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RESUMO

O desenvolvimento tecnoldgico do homem moderno tem produzido além de todos
0s seus beneficios e bem estar, efeitos adversos e com intensidades variaveis no
ambiente, afetando os demais organismos e também a sua propria qualidade de
vida. No Brasil a cana-de-agucar é uma das culturas agricolas mais importantes
economicamente. A aplicacdo de praguicidas € uma importante pratica no
controle de pragas das culturas, dentre eles, o diuron e a hexazinona destacam-
se como herbicidas, necessarios no controle do crescimento de ervas daninhas,
utilizados amplamente no cultivo da cana-de-agucar, mas com risco de serem
carreados por diversos mecanismos até os corpos d’agua. Dentro deste contexto
o presente trabalho objetivou avaliar a toxicidade de um herbicida comercial
utilizado na cultura canavieira, composto por 46,8% em massa de diuron e 13,2%
em massa de hexazinona e 40% em massa de componentes ndo especificados,
através de ensaios de ecotoxicidade aguda para a determinacdo da ClLsg
utilizando-se o organismo-teste Danio rerio como bioindicador. Os ensaios foram
realizados de acordo com as normas da ABNT 15088 (2004) e EPA (2002) para a
espécie. A ClLsp para Danio rerio foi determinada em 581,50 mg/L, em
concentragbes a partir de 50mg/L do herbicida comercial pdde-se observar
alteracdes comportamentais significativas, causando hipoatividade relacionada ao
movimento natatério em mais de 50% dos organismos. Os dois componentes
principais do herbicida comercial, a hexazinona e o diuron foram analisados
separadamente considerando suas percentagens utilizadas no ensaio definitivo
com o herbicida comercial para a comparacdo da toxicidade. O hexazinona nas
concentracbes estudadas ndo apresentou mortalidade e alteracdo
comportamental relacionado ao movimento natatério. Devido a baixa solubilidade
do diuron 42 mg/L, foram utilizadas concentracfes abaixo das obtidas no ensaio
definivo com o herbicida comercial, nestas concentracdes o diuron nao

apresentou mortalidade e alteragcdo comportamental.

Palavras chave: ecotoxicologia, toxicidade aguda, praguicidas, bioindicador



ABSTRACT

The development of modern man has produced beyond to all benefits and welfare,
adverse effects and with many intensities in the environment, affecting the other
organisms and also their own life quality. In Brazil, sugar cane is one of the most
important economic crops. The application of agricultural pesticides is an
important practice in the control of crops pests, diuron and hexazinone are
herbicides widely used to control the growth of weeds in the sugar cane crop, but
at risk of being carried by various mechanisms to the water bodies. In this context
presented, this study aimed to evaluate the toxicity of a commercial herbicide used
in sugar cane crop, compounded of 46.8% by mass of diuron and 13.2% by mass
of hexazinone and 40% by mass of not specified ingredients, through tests of
acute ecotoxicity to determine the LCso, using the body-test Danio rerio as
bioindicator. The tests were performed according to the ABNT 15088 (2004) and
EPA (2002) rules for the specie. The LCsy for Danio rerio was determined in
581.50 mg/L, in concentrations over 50 mg/L of commercial herbicide could be
observed significant behavioral changes, causing hypoactivity associated with
swimming movements in more than 50% of the organisms. The two main
compounds of commercial herbicide, hexazinone and diuron were analyzed apart
considering its percentages used in the final test with the commercial herbicide for
the toxicity comparison. The studied hexazinone concentrations showed no
mortality and behavioral changes related to the swimming movements. By the low
solubility of diuron, 42 mg/L, were used concentrations below the obtained in the
final test with the commercial herbicide, in these concentrations, the tests showed

no mortality and behavioral changes.

Key words: ecotoxicology, acute toxicity, pesticides, bioindicator
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1 INTRODUCAO

A area plantada hoje de cana-de-acucar ocupa 7 milhdes de hectares,
perfazendo um total de 2% de toda a terra agricultavel do Brasil, tornando o maior
produtor mundial, seguido por paises como a india, Tailandia e Australia. As
regides de cultivo sdo Sudeste, Centro-Oeste, Sul e Nordeste, permitindo duas
safras por ano (UNICA, 2008). A previsdo da producéo para a atual safra indica
gue o total dessa matéria prima que sera processada pelo setor sucroalcooleiro
devera atingir um montante de 558,72 milhdes de toneladas, correspondendo a
11,4% a mais do que os 501,54 milhdes de toneladas processadas na safra
anterior (CONAB, 2008). O estado de Sao Paulo é responsavel por 56% deste
total (AGRIANUAL, 2008).

Ribeirdo Preto € a 92 (nona) maior cidade em populacédo do Estado de Séo
Paulo, com 547.417 habitantes (IBGE, 2008). A atividade econémica do municipio
€ intensa e diversificada destacando-se como um dos principais polos de geracéao
tecnoldgica do pais. Isso se deve a lavoura canavieira, a fertilidade da terra e a
diversidade de culturas como: soja, amendoim, laranja, feijdo, manga, limédo e
abobora. A regido é a maior produtora mundial de acucar e alcool, com 21 usinas
que utilizam fertilizantes e agroquimicos (toxicos e ndo téxicos) no cultivo da
cana-de-acucar, dentre eles destacam-se o0s herbicidas constituidos de uma
mistura contendo principalmente diuron e hexazinona.

A Bacia Hidrogréfica do rio Pardo abrange 39 municipios que enfrentam
problemas de poluicAo com a intensiva cultura canavieira, agroindustria e
langcamento de esgotos sem tratamento de diversas cidades, inclusive de Ribeirdo

Preto, que, segundo o Departamento de Agua e Esgoto de Ribeirdo Preto



(DAERP, 2008), a Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) trata atualmente
aproximadamente 90% do esgoto da cidade, no entanto os outros 10% ainda tém
seu destino final os corpos d’agua.

O abastecimento de agua para consumo da cidade de Ribeirdo Preto, SP,
atualmente é realizado pelo Departamento de Agua e Esgoto de Ribeirdo Preto
(DAERP), sendo que 99,9% da populacdo sdo abastecidos por agua subterranea
proveniente do Aquifero Guarani os outros 0,1% por pocos de sistema alternativo.

A crescente demanda de agua subterranea e consequente rebaixamento
dos niveis estatico e dinamico do aquifero tém preocupado o DAERP. Além disso,
ha uma preocupacdo com a possivel presenca de microcontaminantes que
podem afetar a qualidade da agua. Segundo o Jornal Gazeta de Ribeirdo em uma
matéria publicada em 13 de julho de 2008, cita que “Uso do Aquifero Guarani tem
limites” e considera a possibilidade do municipio recorrer ao rio Pardo como
manancial para o abastecimento publico sendo uma possivel solucdo para o
problema de escassez.

A Resolugcdo CONAMA n° 357 de 2005 estabelece padrdes de qualidade
para as aguas superficiais divididos em classes e o0s compostos diuron e
hexazinona néo estdo citados. Segundo o paragrafo 4° do artigo 8, as possiveis
interacbes entre as substancias e a presenca de contaminantes nao listados
nesta Resolucdo, passiveis de causar danos aos seres vivos, deverdo ser
investigadas utilizando-se ensaios ecotoxicoldgicos, toxicoldgicos, ou outros
métodos cientificamente reconhecidos (BRASIL, 2005).

Portanto a realizacdo de ensaios de ecotoxicidade faz-se necessario em
funcdo do uso em grandes quantidades de praguicidas na cultura da cana-de-

acucar, futuramente, junto com outras avaliacdes tais como, analise de riscos,



poderdo dar subsidios aos o6rgdos reguladores de qualidade das aguas para
estabelecerem valores maximos permissiveis em futuras revisdes dos padrbes de

qualidade da agua.
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2 OBJETIVOS

O estudo teve por objetivo geral a determina¢éo da toxicidade do herbicida
composto por 46,8% em massa de diuron e 13,2% em massa de hexazinona
utilizado nas lavouras de cana-de-agucar, através da utilizacdo de peixes Danio

rerio como bioindicador.

Para atingir o objetivo geral, foram necessarios o desenvolvimento dos

seguintes objetivos especificos:

» Obtencgao da concentracao letal mediana a 50% dos peixes (CLsp);

» Observacao do efeito toxico aparente no comportamento natatorio dos

peixes durante a realizacdo do ensaio definitivo sob acao do herbicida comercial;

« Comparacdo da toxicidade dos compostos hexazinona e diuron
separadamente, através da observacdo da mortalidade e do efeito deletério sobre

0 comportamento natatorio dos peixes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Segundo Machado Neto (1991), a contaminacdo do ambiente por
praguicidas € quase que em sua totalidade proveniente da sua aplicacao direta
para o controle de vetores de doencas, parasitas e pragas, a fim de se proteger

as culturas e a saude publica.

Onde quer que se pratique a chamada “agricultura moderna” quantidades
significativas de praguicidas serdo utilizadas (MACHADO NETO, 1991). Portanto,
0 uso adequado dos praguicidas se faz necessario com a finalidade de se obter
os melhores resultados agronémicos e, a0 mesmo tempo, evitar 0s possiveis
problemas de intoxicacdo, poluicdo ambiental e contaminacdo dos alimentos com

residuos ndo permitidos (ASTOLFI et al., 1984).

3.1 Os herbicidas e a cultura canavieira

Os herbicidas s&do conhecidos por possuirem caracteristicas de
fitotoxicidade, por essa razdo sdo utilizados no controle de plantas daninhas que
se desenvolvem junto as culturas de exploragdo econdmica. Por sua importancia,
0 seu uso na cultura de cana-de-agucar ocupa o terceiro lugar na economia

brasileira, perdendo apenas para as culturas de soja e milho (SINDAG, 2000).

7

O herbicida comercial estudado é composto pela mistura de 46,8% em
massa de diuron, 13,2% em massa de hexazinona, 40% em massa de
ingredientes ndo especificados pelo fabricante e € amplamente utilizado na

cultura de cana-de-agucar.



De acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Saude, o
produto comercial apresenta a classe toxicolégica Il — Medianamente Toxico
(DuPont, 2003).

Na Figura 1 estdo apresentadas as formulas estruturais dos compostos

diuron e hexazinona.

