de définias e
peixes, que diferem das algas porque estas receberam o produto da dgua de cultivo e aqueles da
alimentacdo, a concentragdo da agua continuou constante nos periodos coletados, conforme

demonstrado na tabela 3.
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Tabela 3 - Valores didrios das concentracdes de heptacloro na agua de cultivo dos trés

organismos
Concentragao Periodo (Horas)
(ng/mL) 24 48 72 96 120 144 168 192 216
Al 034x  034x 0,34 x 0,34 x 0,34 x
as n.a. n.a. n.a. n.a.
& 10° 10° 10° 10 10
, . 0,50 x 0,50 x
Dafinias n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. p p
10° 10°
Peixes 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x
acumulacdo 10 10 10 10 10 10 10 10° 10
Peixes 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x 0,84 x
depuracio 10° 10 10 10 10 10 10 10 10

n.a.: periodos nao avaliados

4.3 Avaliacado da exposicao das algas ao heptacloro

O fitoplancton tem papel essencial dentro do ambiente aquatico para a produgdo de
nutrientes e oxigé€nio. Sua posi¢ao ecoldgica constituindo a base produtiva da cadeia alimentar tem
importancia no uso destes em testes ecotoxicoldgicos para estimar o risco de contaminacdao por
pesticidas em organismos aquaticos (JONSSON et al.,, 2001). No decorrer do experimento a
concentragdo de 0,45 mg/L de heptacloro ndo inibiu o crescimento celular (Figura 5) e foi observado
nas amostras diarias que a concentragdo do produto ao longo do tempo diminuiu nas amostras,
possivelmente devido ao aumento da massa celular, conforme demonstrado na tabela 4.
Montgomery (1997), em um modelo contendo varios organismos, dentre estes a comunidade
planctonica, observou por um periodo de até sete dias de exposi¢do que o heptacloro € persistente e
se deposita na agua de forma residual. Jonsson et al. (2001) em seu estudo com a alga Chlorella
saccharophila concluiu que a deteccdo de um inseticida dentro de um nivel trofico em um lago pode
contribuir para a iniciagdo de um processo de biomagnifica¢do, levando-se em conta o grau estimado

para acumulagdao como produtor primario.
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Tabela 4 - Concentracao do heptacloro em algas, massa e valores do crescimento celular

Periodo (Horas)

72 96 120 144 168
Concentragdo s s s s s
0,39x 10 0,31 x 10 0,15x 10 0,15x 10 0,10x 10
Algas (ng/ ug)
Massa
0,24 0,29 0,50 0,52 0,72
(mg/mL)
Nuamero de ; ; ; ; ;
1x10 2,1x10 2,76 x 10 3,58 x 10 4,53 x 10
células/mL

8.00

| | | | | |
4 | | | | | |
| | | | | |
— | | | | | |
| | | | | |
7 | | | | | |
| | | | | |
6.00+----5----- (————-F-———4-——=——j="——=——T--———9---—-—
|
|
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|
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Figura 5 - Evolucdo da concentragdo de heptacloro em algas mantidas em agua contaminada

(meio de cultivo L. C. Oligo) com heptacloro
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4.4 Avaliacdo da exposicdo das dafinias alimentadas com algas contaminadas pelo heptacloro

Das diferentes espécies utilizadas em testes de toxicidade a dafinia ¢ uma das
selecionadas. Desempenham papel importante na transferéncia de energia de um nivel trofico a
outro, pois servem de alimento para inumeras espécies de peixes. Nesta fase do estudo foi
possivel observar que houve a passagem do produto ou metabolito das algas para as dafinias
(Figura 6). Ja nas 24 horas do inicio do experimento pdde-se notar que os organismos haviam
incorporado o composto. Ao longo das 216 horas notou-se um leve aumento da concentragdao nos
organismos coletados devido ao aumento da massa dos mesmos, conforme mostra tabela 5. Silva
(2000), em sua pesquisa com compostos organoclorados, observou que as maiores concentragdes
na bacia do rio Piracicaba foram de YBHC e o heptacloro detectados em todos os pontos de
coleta. Essa mesma autora chegou a conclusdo de que a quantidade de heptacloro encontrada em
bivalves foi aproximadamente 20 vezes maior que a obtida no sedimento. Montegomery (1997),
em seu modelo de ecossistema observou a acumulagdo do heptacloro por 7 dias de exposi¢ao, em
diversos organismos da cadeia alimentar, entre eles a Daphnia magna. Ellgehausen et al. (1979),
que trabalhou com trés organismos representantes da cadeia alimentar aquatica, testando 10
moléculas entre as quais um organoclorado o p, p’- DDT, percebeu que a dafinia por um periodo
de 244 horas, sendo, 50 horas de exposi¢do ao produto apresentou residuos do inseticida e por
mais um periodo de 194 horas de depuracdo observou que os organismos eliminaram uma

quantidade significativa do produto.