O s Chs

I (CHy),N-_-N~_O
chy ¥

Diuron Hexazinona

FIGURA 1 — Férmula estrutural dos herbicidas, principais componentes do
produto comercial

Quando aplicado, seja em pré ou pds emergéncia no controle das plantas
daninhas, parte do que foi aplicado pode permanecer no solo, onde estdo sujeitos
a alguns processos ambientais, como: retencdo, transformacdo e transporte.
Inevitavelmente alguns herbicidas podem ser transportados para outros pontos
fora da area alvo, podendo ocasionar preocupacédo quanto ao fato de ndo saber
ao certo quanto pode ter se deslocado para aguas superficiais (LAVORENTI e
LANCAS, 2003).

Para se estabelecer a dindmica do herbicida seja no solo, na agua ou nos
organismos vivos se faz necessario conhecer suas caracteristicas fisicas e
guimicas. A ficha técnica dos componentes do herbicida comercial esta descrita

na Tabela 1.



TABELA 1 - Ficha técnica dos principais componentes do herbicida comercial.

Caracteristicas HEXAZINONA DIURON
Ingrediente ativo Hexazinona Diuron
Sinonimia DPX 3647 DMU;DMU
N° CAS 5123 -04 -02 330-54-1

Nome quimico

3-ciclohexil-6(dimetilamino)
1-metil-1,3,5-trizina

3-(3,4-diclorofenil)-1,1-

2,4(1H.3H) -diona dimetiluréia
Formula bruta C12H20N4O, CgH10CoN>O
Peso molecular 252,32 233,1

Estado fisico

sélido cristalino marrom claro
de odor caracteristico

sélido cristalino
esbranquicado de odor
caracteristico

Ponto de fusdo

113,5°C

157°C

Grupo quimico

Triazona

Uréia

Classe

Inibidor da fotossintese

Inibidor da fotossintese

Presséo de vapor a
25°C

1,910 mm de Hg
(volatilidade baixa)

2,3x10° mm de Hg
(volatilidade muito

baixa)
Solubilidade em agua 29,8g/L (solubilidade 42 mg/L (solubilidade
em pH 7 a 25°C elevada) baixa)
Coeficiente de particao
de octanol-agua 1,17 (pH 7) 2,84
(log Kow)
Zé’lgj?g‘;e)de onizacao pK,= 1,1 n&o se ioniza
Constante da Lei de <1,1x10"" atm-m®/mol <1,19x10™* atm-m®*mol
Henry a 25°C
Coeficiente de particdo
em relacdo ao carbono 40 mL/g 480 mL/g
organico do solo (Koc)
Meia-vida no solo sob . 118 dias (102 a 134

- " 115 dias .

condicbes aerbbicas dias)
Mela—V|da (fotdlise na ~30 dias 43 dias
agua)
Classificacéo toxica Classe 1l Classe Il

Uso agricola

Aplicacdo em pré e pos

emergéncia das plantas

infestantes na cultura de
cana de acucar

Aplicacédo em pré e pos

emergéncia das plantas

infestantes na cultura de
cana de acucar

LMR (mg/KQg)

0,1

0,1

Intervalo de seguranca

150 dias

150 dias

Fonte : Lavorenti e Lancas (2003).
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As caracteristicas fisico-quimicas do herbicida comercial estdo indicadas

na Tabela 2.

TABELA 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do herbicida comercial

Propridades

Estado fisico Solido

Forma Granulado auto-disponivel
Cor Marrom claro

Odor Caracteristico

pH 9,6

Ponto de fuséo N&o determinado

Ponto de fulgor Produto nao inflamavel
Densidade 0,714 g/mL

Solubilidade Dispersivel em agua

Fonte : Ficha de informacfes de seguranca do produto quimico, DuPont (2003).

3.2 Comportamento do herbicida no solo

A contaminacdo ambiental por agroquimicos pode ocorrer, além da
utilizacdo normal, ou aplicacao intencional, de maneira néo intencional ou indireta
(BATISTA, 1988). Desta forma tornam-se importante o conhecimento do
comportamento dos herbicidas no meio ambiente, para avaliagdo do potencial
destes produtos em atingirem ou ndo as aguas de superficie e/ou subterraneas. A
Figura 2 mostra um esquema representativo dos fatores envolvidos no estudo de

comportamento de uma molécula de herbicida no solo.

Para se conhecer o seu comportamento é necessario estudar os

processos de retencdo, transformagdo e transporte, 0s quais se iniciam
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imediatamente apos a liberacdo do herbicida no ambiente (LAVORENTI e

LANCAS, 2003).

Estes processos ocorrem simultaneamente, em intensidades diferentes,
com possibilidades de um interferir no outro, e variam de acordo com as
propriedades fisico-quimicas do herbicida, as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas do solo, e as condi¢cdes climaticas durante a interacdo herbicida-solo

(LAVORENTI e LANCAS, 2003).

ﬂOPRIEDADES \

FISICO-QUIMICAS
DO HERBICIDA

A T RETENCAO

v

1

]

|
COMPORTAMENTO —— DESTINO TRANSFEORMACAO

'

i

4 HERBICIDA  }

v
v l TRANSPORTE

. PROPRIEDADES FATORES
FISICAS, QUIMICAS E CLIMATICOS

BIOLOGICAS DO SOLO
SOLO

FIGURA 2 - Esquema representativo do comportamento e destino do herbicida no
solo (LAVORENTI, 2002).

3.3 A contaminacao das aguas superficiais e subterraneas por herbicidas

O sistema de producdo agricola adotado nos ultimos anos tem sido
altamente dependente do uso de agroquimicos (praguicidas, fertilizantes e outros
insumos) para assegurar a produtividade, expondo 0s recursos hidricos ao risco
de transporte de praguicidas aplicados nas culturas para areas néo alvo e, assim,
expondo o ambiente como um todo a risco de contaminagdes (MENDONCA e

MARINHO, 2005).



12

A principal maneira como um herbicida pode atingir aguas de superficie,
além do processo de deriva que pode ocorrer durante a aplicacdo do produto no
campo e proximo aos cursos d’agua, é através do escoamento superficial. Trata-
se de um movimento do herbicida ao longo da superficie do solo juntamente com
0 escoamento das aguas das chuvas ou pelo vento (conhecido por eroséo),
fazendo com que o herbicida se desloque, por fluxo de massa, até a superficie
das aguas dos rios ou lagos que normalmente estdo em éareas de menor

declividade do terreno (LAVORENTI e LANCAS, 2003).

Na Figura 3 esta apresentado o fluxograma do processo de transporte de
um herbicida no solo, os quais podem ser exemplificados pela volatilizac&o,

lixiviagcdo e escoamento superficial (LAVORENTI e LANCAS, 2003).

CHUVA

ATMOSFERA
VOLATILIZACAO

INFILTRACAO

SUPERFICIE DERIVA
DO SOLO

/

ZONA
INSATURADA

ESCOAMENTO
SUPERFICIAL  DECLIVIDADE

DO TERRENO

LIXIVIACAO
\1 SOLO o
—— .y LAGO
, LAGO!
LENCOL FREATICO ZONA )
SATURADA RIACHO
—— T~ AGUA

FIGURA 3 - Processos de transporte de herbicida no ambiente (LAVORENTI,
2002).

O escoamento superficial ocorre quando a chegada de agua na superficie
do solo excede a capacidade de infiltracdo desta agua no perfil do proprio solo.

Aplicando os herbicidas em solos saturados de dgua aumentam as chances de
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certa quantidade do herbicida ser transportado para fora do local de aplicacéo
através de escoamento superficial. Neste caso, o escoamento superficial inclui
tanto o herbicida dissolvido como também aquelas moléculas que estejam
adsorvidas as particulas coloidais dos solos, sujeitas ao arraste pelas aguas das
chuvas. A profundidade da superficie do solo efetiva que interage com o

escoamento superficial € de 2 a 10 mm (LAVORENTI e LANCAS, 2003).

A concentracdo do herbicida e a distancia que ele é transportado sao
influenciados por fatores tais como: taxa de aplicacdo, propriedades fisico-
quimicas do herbicida e do solo, o tempo antes que ocorra a erosdo seguindo a
aplicacdo, quantidade de precipitacdo versus taxa de infiltracdo, a topografia do

terreno e o tipo de cobertura vegetal (LEONARD, 1990).

Segundo Lavorenti e Lancas (2003), a deposicdo de herbicidas € o
resultado final do transporte de massa superficial, os quais séo influenciados pela
velocidade da forca carregadora (dgua ou vento) e o tamanho da particula no qual
0 pesticida pode estar sorvido. A erosdo do fluxo de agua sobre a superficie do

solo é muito mais significativa que a eroséo pelo vento.

O intervalo de tempo entre a aplicacdo do produto e a primeira chuva,
suficiente para provocar o escoamento superficial tem um efeito significativo na
quantidade de produto que é perdido para aguas de superficie. Isto ocorre,
principalmente, devido ao fato do produto néo ter tido tempo suficiente para ser
adsorvido as particulas coloidais do solo ou ainda, pode ser que ele ficou
adsorvido apenas nas particulas que estdo na superficie do solo e que também

ficam sujeitas ao arraste pela agua da chuva (LAVORENTI e LANCAS, 2003).
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Considerando que a regido de Ribeirdo Preto se encontra sobre a regiao
de recarga do Aquifero Guarani, e por se tratar de uma regidao de intensa
atividade agroindustrial canavieira, faz se necessario o monitoramento das aguas
superficiais e subterraneas, que podem receber por escoamento superficial e ou
por lixiviacdo os herbicidas utilizados na cultura canavieira, através de analises
ecotoxicoldgicas, para avaliar os efeitos das atividades antropicas sobre as aguas

superficiais.

Em 2007, a EMBRAPA realizou um estudo para avaliar o potencial de
transporte e lixiviacdo de varios agroquimicos. Foram consideradas as
caracteristicas fisico-quimicas de 236 principios ativos, dentre eles o diuron e a
hexazinona, que demonstraram uma capacidade de contaminarem as aguas

subterraneas e de superficie (PESSOA et al., 2007).

Segundo Pessoa et al. (2007) o hexazinona e o diuron possuem,
associados ao sedimento, um médio potencial de transporte, no entanto, quando
dissolvidos em &gua tanto o hexazinona quanto o diuron apresentam alto
potencial de transporte. O hexazinona provavelmente se lixiviaria podendo chegar
as aguas subterraneas sob processo de lixiviagdo, jA o diuron se manteria na

faixa de transicao.

3.4 Bioacumulacgéo e biomagnificagéo

Segundo Voutsas et al. (2002) para que ocorram 0S processos de
bioacumulacdo e biomagnificacdo, a substéncia deve ser lipossolivel, uma
propriedade fisico-quimica relacionada ao grau de solubilidade em gorduras que é

conhecido como coeficiente de particdo octanol/agua (Ko,) de se dissolver
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preferencialmente em gorduras podendo assim fixar-se nos tecidos dos seres
vivos e ali permanecer quando persistentes.

O numero de atomos de cloro das substancias contaminantes também as
faz capazes de atravessar com facilidade a estrutura fosfolipidica das membranas
bioldgicas e se acumularem no tecido adiposo. O fato destes compostos também
terem uma solubilidade relativa na agua € que os tornam disponiveis para a

bioacumulacao nos seres vivos (VOUTSAS et al., 2002).

Quando os organismos encontram-se expostos no seu ambiente natural a
uma concentracdo de poluentes insuficiente para causar a mortalidade, mesmo
gue os efeitos em curto prazo ndo sejam sempre visiveis, a longo prazo, de
acordo com Baganz (2005) acabam por acarretar alteragbes comportamentais,

sejam elas respiratérias, nutricionais e/ ou reprodutivas.

O aumento na concentracdo de uma determinada substancia a cada nivel
da cadeia alimentar € conhecida como biomagnificacdo. Esse fenbmeno ocorre
porque a fonte de alimento para organismos de um nivel superior na cadeia
alimentar € progressivamente mais concentrada, aumentando assim a

bioacumulacao no topo da cadeia alimentar (VOUTSAS et al., 2002).

A bioacumulacdo é o processo no qual os organismos, inclusive 0s
humanos, podem concentrar substancias mais rapidamente do que seus corpos
podem elimina-los. Como muitos contaminantes ambientais, podem sofrer
bioacumulacdo, se por um determinado periodo um organismo nao ingerir o
contaminante, a taxa desta substancia em seu organismo declinara. Entretanto,
se 0 organismo ingerir 0 contaminante continuamente, a sua concentragdo pode

atingir niveis toxicos (VOUTSAS et al., 2002).
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3.5 A ecotoxicologia aquatica como ferramenta no monitoramento

ambiental.

O monitoramento da agua citado na Resolugdo CONAMA n° 357, artigo 2°,
inciso XXV, esta caracterizado como a medicdo ou verificacdo de padrdes de
qualidade e quantidade de agua e este monitoramento pode ser realizado
continuamente ou periodicamente. O paragrafo 3° do artigo 8 prevé que a
qualidade dos ambientes aquaticos poderd ser avaliada por indicadores
bioldgicos, quando apropriado, utilizando-se organismos e/ou comunidades

aguaticas (BRASIL, 2005).

Segundo Lobo e Callegaro (2000), o termo geral “monitoramento da
qualidade da agua” inclui tanto o monitoramento fisico e quimico quanto o
monitoramento bioldgico. Desses dois enfoques, o monitoramento bioldgico
destaca-se basicamente em funcéo de dois importantes argumentos; primeiro, 0s
organismos apresentam uma resposta integrada ao seu ambiente, e, segundo, se
0 que interessa é manter comunidades bioldégicas saudaveis é muito mais

apropriado monitorar as comunidades aquaticas que somente as variaveis fisicas

e quimicas.

Segundo Knie e Lopes (2004), na ecotoxicologia o uso de reativos
biol6gicos permite a deteccdo de substancias a concentracdes bem abaixo dos
limites de deteccdo por métodos de analises quimicas. Além disto, a matéria viva
responde de forma integrada a todos os fatores perturbadores, o que inclui efeitos

produzidos por substancias novas na agua, formadas através de interacoes.

Esta resposta, via de regra, se subtrai da analise quimica. Assim, 0s

bioensaios permitem, geralmente, uma avaliacdo bastante segura do potencial
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toxico de substancias ou de meios contaminados, permitindo também deducdes

indiretas do seu risco para o meio ambiente (KNIE e LOPES, 2004).

Desta forma, testes toxicologicos vém a ser Otimas ferramentas para

auxiliar na tomada de decisdes visando a preservacao da biota aquatica.

Os testes de toxicidade aquatica sédo ferramentas utilizadas para detectar e
avaliar os efeitos toxicologicos potenciais de produtos quimicos nos organismos
aguaticos.

Por meio de bioensaios, organismos aquaticos respondem integralmente a
presenca ou ao efeito de uma substancia toxica, sozinha ou combinada com
outras. Assim, esses testes fornecem uma base de dados que pode ser usada
para avaliar o risco associado com a situacdo no qual, o agente quimico, o
organismo e as condicdes de exposicdo sao definidos (RAND e PETROCELLI,

1985).

A possibilidade de se medir a poluicdo e estabelecer padrées ambientais
permitem que sejam definidos com clareza os direitos e as responsabilidades do
poluidor e do fiscal (os 6rgdos publicos), assim como da populacao. Abre também
campo para estudos cientificos que definam a capacidade de assimilacdo do
meio, estabelecendo, dessa forma, os padrbes ambientais. Estes ndo sao
estaticos, dados de uma vez por todas, mas estdo em continua evolucéo, sendo
fruto de pesquisas que tendem a aprofundar o conhecimento dos processos
naturais, dos efeitos dos poluentes sobre o homem e os ecossistemas e dos

efeitos sinérgicos e cumulativos de diferentes poluentes (SANCHEZ, 2006).
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3.5.1 Biomonitoramento

O biomonitoramento pode ser dividido o em duas partes: passivo ou
bioavaliacbes, onde sdo analisadas comunidades biolégicas com controles
experimentais rigidos; e o ativo ou bioensaios, que sdo ensaios em laboratorio
que requerem rigorosos procedimentos experimentais que avaliam a toxicidade

das substancias aos organismos (HENDRICKS et al., 1989).

Vérios organismos podem ser utilizados como detectores de problemas
causados ao meio ambiente, sendo denominados bioindicadores, eles podem ser
definidos como organismos selecionados com 0s quais se podem amostrar, testar

e responder as questfes ambientais.

Na realizacdo do biomonitoramento, uma espécie ou grupo de organismos
somente é utilizado quando apresenta algumas caracteristicas que as tornem
"ideais", dentre as quais, ampla distribuicdo, abundancia numérica e facilidade de

reproducdo em cativeiro (KNIE e LOPES, 2004).

3.6 Descricao do organismo Danio rerio

O Danio rerio peixe de aguas tropicais vulgarmente conhecido como
paulistinha ou zebrafish, € um teleésteo da ordem dos Cypriniformes e familia
Cyprinidae (STORER et al., 2000). Esta espécie de peixe oviparo de habitos
alimentares onivoros tem em sua dieta, pequenos vermes, larvas de insetos,
microcrustaceos e algas, na cadeia alimentar aquatica atua como consumidor
secundario. Originario da Asia habita rios, riachos e canais de aguas lentas a

estagnadas de paises como india oriental, Bangladesh, Nepal e Paquistao.
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O peixe Danio rerio possui de 31 a 32 vértebras, pode chegar até cinco
centimetros de comprimento, tem dois pares de barbilhdes localizados na regido
da cabeca, coloracdo geral prateada, com cinco faixas longitudinais azul escuras

gue se iniciam no opérculo chegando até a nadadeira caudal.

Possui dimorfismo sexual, sendo o macho levemente dourado nas regides,
abdominal e das nadadeiras peitorais e caudal, o corpo mais alongado e delgado
que a fémea e sua listra abdémenal € completa. A fémea € prateada, mais
robusta e ligeiramente maior que o macho, seu abdémen geralmente encontra-se
inchado devido ao desenvolvimento de ovos e sua listra abdominal é incompleta.

Na Figura 4 esta apresentado o organismo teste Danio rerio macho e fémea.

FIGURA 4 — Organismo teste peixe Danio rerio macho & e fémea <.

7

A maturidade sexual é atingida do quarto ao sexto més de vida,
tipicamente a desova ocorre nas primeiras horas do amanhecer. Os ovos séo
semi-adesivos, relativamente grandes e séo deixados em aguas abertas e a partir
dai sdo fecundados pelo macho. Em condicbes naturais a desova ocorre em
intervalos de 5 dias a algumas semanas e a cada desova podem ser liberados de

21 a 60 ovos, a eclosdao dos ovos tem inicio a partir de 20 a 48 horas da


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cent%C3%ADmetro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Azul
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fecundacdo, apos a eclosdo dos ovos, as larvas se alimentam do saco vitelinico

por um periodo de até 72 horas.

Sendo um organismo de grande adaptabilidade, pode sobreviver em
diferentes condi¢cdes ambientais, o Danio rerio é de facil reproducdo em
ambientes artificiais e devido ao seu grande sucesso entre os aquaristas do
mundo todo é facilmente encontrado em lojas de peixes ornamentais, facilitando a

sua obtencéo.

3.7 Comportamento dos organismos sob o efeito de agentes toxicos

Dentre as diferentes respostas comportamentais, a atividade natatoria é
importante, pois € um indicador que integra o status interno do animal. O uso da
locomocdo na ecotoxicologia comportamental é baseado no fato de que ela é
objetiva e quantitativa e pode ser medida efetivamente em varias espécies de
peixe para caracterizar as consequéncias de exposicoes subletais (LITTLE et al.,
1993).

Segundo Schreck et al. (1997) quando um animal é exposto a uma
situacdo de estresse, sua primeira resposta de defesa na maioria das vezes, € o
comportamento de fuga, na tentativa diminuir a probabilidade de morte, ou entéo,
pode ocorrer um comportamento de economia do gasto metabdlico para manter a
homeostasia fisiologica. Esses processos fisiolégicos podem ser de osmo e
ionregulacédo, de inducdo de proteinas de estresse ou de aumento de turnover de

energia (TRIEBSKORN et al., 1997).

De acordo com Baganz (2005) a reducéo da atividade metabdlica pode ser

uma estratégia eficaz se a exposicdo ao agente agressor tiver natureza
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temporaria e a energia economizada para a mitigacdo do processo toxico for
suficiente para suprir esse periodo. No entanto, uma atividade reduzida por um
longo periodo de exposicdo pode causar danos ao organismo ocasionando
reducdo do habito alimentar e de copula, podendo levar a um colapso metabdlico

no organismo.