Tabela 5 - Concentracdo do heptacloro em définias e valores da massa dos organismos

Periodo (Horas)
24 48 72 96 120 144 168 192 216
Concentracao
0,18x10°  0,06x10° 0,08x10° 0,08x10° 0,12x10° 0,10x10° 0,17x10° 0,13x10° 0,12x 10°
(ng/ ng)
Massa de 5
organismos 0,04 0,18 0,20 0,29 0,31 0,42 0,51 0,61 0,74

(mg)
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Figura 6 - Evolugdo da concentracdo do heptacloro em définias alimentadas com algas

contaminadas com heptacloro

4.5 Avaliacdo da exposicdo dos peixes alimentados com définias contaminadas pelo heptacloro

no periodo de acumulagéo

Para avaliacao da bioacumulacdo em organismos aquaticos carnivoros foi escolhida como
representante a espécie Danio rerio. A biota aquatica é um importante reservatério de DDT,
metabolitos e outros organoclorados, € que o acimulo destes pode conduzir a desequilibrios na
estrutura de comunidades de niveis mais elevados (D’AMATO et al., 2002). O heptacloro e seu
matabolito foram encontrados na gordura de peixes e passaros. E altamente toxico para iniimeras
espécies, pois se mostrou bioconcentrante em organismos aquaticos tais como peixes, moluscos,
insetos, plancton e algas. Em peixes foram encontradas concentragdes de 200 a 37.000 vezes a
concentra¢do do heptacloro nas aguas circunvizinhas (EXTOXNET, 2004). No periodo de 5 dias de
acumulagdo, em que os peixes foram alimentados com définias contaminadas com heptacloro
observou-se um actimulo do produto em maior quantidade que os niveis anteriores algas e dafinias
(Tabela 6). Se neste modelo os peixes acumularam uma quantidade significativa do produto, sendo

que se alimentaram de uma espécie apenas, isso nos leva a deduzir quanto o mais um organismo do
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topo da cadeia em ambiente natural pode concentrar por se alimentar de varias espécies diferentes
(Figura 7). Ikeda ¢ Yamada (2003), em seu trabalho com Pagrus major, pode observar que esta
espécie de peixe apresentou uma eficiéncia de assimilagao de 56% de PCBs através da alimentagao e
concluiu que o poder de bioacumulagdo depende da concentragdo do produto na alimentagao,
contribuindo assim para a passagem na cadeia alimentar. Segundo Murty (1986), o processo para
uma elevada assimilagao em qualquer caso € proveniente do alimento ou da dgua que ¢ demonstrado
por diversos fatores, tais como: propriedades fisico-quimicas da molécula, condi¢des fisico-quimicas
do meio e do proprio peixe. Na eficiéncia da acumulacdo do peixe vai influenciar o conteudo de

lipidios, o seu tamanho, o periodo de exposicao e atividades fisico-quimicas.

Tabela 6 - Concentragdo do heptacloro em peixes durante a acumulagdo e valores da massa dos

organismos
Periodo (Horas)
24 48 72 96 120
Concentragdo (ng/ ug) 0,22 0,23 0,45 0,46 0,62

Massa do organismo (mg) 317,6 3783 318,0 3282 360,5
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Figura 7 - Evolu¢do da concentragdo do heptacloro em peixe alimentados com dafinias

contaminadas com heptacloro
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4.6 Avaliacdo da exposicdo dos peixes alimentados com définias contaminadas pelo heptacloro

no periodo de depuracéo

Muitas técnicas vém sendo desenvolvidas para a eliminagdo de despejos de produtos que
chegam ao ambiente aquatico de varias fontes. Também estudos vém sendo realizados para saber
o poder de depuracdo de particulas indesejaveis em certos organismos a fim de que se tornem
proprios para o consumo humano. Murty (1986) descreve que a eliminacdo de um pesticida
organico depende dos grupos atdmicos substituintes e que a taxa de eliminagdo tem que ser
superior a de assimilacdo. Nessa fase do estudo foi observado que houve um decréscimo da
concentracdo do produto, como mostra a tabela 7, e que os organismos ndo apresentavam
quantidade de massa muito diferente uns dos outros. O organismo do ultimo dia de coleta (336
horas) foi o que apresentou a maior massa, permanecendo com uma concentragdo de 0,25 pg.
Segundo Matsui (2002), a excrecdo de substancias toxicas pelos organismos obedece, com boa
aproximagdo, a uma cinética de primeira ordem, na qual o coeficiente das taxas depende do
composto quimico e do tamanho do organismo considerado. Ellgehausen et al. (1979) pode
observar que a taxa de eliminacdo de residuos de pesticidas em organismos aquaticos depende do

pesticida e do organismo testado.