Como a natacdo € um aspecto central para a biologia dos peixes, sua
reducdo causada pela exposicdo a agentes toxicos, pode implicar na diminui¢ao

das interacdes interespecificas e intraespecificas (BAGANZ, 2005).

3.8 Ensaios ecotoxicologicos

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) vem
desde 1992 realizando ensaios ecotoxicoldgicos com organismos aquaticos, para
determinar os efeitos toxicos causados por um ou mais agentes quimicos em
amostras de aguas, sendo tais efeitos detectados por respostas fisioldgicas de

organismos aquaticos.

Para o monitoramento da qualidade das aguas a CETESB avalia os efeitos
agudos e cronicos, tanto para amostras quanto para sedimentos utilizando-se
para isso organismos aquaticos como: a bactéria luminescente Vibrio fischeri, o

microcrustaceo Ceriodaphinia dubia e o anfipodo Hyalella azteca.

~

Muitos estudos relacionados a ecotoxicidade vém sendo realizados,
utilizando-se uma grande variedade de organismos como bioindicadores, a fim de

obter uma resposta mais ampla dos efeitos toxicos de varias substancias.

Em um estudo realizado por Nakagome et al. (2007), foram realizados

ensaios de toxicidade aguda de alguns herbicidas e inseticidas utilizados em
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lavouras de arroz irrigado sobre o peixe Danio rerio. Os resultados obtidos
indicaram que os herbicidas oxifluorfem, oxadiazona e clomazona e os inseticidas
lambdacialotrina, betaciflutrina, carbofurano e fipronil apresentam maior potencial
de risco de impacto ecolégico sobre o bioindicador Danio rerio. Os herbicidas
metsulfurom, pirazossulfuron, bispiribaque, bentazona e quincloraque revelaram

risco minimo a leve de impacto sobre peixes da espécie Danio rerio.

Segundo uma pesquisa de Henares et al. (2007) sobre os efeitos
histopatolégicos do ditaque na branquia e no figado do piaucu (Leporinus
macrocephalus), demonstrou-se que o ditaque é pouco toxico para a espécie,
sendo possivel considera-lo como produto adequado para ser utilizado no
controle de macrofitas aquaticas. As alteracdes histopatolégicas que ocorreram
na branquia e no figado dos peixes expostos ao ditaque s&o reversiveis,
indicando que o ditaque n&o apresentou efeitos severos nas concentracoes
subletais utilizadas durante os testes de toxicidade aguda.

De acordo com Ferrdo Filho et al. (2007) a toxicidade de concentracdes
subletais de cianobactérias da espécie Cylindrospermosis raciborskii, em Daphnia
pulex e Danio rerio, podem ser avaliadas através de processamento automatico
de imagem. Os resultados demonstraram que tanto as cianobactérias de culturas
laboratoriais, quanto amostras de agua do reservatorio alteraram a atividade
natatoria de Danio rerio, elevando os valores de distancia percorrida e velocidade
média. Para Daphinia pulex, as células de cianobactérias tiveram o efeito
contrario, diminuindo significativamente os parametros da atividade natatoria, o
gue pode estar relacionado ao mecanismo de acao das saxitoxinas.

Em um trabalho realizado por Arauco et al. (2005) foi possivel se avaliar o

efeito toxico do sulfato de cobre e do triclorfon para trés espécies de Daphnia
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(Daphinia similis, Daphinia magna e Daphinia laevis) na presenca ou auséncia de
sedimento. Os valores da concentracdo efetiva mediana (CEsp.4gn) €M um ensaio
de toxicidade aguda para Daphinia magna encontrados foram de 0,3496 mg de
sulfato de cobre por litro com sedimento e 0,0447 mg sem sedimento, para
Daphinia similis 0,2859 mg com sedimento e 0,0426 mg sem sedimento e para
Daphinia laevis 0,1437 mg com sedimento e 0,1094 mg sem sedimento. A CE
(50-48h) estimada para a Daphinia magna foi de 299,70 ng de triclorfon por litro
com sedimento e 0,70 ng sem sedimento, para Daphinia similis 381,62 ng com
sedimento e 0,52 ng sem sedimento e para D. laevis 282,72 ng com sedimento e
0,92 ng sem sedimento. Os resultados obtidos puderam demonstrar que o
triclorfon é mais toxico que o sulfato de cobre para as trés espécies estudadas,
sendo que a presenca de sedimento diminuiu a toxicidade de ambos, para as trés
espécies de Daphnia. Como nao ocorreu diferenca de sensibilidade ao triclorfon
entre as trés espécies na auséncia de sedimento, a Daphnia laevis (espécie
nativa do Brasil) pode ser utilizada como organismo teste na avaliagdo da
toxicidade aguda e cronica de inseticidas organofosforados e a base de cobre.

Em um estudo realizado no Instituto de Ciéncias do mar em Barcelona na
Espanha, por Saiz et al. (2009), avaliou-se o efeito letal e sub-letal através da
concentracéo letal mediana (CL50) do naftaleno sob os estagios de nauplio e
adulto do ciclopode copépodo marinho Oithona davisae. Durante o estudos 0s
organismos foram expostos a varias concentracdes de naftaleno por um periodo
de 24 horas. Ao final dos ensaios os nauplios do copépode demonstraram maior
sensibilidade ao naftaleno e a concentragdo letal mediana obtida foi de 4422 ug/L,
ja os adultos ndo demonstraram nenhuma mortalidade nas concentracdes

estudadas, os nauplios demonstraram ser sensiveis a toxinas xenobidticas.



24

Shelley et al. (2009) realizou uma pesquisa no Canada, onde se observou
o efeito de trés praguicidas (clorotalonil, cipermetrina e pentaclorofenol) e o seu
efeito sobre o sistema imune de juvenis de peixes truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). Apés 28 dias de exposi¢cao aos praguicidas, as trutas sob efeito de 1 e 2
Mg/L pentaclorofenol apresentaram aumento da atividade fagocitaria dos linfécitos,
ja ao clorotalonil e a cipermetrina ndo causaram alteracbes na atividade
fagocitaria. Depois de 14 dias apdés o periodo de exposicdo das trutas ao
pentaclorofenol, ndo se observou recuperacdo ao efeito da exposicdo ao
pesticida, como evidéncia deste efeito pode ser observado o aumento continuo da
taxa respiratoria e da porcentagem de células fagocitarias mesmo nas menores
concentracbes de 100 e 200 ngL do pesticida, o que sugeriu um prolongado
impacto sobre o sistema imune.

Os ensaios de toxicologia aquéatica vém demonstrando ser uma importante
ferramenta para avaliacdo da sensibilidade de organismos a fatores ambientais
desfavoraveis como efluentes tdxicos, poluentes fisicos, quimicos e
medicamentos. Podem ser realizados com diversas finalidades, como a
regulamentacdo dos limites aceitaveis de contaminagcdo ambiental, homologacao
e registro de produtos quimicos comerciais utilizados no meio ambiente e teste de
medicamentos, que permitem avaliar a efichcia e também os efeitos deletérios
dos compostos quimicos utilizados nos tratamentos de doencas de organismos

aguaticos (LOMBARDI, 2004).

3.9 Carta-controle
Segundo Opazo (2008) quando é realizado um experimento, as

caracteristicas deste experimento irdo apresentar uma variabilidade inevitavel,
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devido a variacao sofrida pelos fatores que compdem o processo analitico. Estas
variacbes podem resultar de diferenca entre equipamentos, mudancas nas
condicbes ambientais, variacdo entre lotes de organismos teste, entre outras.
Apesar de um esforco consideravel ser especificamente direcionado para
controlar a variabilidade em cada um desses fatores, existira sempre a
variabilidade no resultado final de um experimento. Portanto, é importante que
esta variabilidade também seja controlada, para que possam ser realizados
ensaios de boa qualidade. E importante verificar a estabilidade do processo de
experimentacdo, ja que processos instaveis provavelmente irdo resultar em
resultados incompletos, erro nas andlises e baixa qualidade dos resultados.

O procedimento de controle estatistico € um elemento importante em um
sistema completo de controle de qualidade (CEMBROWSKI et al., 1980)

Em 1931 Shewardt, um estatistico americano apresentou os chamados
Gréficos de Controle ou Cartas de Controle, como um método para a analise e
ajuste da variagdo de um processo em funcédo do tempo. Descreviam 0 processo
considerando duas caracteristicas fundamentais: centralizacdo, determinada pela

média; dispersao, verificada pelo desvio-padrdo ou amplitude.

3.9.1 Analise dos Gréficos de Controle
Segundo Opazo (2008) existem dois tipos de causas para a variacdo na
qualidade dos produtos resultante de um processo:
e (Causas Comuns ou Aleatérias onde a variacdo provocada por causas
comuns, também conhecidas como variabilidade natural do processo, é
inerente ao processo considerado e estara presente mesmo que todas

as operacbes sejam executadas empregando métodos padronizados.
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Quando apenas as causas comuns estdo atuando em um processo, a
guantidade de variabilidade se mantétm em uma faixa estavel,
conhecida como faixa caracteristica do processo. Neste caso, dizemos
gue O processo estd sob controle estatistico, apresentando um

comportamento estavel e previsivel.

e Causas Especiais ou Fatores Particulares de Processo que surgem
esporadicamente, devido a uma situacdo particular que faz com que o
processo se comporte de um modo completamente diferente do usual, o
gue pode resultar em um deslocamento de seu nivel de qualidade.
Quando um processo esta operando sob a atuacdo de causas especiais
de variacdo dizemos que ele esta fora de controle estatistico e neste
caso sua variabilidade geralmente € bem maior do que a variabilidade
natural. As causas especiais de variacdo devem ser, de modo geral,
localizadas e eliminadas, e, além disto, devem ser adotadas medidas
para evitar sua reincidéncia. Alguns exemplos de causas especiais de
variacdo podem ser causados por impericia do analista, a utilizacdo de
um novo lote de organismos e o descumprimento de padrdes
operacionais.

Os gréficos de controle sdo instrumentos para 0 monitoramento da
variabilidade e para a avaliacdo da estabilidade de um processo. Um gréfico de
controle permite a distingao entre os dois tipos de causa de variagédo, ou seja, nos
informa se o processo esta ou ndo sob controle estatistico. E importante destacar
que um grafico de controle ndo “descobre” quais sao as causas especiais de

variacdo que estdo atuando em um processo fora de controle estatistico, mas ele
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processa e dispde informacdes que podem ser utilizadas na identificacdo destas
causas (OPAZO, 2008).
Um grafico de controle consiste de:

Uma linha média (LM) que representa o valor médio da caracteristica da
qualidade correspondente a situacdo do processo sob controle, isto é, sob a
atuacao de apenas causas de variacao aleatorias;

Um par de limites de controle, representados um abaixo (limite inferior de
controle — LIC) e outro acima (limite superior de controle — LSC) da linha média.
Os limites de controles sao determinados de forma que, se 0 processo esta sob
controle, praticamente todos os pontos tracados no grafico estardo entre as
linhas, formando uma nuvem aleatoria de pontos distribuidos em torno da linha
meédia. Os valores da caracteristica da qualidade tracada no grafico indicam entao
a situacao do processo no que diz respeito ao controle estatistico (OPAZO, 2008).

Em qualquer outra situacdo devemos considerar que o0 processo esta fora

de controle estatistico.
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Os ensaios de ecotoxicidade foram realizados no Laboratério de Recursos

Hidricos da UNAERP, a metodologia aplicada foi

estabelecida conforme

recomendacdes da ABNT 15088 (2004) e USEPA (2002). Na Figura 5 esta

representado um fluxograma com resumo da metodologia que foi aplicada no

decorrer dos ensaios com o0 organismo teste Danio rerio em presenca dos

herbicidas diuron e hexazinona.

Verificagio dos Origem, adaptagéo e
parametros observagéo da V.
(pH, dureza) sanidade dos peixes SO Controle da
I N temperatura com
v v -, 71 termostato eletrénico
~ (+ 26°C)
Preparo e aeracao Aclimatacio adguade  [a”
por 12hdadgua |~ | diluicdo durante 7 dias
de diluicao
v Ensaio estatico com
Ensaio Preliminar d duracéo de 48h com
Ensaio de heietl)ic:: i daecome?cialo temperatura controlada
Sensibilidade
X v
\ - - g >
\ Ensaio Definitivo do " Ensaio
\\ herbicida comercial _ Ensaio Definitivo Definitivo
\ A _w| herbicida hexazinona herbicida
\ 1 - diuron
AY 1 P >
Verificagdo dos parametros a cada _-"
24h (oxigénio dissolvido, pH, dureza, _t+~
condutividade, mortalidade e _--
comportamento dos peixes)
|
1
I Coleta de dados e
1 obtencéo da CLsy
1
| \
|
L 4 Analise comportamental |
Ensaio de dos peles <

Repetibilidade

FIGURA 5 — Fluxograma com o resumo da metodologia.
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4.1 Origem dos peixes

Os paulistinhas (Danio rerio) foram adquiridos junto a uma piscicultura de
peixes ornamentais, localizada na cidade de Ribeirdo Preto interior do estado de
Séao Paulo. Os peixes foram cultivados em tanques escavados no solo conforme
apresentado na Figura 6, onde ocorria troca parcial, com agua de uma nascente

da propriedade.

FIGURA 6 - Tanques de cultivo dos peixes.

4.2 Controle da sanidade, aclimatacéo e soltura dos peixes

ApoOs serem adquiridos, os peixes foram levados em sacos plasticos,
préprios para o transporte de peixes ornamentais, até o local dos ensaios.
Anterior a chegada dos organismos teste, foi preparada uma caixa d’agua
mostrada na Figura 7, com 200 litros de 4gua da rede de abastecimento que foi
desclorada com adicéo de tiossulfato de sédio.

Para o controle da temperatura foi utilizado um termostato eletrénico de

200W (ViaAcqua) mostrado na Figura 8, instalado na caixa para o controle da
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temperatura estavel, em torno de 26°C e um sistema de filtragem mecanica e
bioldgica.

Utilizou-se uma bomba de 500 L/h com pré-filtro (ATMAN) que transportava
a agua através de uma mangueira por um tubo de PVC contendo anéis de
ceramica para a fixacdo das bactérias nitrificantes, responsaveis pela degradacao
da amoénia produzida nas excretas dos peixes.

Uma tela foi colocada sobre a caixa para evitar que 0s peixes saltassem

para fora.

FIGURA 7 - Caixa de aclimatacdo e controle FIGURA 8 —  Termostato
da sanidade dos peixes. eletronico de 200 W ViaAcqua.

Conforme apresentado na Figura 9 os peixes Danio rerio foram colocados
sobre a 4gua da caixa ainda dentro do saco plastico (A), para a que as
temperaturas das aguas se igualassem, logo apés foram acrescentadas aos
poucos agua da caixa dentro do saco para atingir o equilibrio no valor de pH (B),
antes da sua soltura foram verificados se haviam manchas nos peixes,

deformidades, parasitas externos como o ictio. Apos a verificacdo visual da
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sanidade, estes foram soltos com a ajuda de uma rede de nylon e agua do saco
foi descartada (C).
Os peixes permaneceram nesta caixa por um periodo de 10 dias, o fundo

era sifonado e a agua era trocada em torno de 30% semanalmente.

FIGURA 9 - Sequéncia do procedimento e equalizacdo da temperatura da agua
do saco com a da caixa (A); equiparacdo do pH (B) e soltura dos peixes
utilizando rede de nylon (C).

4.2.1 Preparo da dgua de diluicdo

A 4gua de diluicéo foi preparada a partir da dissolu¢do de sais em agua
deionizada conforme ABNT 15088 (2004). Para o preparo da agua de diluicdo
foram produzidos duas solug¢des estoque, a solucdo 1 era composta de 3000 mg
sulfato de calcio diidratado (CaS04.2H,0) avolumado para 2000 mL de agua

deionizada, foi colocado sob agitagdo e aquecimento até que fosse totalmente
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dissolvido, a solucdo 2 era composta por 20 mg de cloreto de potassio (KCI),
4800 mg de bicarbonato de sodio (NaHCO3) e 6100 mg de sulfato de magnésio
heptaidratado (MgS04.7H,0) dissolvidos e avolumados a 1000 mL de &gua

desionizada.

A partir destas duas solucbes estoque, era produzida a agua de
diluicdo, onde 2 litros da solucdo 1 mais 1 litro da solugcédo 2 eram avolumados a
100 litros de agua destilada e desclorada com tiossulfato, a dureza e pH eram
sempre observados e anotados, quando necessario o pH era corrigido com uma
solucdo de HCI 2N, sendo mantido dentro do estabelecido pela ABNT 15088
(2004), onde o pH deveria permanecer entre 7,0 e 7,6 e a dureza total em torno

40 e 48 mg de CaCOgl/L.

Logo ap6s o preparo da agua dentro do recipiente de 100 litros, foi
colocada para a aeracao durante 24 horas com a ajuda de um compressor de ar
com duas saidas (Regent 4800) e duas mangueiras com pedras porosas,
representados na Figura 10, saturando de oxigénio, estabilizando e dissolvendo

totalmente os sais.

FIGURA 10 — Recipiente sob 24 horas de aeracdo para saturacdo de oxigénio,
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estabilizacao e dissolugéo total dos sais.

4.3 Aclimatacao a dgua de diluicéo

Apés o periodo de observacdo na caixa d’agua, os peixes foram
aclimatados de forma similar a quando chegaram ao laboratorio depois de serem
adquiridos no criadouro, sendo aclimatados a 100% de agua de diluicdo. Para isto
foi feito um pequeno teste de viabilidade anterior a aclimatacdo dos peixes, onde
foram colocados 10 peixes e aclimatamos a 100% de agua de diluicdo durante 7
dias, o comportamento e a mortalidade foram observados.

O recipiente de aclimatacdo conforme na Figura 11 era composto por um
aquario de 200 litros, a relacdo de gramas de peixes por litro de agua foi mantida
dentro do limite estabelecido pela norma ABNT 15088 (2004), que estabelece um
limite maximo de 1 grama do peixe paulistinha por litro de agua, a relacdo
estimada encontrada foi de 0,225 g/L. Para o controle da temperatura foi utilizado
um termostato eletrénico de 300 W e para a manutencao da qualidade da agua foi
utilizado um sistema de filtragem biol6gica como o da Figura 12, composto por um
filtro externo com bomba submersa de 1500 L/h (ATMAN AT1215), preenchido
com anéis de ceramica para a fixacdo de bactérias nitrificantes.

A iluminacédo permaneceu acesa em torno de 14 horas diarias, periodo de
funcionamento do laboratério de pesquisa. A temperatura era mantida em torno
de 26°C £ 1, a amonia era verificada pelo menos duas vezes por semana, através
de testes de amonia téxica de uso doméstico da marca Alcon®.

Tanto 0s peixes na caixa, quanto no aquario eram alimentados pelo menos

uma vez ao dia com racéo Tetra® color tropical flakes.
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FIGURA 11 — Aquario de aclimatacdo  FIGURA 12 - Sistema de filtragem

dos peixes. o
P biologica composto por uma bomba de

1500 L/h e anéis de ceramica utilizada

para a filtragem do aquario.

4.4 Recipiente ensaio

O recipiente utilizado no ensaio era composto por 8 compartimentos
anteriores de dimensdes 15 centimetros de comprimento por 25 centimetros de
largura e 20 centimetros de altura, de vidro, independentes e com tampa
conforme a Figura 13 e um compartimento Unico posterior de 120 centimetros de
comprimento, 10 centimetros de largura e 20 centimetros de altura (Figura 14).

As divisorias do recipiente ensaio foram coladas por silicone sem
antifangico.

Os ensaios ocorreram nos 8 compartimentos anteriores, enquanto que o
compartimento posterior era responsavel pelo controle da temperatura, através da
dispersdo do calor para os compartimentos anteriores, utilizando-se de um

termostato de 100 W (ViaAcqua).



36

EETITTY

FIGURA 13 — Vista frontal do recipiente ensaio com 0os 8 compartimentos
anteriores.

Compartimento Unico

FIGURA 14 — Vista em planta do recipiente ensaio com seu compartimento Unico
posterior.