Tabela 7 - Concentracdo do heptacloro em peixes durante a depuragdo e valores da massa dos

organismos

Periodo (Horas)

144 168 192 216 240 264 288 312 336

Concentragdo (ug/ pg) 042 029 026 036 024 023 027 0,27 025
Massa do organismo (mg) 301,7 305,9 316,0 304,7 308,3 346,2 279,8 253,1 392,7

4.7 Avaliacdo do material de fundo dos aquarios de déafinias e peixes

No ambiente aquatico os compostos organicos podem bioacumular também pelo sedimento
de fundo, e podem estar dissolvidos na dgua ou associados a particulas dependendo de sua

hidrofobicidade e do seu coeficiente de particao. Essas particulas podem depositar-se no fundo ou
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ligar-se ao compartimento bidtico que sdo o destino final de tais compostos (STRANDBERG et al.,
1998). Nos aquarios de définia o material depositado no fundo ficou com valor médio de 0,37 x 10”
pg heptacloro/pg material de fundo. E nos aquérios de peixes no periodo de acumulacdo foi
encontrado o valor médio de 0,28 x 107 pg heptacloro/ug material de fundo e na depuragio o valor
médio de 0,15 x 10”7 ug heptacloro/ug material de fundo. Com os resultados do material de fundo do
experimento podemos concordar com D*Amato et al. (2002), que ainda adverte sobre os peixes que
nao estdo em niveis superiores, mas que poderdo atingir altos niveis de contaminacao ao absorverem
nutrientes que possuirem grande carga de poluentes, por estes se associarem aos sedimentos de

fundo.

4.8 Biomagnificacdo da cadeia alimentar

Uma das principais caracteristicas dos organoclorados ¢ a persisténcia no tecido adiposo do
homem e outros animais, isso se deve a grande solubilidade destes em gordura. Este estudo
demonstra que uma exposi¢ao gradual ao pesticida heptacloro por um periodo de tempo, leva ao
acimulo na cadeia trofica aquatica. Na Figura 8 estdo os resultados finais dessa passagem do
produto. Foi analisado o contetido de lipidio dos organismos, que apresentaram o extrato puro de
algas 9,24%, dafinias 14,55% e peixes 30,45%.

Os seres humanos também integram as espécies de organismos de maior nivel tréfico.
Dependendo dos habitos alimentares, determinados grupos de pessoas que vivem em regides onde
ocorre disposi¢cdo de produtos toxicos no ambiente podem constituir grupos de risco (MATSUI,
2002).

O monitoramento de organoclorados e outros pesticidas € muito pobre em varias partes do
mundo, especialmente em paises em desenvolvimento. E dos pesticidas organoclorados o mais
estudado sobre a biomagnificacdo ¢ o DDT, o que dificultou a realizagdo da revisdo bibliografica
deste estudo para comparagdes de resultados obtidos. D" Amato et al. (2002) lembra que embora
pesticidas estejam incluidos em varios programas governamentais na agricultura ou em programas
de satde, ha falta de verba, dificuldades de aplica-los no exato momento do ano em que os
pesticidas sdo utilizados. Também a dificuldade de realizar anélises por falta de profissionais, de

reagentes e técnicas adequadas.
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Hoje sofremos implicagdes no ambiente relatada por Rachel Carson ha 40 anos. Algumas
substancias cloradas permanecem intactas no ambiente por décadas. Organoclorados sdo parte de
nossa dieta diaria, esses compostos toxicos podem ser encontrados no sangue, leite humano,
musculos e tecido adiposo de pessoas em todas as partes do globo. Acumulando-se no tecido
adiposo, elas se somam as cargas corporais de substancias perigosas que ameacam a vida
(FRANCISCO, 1995). Em seu estudo, Freguglia (2003), observando os resultados obtidos quanto a
presenca de organoclorados heptacloro e heptacloro epdxi em leite, assegura a necessidade de
intensificacdo do controle de residuos de pesticidas nos alimentos, com o objetivo de possibilitar a
populag@o um alimento confidvel e de melhor qualidade.

A maioria dos seres vivos, entre eles 0 homem, carrega no organismo substancias quimicas

persistentes, dentre estas os organoclorados que podem ter um efeito acumulativo muito importante.

Acumulagio = 0,62 x 10 g heptacloro/ug organismo
Depuragio = 0,25 x 10®pg heptacloro/pg organismo

Acumulagio = 0,12 x 10”pg heptacloro/pg organismo

Acumulagio = 0,10 x 10”pg heptacloro/pg organismo

Figura 8 - Concentragdo final do produto nos niveis da cadeia alimentar estudada
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5 CONCLUSOES

Pelos resultados dos experimentos realizados foram possiveis as seguintes conclusoes:

. A CLsp 96 horas do heptacloro estabelecida mostrou alta toxicidade deste produto para
Danio rerio;
. Nao houve mortalidades no experimento com algas, mas esse inseticida mostrou ter alto

poder de bioacumulagao;

. A biomagnificagdo por esse pesticida foi constatada nas dafinias e peixes;

. Nos peixes ocorreu a depuragdo de uma parte do heptacloro durante o periodo estudado.
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