4.5 Ensaio preliminar com o herbicida comercial

Os ensaios preliminares de toxicidade aguda, com duracédo de 48 horas,
foram realizados com o intuito de se estabelecer os limites de concentracdes a
ser analisada no ensaio definitivo.

Para a primeira bateria de ensaios preliminares foram utilizadas as
concentracbes 20, 30, 50, 60, 70, 80, 100 mg/L do produto comercial, mais o

controle somente com agua de diluicéo.
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Para a producdo das solucbes de agua contaminada, utilizaram-se
diferentes massas do herbicida comercial que foram pesadas e dissolvidas para 3
litros dentro do recipiente ensaio, utilizando-se para isso, agua de diluicdo
previamente preparada e aerada durante 24 horas antes do inicio do ensaio e
dentro das especificacfes de dureza total e pH estabelecidas pela ABNT 15088.

Em cada concentracdo de agua contaminada com o herbicida comercial
foram colocados 5 peixes, inclusive no controle, todos os peixes ficaram sem
alimentacéo 24 horas antes do inicio do ensaio como recomenda a ABNT 15088.

Os parametros pH, dureza total, condutividade, oxigénio dissolvido e
mortalidade dos peixes estudados eram observados inicialmente e depois a cada
24 horas até o final do ensaio.

Na segunda bateria de ensaios utilizaram-se as concentra¢cdes 500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 4000 mg/L do herbicida mais o controle.

Com base nos resultados anteriores foram utilizadas as concentracdes de
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 mg/L para a ultima bateria de testes. A partir
destas trés baterias de ensaios preliminares estabeleceu-se o intervalo entre a
maior concentracao a qual ndo se observou mortalidade e a menor concentracéo

que causou 100% de mortalidade.

4.6 Ensaio definitivo com o herbicida comercial

O ensaio definitivo foi realizado em trés etapas, assim como no ensaio
preliminar, com duracdo de 48 horas, s6 que em duplicatas e utilizando-se 10
peixes por recipiente.

Na primeira bateria de ensaios foram utilizadas as concentragdes de 900,

850 e 800 mg/L de herbicida comercial mais o controle. As pesagens das massas
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do herbicida comercial foram realizadas em uma balanca de precisdo de 4 casas
decimais, logo apds, foi dissolvido e avolumado para 3 litros em agua de diluicdo
previamente preparada, e com seus parametros de pH e dureza verificados para
controle, os peixes ficaram sem alimentacao 24 horas antes do inicio do ensaio.

Anterior a colocacdo dos organismos teste nos compartimentos, foram
coletadas amostras para posterior analise dos parametros de controle.

Para afericdo do pH utilizou-se peagametro da marca Orion, 0 oxigénio
dissolvido foi verificado através do equipamento oximetro Digmed DM-4, a
condutividade foi avaliada utilizando-se de um condutivimetro da marca Marconi,
para a dureza total foi utilizado o método titrimétrico com EDTA, a temperatura e
mortalidade no recipiente ensaio também foram observadas, estes parametros
eram verificados inicialmente e a cada 24 horas até o término dos testes.

Os peixes foram capturados em uma rede aleatoriamente e foram sendo
colocados de dez em dez nos recipientes ensaio.

A segunda bateria de ensaios analisou as concentragdes de 750, 700, 650
mg/L de herbicida mais o controle.

As concentracdes de 550 e 500 mg/L de herbicida mais o controle foram
utilizados para a realiza¢do da ultima bateria de testes, todos 0s ensaios seguiram
0s mesmos métodos dos anteriores.

Para a validacdo dos resultados ao término do ensaio definitivo com o
herbicida comercial foi realizado um ensaio onde, utilizou-se a mesma
concentragdo da CLsp obtida anteriormente nos ensaios com o herbicida

comercial, em dez replicatas com dez peixes cada.
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4.7 Ensaio definitivo com o0s principais componentes do herbicida
comercial.

Com intuito de se observar a toxicidade dos principais componentes do
herbicida comercial separadamente, foram realizados ensaios definitivos
utilizando-se o herbicida hexazinona e o herbicida diuron separadamente. Os
ensaios com o composto hexazinona e com o composto diuron foram realizados
utilizando-se a mesma metodologia realizada nos ensaios definitivos com
herbicida comercial.

As concentracdes dos ensaios com diuron e hezazinona foram realizadas
com base nas concentracdes utilizadas nos ensaios definitivos com o herbicida
comercial e as percentagens existentes destes componentes no produto
comercial.

Nos ensaios definitivos com hexazinona foram utilizadas as concentracées:
0, 66, 73, 86, 92, 99, 106, 112 e 119 mg/L.

Devido a baixa solubilidade do diuron em agua, em torno de 42 mg/L, o que
nao permitiu que fossem utilizadas as concentragdes obtidas no ensaio definitivo
com o herbicida comercial, para os ensaios definitivos com diuron foram utilizadas

as concentragbes: 0, 1, 5, 10, 20, 30, 40 mg/L.

4.8 Parametros de controle

Durante os ensaios, foram realizados controles com periodicidade diaria da
agua dos recipientes de ensaios. Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros,
unidades, limites de deteccédo e metodologias analiticas empregadas, segundo as

recomendacdes de AWWA, et al. (1998).
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TABELA 3 - Parametros utilizados, unidade, limite de deteccéo e metodologia
analitica.

Parametro Unidade LDM Método

pH admensional 0-14 potenciométrico
Dureza total mg CaCOg/L 1 titrimétrico com edta
Oxigénio dissolvido mg Oa/L 0,1 potenciomeétrico
Condutividade pHS/cm 0,1 potenciomeétrico
Temperatura °C 1 leitura escala
Nitrogénio amoniacal mg NH3/L 0,001 colorimétrico

4.8.1 Aclimatacao

A caixa d’agua de cultivo e o aquario de aclimatacao tiveram seu pH e
amonia aferidos semanalmente e quando necessario foram feitas trocas parciais
para a manutencdo dos parametros de qualidade da agua dentro da faixa
aceitavel para a espécie Danio rerio , além das trocas e sifonagens semanais.

A 4gua da caixa de manutencao dos peixes era substituida por dgua da
rede de abastecimento publica previamente desclorada, jA& no aquéario de
aclimatacdo sua agua era substituida por agua de diluicdo preparada a partir das

solucdes estoque.

4.8.2 Agua de diluicéo

As solucdes estoque para a producdo da agua de diluicdo eram preparadas
semanalmente, apos o periodo de sete dias do inicio do seu preparo as solucdes
gue restassem dentro dos frascos eram descartadas.

Quando necessario a producao de uma nova agua de diluicdo o seu pH e
a dureza eram aferidos e corrigidos, e a solucao ficava sob aeracédo durante o

periodo minimo de 12 horas até o inicio do ensaio.
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4.8.3 Ensaio estatico de 48 horas

Tanto nos ensaios preliminares quanto nos ensaios definitivos os dados
dos parametros de controle como pH, oxigénio dissolvido, condutividade, dureza
total, temperatura, mortalidade e comportamento eram analisados no inicio do
ensaio e posteriormente a cada 24 horas, até o término do ensaio. Na Tabela 4 é
encontrado o resumo da periodicidade dos parametros que foram aplicados no

decorrer dos ensaios.

TABELA 4 - Controle e periodicidade dos parametros aplicados durante os

ensaios.

Freqiéncia de controle

Parametro Agua de Caixa de Aquario de Ensaio Ensaio
diluicdo aclimatacdo aclimatacdo preliminar definitivo
pH cada7dias cada7dias cada7dias 0124648 0,24e48
horas horas
Dureza total cada 7 dias _ cada 7 dias 0,24 €48 0,24 €48
horas horas
Oxigénio dissolvido 3 B _ 0,24 e 48 0,24 e 48
horas horas
Condutividade 0,24e48 0,24e48
- - - horas horas
Nitrogénio amoniacal _ cada 7 dias cada 7 dias _ _
Temperatura _ cada7dias cada7dias 0124848 024e4d8
horas horas
Mortalidade Diario Diario 0,24e48 0,24e48
- horas horas
Troca parcial de cada 7 dias cada 7 dias

agua e sifonagem

Todos os parametros de controle utilizados em funcdo dos ensaios tiveram
um controle rigido, com o intuito de reduzir o efeito das variacdes destes

parametros sobre os resultados dos ensaios de toxicidade aguda.
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4.9 Célculo da concentracgéo letal mediana (CLsp).

A partir das concentracbes do ensaio definitivo e suas respectivas
mortalidades, utilizando-se um programa de computador com o método estatistico
Trimmed Spearman-Karber obteve-se a concentracdo letal mediana (CLsp)

conforme USEPA (2002).

4.10 Analise do comportamento dos peixes

Inicialmente e a cada 24 horas apds a colocacdo dos peixes na agua
contaminada com o herbicida comercial, foram sendo observadas as alteracfes
nos comportamentos, como a hiperatividade ou hipoatividade relacionada a
mobilidade do organismo estudado.

A alteracdo no comportamento é um alerta para o tipo de dano ou estresse
causado por uma substancia e esse estresse causara a reducdo ou aumento do

metabolismo.

4.11 Ensaio de sensibilidade e de repetibilidade

O ensaio de sensibilidade do organismo teste foi realizado utilizando-se a
substancia de referéncia dicromato de potassio (K.Cr,O;) conforme a ABNT
15088, seguindo a mesma metodologia do ensaio definitivo com o herbicida
comercial, as concentra¢cfes utilizadas para o ensaio foram: 0, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 mg/L e com o programa estétistico Trimmed Spearman Karber obteve-
se a concentragao letal mediana (CLsp) . Depois foi realizado outro ensaio com 16
réplicas utilizando-se a mesma concentragdo da ClLso de dicromato de potassio

(K2Cr,07) em todos os recipientes ensaio.
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Para o ensaio de repetibilidade com o herbicida comercial utilizou-se a
mesma concentracdo obtida a partir do calculo da CLsy para o herbicida comercial
em 10 réplicas seguindo a mesma metodologia do ensaio definitivo.

Para a execucdo dos célculos estatisticos dos resultados do ensaio de
sensibilidade e ensaio de repetibilidade com o herbicida comercial foi utilizado o
programa computacional Excel®, a partir destes resultados obteve-se média

amostral (%), do limite superior de controle (LSC), do limite inferior de controle

(LIC) e do coeficiente de variacdo (CV) que foram utilizados na construcdo da

carta-controle de sensibilidade e a carta controle do ensaio de repetibilidade.

A média e o desvio-padrao séo calculados a partir das seguintes equacoes:

X = Ix;/n (1)

M 2 o %
[nEx; — (Zx)®

pP= )

*\JI nin—1)

Onde xi € uma observacao de controle individual e n é o numero total de
observacdes coletadas no periodo de tempo analisado. Estimativas iniciais sao
normalmente realizadas a partir de um conjunto de resultados n. Quando n é
muito baixo, as estimativas podem néo ser confidveis. Estas estimativas devem
ser revisadas quando mais observacdes de controles forem acumuladas. Isto
pode ser feito a partir de uma analise do conjunto de resultados adicionais,

registrando n, Zxi e Zxi°. Os totais acumulados podem ser obtidos adicionando os
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valores para cada diferente conjunto de resultados. Entéo, estes totais podem ser
usados nas equacoes 1 e 2, fornecendo estimativas acumuladas de x e DP.
Os limites de controle sdo calculados a partir da média amostral (%) e do

desvio padréo (DP), conforme equagéo:

Limite de controle =%+ 2 DP

O coeficiente de variacao € calculado a partir da equacao:

cV = ‘1—" 100

Onde o desvio padrdo sobre a média amostral vezes 100 ira expressar o

resultado do coeficiente de variagdo em percentagem.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos controles de pH e dureza total das aguas de diluicdo que
foram preparadas para a realizacdo dos testes estdo apresentados na Tabela 5,
verificou-se que todos os valores obtidos estiveram de acordo com o0s
estabelecidos na norma da ABNT 15088 (2004), onde o pH da agua de diluicdo

deveria estar contido entre pH 7,0 e 7,6 e dureza total de 40 a 48 mg de CaCOgl/L.

TABELA 5 - Controle do pH e dureza total da agua de
diluicdo produzida para os ensaios.

Agua de Parametro
diluicdo N° pH Dureza total (mg CaCOg3/L)
1 7,5 41
2 7,6 41
3 7,4 41
4 7,6 41
5 7,2 42
6 7,6 43
7 7,4 43
8 7,5 43
9 7,5 44
10 7,4 43
11 7,2 42
12 7,3 43

Com os resultados do ensaio preliminar com o herbicida comercial
estabeleceu-se o intervalo entre a menor concentragdo que causou 100% de
mortalidade 1000 mg/L e a maior concentragcdo 400 mg/L onde nao se observou
mortalidade, a partir deste resultado determinou-se as concentragcdes para o

ensaio definitivo.
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As variacdes de temperatura durante as medi¢cfes, conforme indicadas na
Figura 16, foram pouco significativas no decorrer dos ensaios preliminares e
definitivos, a minima temperatura registrada ficou em 25,5°C e a maxima em
26,5°C permanecendo dentro da faixa aceitavel de 26 + 1°C conforme estabelece
a norma da ABNT 15088 (2004). O sistema compartilhado de dispersdo da
temperatura e o uso de um termostato eletrénico para o controle possibilitou o
equilibrio da temperatura em todos os compartimentos utilizados durante as

baterias de ensaios.

29,0

28,5 f-ommmmmmeemmssmseemessesoeeeseooeeooooo
28,0 oo M Ensaio definitivo ...

# Ensaio preliminar

27,5 oo
270 4-rereo—m———
265 B L I * B
26,0 | B B B B
25,5 fo-eoee- . T T
25,0 f--oooee- F——
24,5 oo
24,0 f-rmro e
23,5 f-roro o
23,0 . . . . . . . . . |

Temperatura (°C)

Leitura

FIGURA 16 - Controle da temperatura durante o0s ensaios preliminares e
definitivos com herbicida comercial.

O pardmetro de dureza total teve pequenas variagbes, aumentando
ligeiramente se comparado com a dureza total encontrada nos recipientes de
controles, indicando que os componentes do herbicida comercial nas
concentragcOes estudadas causam pequenas alteracdes na dureza total conforme

observado na Tabela 6.
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TABELA 6 - Valores médios dos registros da variavel dureza total da agua dos
testes de toxicidade aguda.

Concentracao Dureza total (mg CaCOg3/L)

herbicida comercial
0 horas 24 horas 48 horas

(mg/L)

Controle 1 42 43 42
500 45 45 45
550 45 45 45

Controle 2 44 43 44
650 47 48 48
700 48 48 48
750 48 48 49

Controle 3 46 45 46
800 48 47 48
850 48 48 48
900 49 50 49

As alteragbes do pH, conforme apresentado na Tabela 7, puderam ser
observadas principalmente nos recipientes ensaio onde haviam o herbicida
comercial, a ligeira queda do pH se deve as excretas metabdlicas que foram

produzidas pelos organismos testes e pela degradacédo da matéria organica.
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TABELA 7 - Valores médios dos registros da variavel pH da agua dos testes de
ecotoxicidade aguda com o herbicida comercial.

Concentracao pH
herbicida comercial
(mg/L) 0 horas 24 horas 48 horas
Controle 1 7,4 7,4 7,3
500 7,5 7,3 7,2
550 7,4 7,1 7,2
Controle 2 7,6 7,6 7,5
650 7,7 7,4 7,3
700 7,8 7,4 7,3
750 7,8 7,3 7,2
Controle 3 7,5 7,4 7,2
800 7,7 7,3 7,3
850 7,8 7,3 7,3
900 7,8 7,4 7,3

O crescente aumento das concentracdes do herbicida comercial se refletiu
no aumento da condutividade como observado nos resultados apresentados na
Tabela 8, no entanto, a condutividade inicial ndo apresentou alteracdes

significativas com relacdo a condutividade final.
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TABELA 8 - Valores médios dos registros da variavel condutividade da agua dos
testes de ecotoxicidade aguda com o herbicida comercial.

Concentracao Condutividade (uS/cm)
herbicida comercial
(mg/L) Ohoras 24 horas 48 horas
Controle 1 147 147 142
500 163 164 161
550 165 167 163
Controle 2 151 151 152
650 166 167 167
700 169 171 171
750 171 173 174
Controle 3 150 151 149
800 171 172 174
850 174 174 174
900 177 177 174

Quanto aos resultados de oxigénio dissolvido observou-se uma reducao na
concentracdo que pode ser atribuida a degradacdo de matéria organica e
aumento do consumo dos peixes que se encontravam sob situacdo de estresse,
mas o oxigénio dissolvido manteve-se acima do limite minimo permitido de 4 mg/L

conforme ABNT 15088 (2004).

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados dos valores médios obtidos
do controle do oxigénio dissolvido registrados durante os ensaios definitivos com

o herbicida comercial.
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TABELA 9 - Valores médios dos registros da variavel oxigénio dissolvido da agua
dos testes de ecotoxicidade aguda com o herbicida comercial.

Concentracao Oxigénio dissolvido (mg/L O,)
herbicida comercial
(mg/L) 0 horas 24 horas 48 horas

Controle 1 7,2 6,8 5,7
500 7,1 6,7 5,8

550 7,2 6,8 4,7
Controle 2 7,1 6,5 5,5
650 7,1 6,5 53

700 7,1 6,7 55

750 7,1 6,6 5,6
Controle 3 7,2 6,8 6,1
800 7,2 6,8 6,2

850 7,2 6,8 5,8

900 7,2 6,8 5,8

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de ecotoxicidade aguda do
herbicida comercial para o organismo teste Danio rerio foi determinada a
concentracdo letal mediana Clsp4gn de 581,50 mg/L. Na Figura 17 esta
representado a interface do programa Trimmed Spearman-Karber verséo 1.5 com
os resultados dos calculos obtidos apos terem sido inseridos todas as

informagdes sobre o0 ensaio.

DATE: 181828 TEST HUMBER: @@i DURATION: 48 h
TOXICANT : Herhicida comercial composto de 13.2x de hexa=
SPECIES: Danio rerio

RAYW DATA: Concentration Number Mortalities
Cmg-L> Expozed

58a.
558.
650.
780.
750,
g8a.
850.
80.

SPEARMAN-KARBER TRIM:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES : LC508:

95 LOWER CONFIDEMCE:
?5% UPPER CONFIDEMCE:

FIGURA 17 — Tela de apresentacao dos resultados obtidos utilizando o programa
do método estatistico Trimmed Spearman-Karber versao 1.5.
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Na Figura 18 estdo representadas o0s resultados percentuais das
mortalidades dos organismos testes Danio rerio em funcdo das concentracfes
estudadas, onde com o aumento da concentracdo do herbicida comercial

observou-se o0 aumento da mortalidade dos peixes.

95 100 100
100 _'______________________________________________g[_]___________g[_] ___________________________
__________________________________65 ______________________________________
"""""" 4 OI
0 i
550 650 700 750 800 850 900

~J
u
|

Mortalidade (%)
wul
o
s
(%3]

]
u
|

500

Concentracao do herbicida comercial (mg/L)

FIGURA 18 - Representacao grafica da porcentagem da mortalidade de Danio
rerio em fungdo do aumento da concentragcdo do herbicida comercial composto
por 13,2% em massa de hexazinona e 46,8% em massa de diuron no teste de
toxicidade aguda.

A maior porcentagem de mortalidade dos organismos foi observada entre
as concentracdes de 850 mg/L e 900 mg/L, onde ocorreram 100% de mortalidade
dos organismos, enquanto que no intervalo de 500 mg/L e 550 mg/L ocorreram a
menor porcentagem de mortalidade, causando 40 a 45% de mortes dos

organismos respectivamente.

Apbs 24 horas do inicio do ensaio pdde-se observar maior incidéncia da

mortalidade, na Tabela 10 esta apresentado o nimero de mortes de peixes que
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ocorreram em 24 e 48 horas a partir do inicio de cada ensaio e o total em
porcentagem de mortalidade observado para cada concentracdo do herbicida

comercial.

TABELA 10 - Concentragdo do herbicida comercial, numero de animais por
concentragdo, numero total de mortes em 24h e 48h apds o inicio do ensaio e a
porcentagem total de mortos por concentragéo de herbicida.

rorbicids comercial - de N HEGEMANES - S6totalde mortes

(mg/L) de animais  24h 48h

Controle 20 0 0 0
500 20 1 8 45
550 20 1 7 40
650 20 1 12 65
700 20 2 16 90
750 20 7 11 90
800 20 3 16 95
850 20 7 13 100
900 20 8 12 100

Em todos os controles realizados para a validacao dos resultados nao foi
observada nenhuma mortalidade.

No inicio do ensaio observou-se que nas concentracdes entre 40 e 50 mg/L
ocorreu uma hiperatividade que esta relacionada ao aumento do movimento
natatério em mais de 50% dos organismos, demonstrando que o herbicida

comercial nestas concentracdes pode causar estresse, aumentando a atividade



54

locomotora que neste caso esta relacionado a resposta de escape. Na Figura 19
estd apresentada uma fotografia do ensaio definitivo onde foi observado o
comportamento de escape representado pelo aumento da atividade natatoria

devido ao estresse gerado pelo agente toxico.

FIGURA 19 — Ensaio definitivo com o herbicida comercial onde se observou
hiperatividade dos peixes representada pelo comportamento de escape, devido
ao estresse gerado pelo agente toxico.

Em concentracbes acima de 50 mg/L observou-se hipoatividade em mais
de 50% dos organismos representado na Figura 20, onde 0s organismos
apresentaram uma diminuicdo do movimento natatorio que pode ser explicado
como um comportamento adaptativo ao estresse devido a uma possivel
realocacdo de energia para outros processos fisioldgicos, resultando em menor

guantidade de energia para a locomocao.
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FIGURA 20 — Diminuicdo da mobilidade dos peixes devido a realocacdo de
energia para outros processos fisiologicos.

Entre os ensaios definitivos foram realizados os ensaios de sensibilidade
utilizando-se como substancia de referéncia o dicromato de potassio (K>Cr,07),
inicialmente obteve-se a concentracdo letal mediana CLso = 114 mg/L, a partir
das réplicas realizadas com a CLs, foram obtidos dados para os calculos onde o
desvio padréo encontrado foi de £ 2,17 e o coeficiente de variagdo encontrado foi
de 20%. Esse resultado enquadra-se dentro do limite do coeficiente de variacdo
de 45% (CV) proposto pela USEPA (2002). Na Figura 21 estdo descritos os
resultados da carta controle de sensibilidade, a média amostral (%) ficou
estabelecida em 5,5, o limite superior de controle (LSC) em 7,7 e o limite inferior

em 3,3 (LIC).
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FIGURA 21 - Carta-controle da sensibilidade com os resultados das

mortalidades, a média amostral (%), o limite superior de controle (LSC) e o limite
inferior de controle (LIC), utilizando-se como substancia de referéncia dicromato

de potassio (K.Cr,07).

No ensaio de repetibilidade realizado com o herbicida comercial, obteve-se
um desvio padrdo de * 2,53 e o coeficiente de variacdo (CV) de 21%,
engquadrando-se dentro do limite do coeficiente de variacdo de 45% proposto pela
USEPA (2002). Na Figura 22 estdo apresentados obtidos com o ensaio de
repetibilidade com o herbicida comercial, onde a média amostral (%) ficou
estabelecida em 6, o limite superior de controle (LSC) em 8,5 e o limite inferior

em 3,5 (LIC).
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FIGURA 22 — Resultados das mortalidades do ensaio de repetibilidade com o
herbicida comercial, média amostral (%), limite superior de controle (LSC) e limite
inferior de controle (LIC).

A variacdo da temperatura dos ensaios com hexazinona e com o diuron
manteve-se dentro da faixa aceitavel (26 +1°C) conforme ABNT 15088 (2004),
variando entre a maxima de 27°C e a minima de 25,5°C, estas variacfes da
temperatura foram pouco significativas. Estes resultados estdo apresentados na

Figura 23.
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FIGURA 23 - Controle da temperatura durante os ensaios definitivos com diuron e
com a hexazinona.

Os resultados do parametro de dureza total obtido durante o ensaio
definitvo com hexazinona ndo apresentou nenhuma alteracdo significativa

conforme descrito na Tabela 11.

TABELA 11 - Valores médios dos registros da variavel dureza total da agua dos
testes de ecotoxicidade aguda com hexazinona.

Concentracio Dureza total (mg CaCOsl/L)

hexazinona (mg/L) Inicio 24 horas 48 horas

Controle 1 43 43 43
66 42 43 43
73 42 43 43
Controle 2 41 41 41
86 41 41 41
92 41 41 41
99 41 41 41
Controle 3 41 41 41
106 42 41 42
112 41 41 41

119 41 41 41
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AsSim como nos ensaios realizados com hexazinona os valores da dureza
total analisados durante o0s ensaios com diuron n&o tiveram alteracdes

significativas conforme a tabela 12.

TABELA 12 - Valores médios dos registros da variavel dureza total da agua dos
testes ecotoxicidade aguda com o herbicida diuron.

Dureza total (mg CaCOg3/L)

Concentracao
diuron (mg/L) 4 1oras 24 horas 48 horas
Controle 1 44 43 44
1 44 44 44
5 45 44 45
10 44 44 44
Controle 2 43 43 42
20 42 42 43
30 43 43 43
40 44 43 43

As alteracOes de pH nos ensaios de ecotoxicidade aguda com hexazinona

conforme a Tabela 13 ndo foram significativas.

TABELA 13 - Valores médios dos registros da variavel pH da agua dos testes de
ecotoxicidade aguda com o herbicida hexazinona.

Concentragao ol

hexazinona (Mg/L) 5 1oras 24 horas 48 horas

Controle 1 7,2 7.4 7,4
66 7,2 7,4 7,5
73 7,2 7,4 7,5
Controle 2 7,4 7,4 7,3
86 7,4 7,5 7,4
92 7,4 7,5 7,4
99 7,4 7,4 7,3
Controle 3 7,3 7,1 7,3
106 7,3 7,3 7,3
112 7,3 7,3 7,3

119 7,1 7,3 7,1
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Nos ensaios realizados com o herbicida diuron conforme a Tabela 14 o pH

também se manteve estavel.

TABELA 14 - Valores médios dos registros da variavel pH da dgua dos testes de
ecotoxicidade aguda com o herbicida diuron.

Concentragao By
diuron (mg/L) 0 horas 24 horas 48 horas
Controle 1 7.3 7,3 7,2
1 7,3 7,2 7,2
5 7,2 7,2 7,2
10 7,3 7,3 7,2
Controle 2 7,1 7,0 7,0
20 7,1 7,1 7,0
30 7,1 7,0 7,0
40 7,0 7,0 7,0

As concentragdes de diuron e hexazinona utilizadas nao foram suficientes
para causar alteracdes significativas na condutividade durante o0s ensaios,
permanecendo estavel o parametro condutividade. Os valores encontrados das
condutividades durante 0s ensaios sdo encontrados na Tabela 15 para o

herbicida hexazinona e na Tabela 16 para o herbicida diuron.
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TABELA 15 - Valores médios dos registros da variavel condutividade da agua
dos testes de ecotoxicidade aguda com o herbicida hexazinona.

Concentragio Condutividade (uS/cm)

hexazinona (Mg/L)  §poras 24 horas 48 horas

Controle 1 141 141 141
66 140 139 140
73 140 140 141
Controle 2 130 131 132
86 131 131 131
92 131 132 132
99 131 133 132
Controle 3 134 133 132
106 135 134 134
112 135 135 134
119 135 134 134

TABELA 16 - Valores médios dos registros da variavel condutividade da agua dos
testes de ecotoxicidade aguda com o herbicida diuron.

Condutividade (uS/cm)

Concentragcao

diuron mg/L 0 horas 24 horas 48 horas

Controle 1 133 132 133
1 133 133 133
5 133 133 132
10 134 133 133

Controle 2 132 132 132
20 132 133 132
30 132 133 132
40 132 132 133

Durante 0s ensaios com a hexazinona e 0S ensaios com o diuron,
ocorreram a diminuicdo da concentracdo do oxigénio dissolvido conforme os
resultados apresentados na Tabela 17 e na Tabela 18 respectivamente, no

entanto os niveis de oxigénio se mantiveram acima do limite minimo de 4 mg/LO.
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TABELA 17 - Valores médios dos registros da variavel oxigénio dissolvido da
agua dos testes de ecotoxicidade aguda com o herbicida hexazinona.

Oxigénio dissolvido (mg/L O,)

Concentracao
hexazinona (mg/L) 0 horas 24 horas 48 horas
Controle 1 7,3 6,8 6,4
66 7,3 6,8 6,1
73 7,3 6,7 6,2
Controle 2 7.4 6,5 6,6
86 7,3 6,7 6,4
92 7,3 6,5 6,1
99 7,2 6,8 6,3
Controle 3 7,2 6,6 6,4
106 7,3 6,7 6,5
112 7,3 6,8 6,2
119 7,3 6,8 6,0

TABELA 18 - Valores médios dos registros da variavel oxigénio dissolvido da
agua dos testes de ecotoxicidade aguda com o herbicida diuron.

Oxigénio dissolvido (mg/L O,)

Concentracao
diuron (Mg/L) (5 poras 24 horas 48 horas
Controle 1 7.9 7,3 6,7
1 7,9 7,3 6,8
5 7.8 7,2 6,7
10 7,9 71 6,8
Controle 2 7.4 7,1 6,7
20 7.8 7,2 6,6
30 7,8 7,1 6,7
40 7,8 7,1 6,7

Os ensaios realizados tanto com o herbicida diuron quanto com o herbicida
hexazinona, nas concentracdes que foram testadas, obtidas a partir do ensaio
definivo com o herbicida comercial, ndo apresentaram mortalidade e

aparentemente nédo afetaram o comportamento natatorio dos peixes.
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A dificuldade de obtencédo de trabalhos acerca do assunto estudado nesta
pesquisa, onde especificamente utilizou-se o herbicida comercial composto por
46,8% em massa de diuron e 13,2% em massa de hexazinona, em conjunto com

o bioindicador Danio rerio, motivou a realizagdo desta pesquisa.
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas na presente pesquisa foram:

Nas condicoes em que foram realizados os ensaios, 0 herbicida comercial
estudado apresentou toxicidade CLso de 581,5 mg/L para o organismo

teste Danio rerio.

Os organismos apresentaram alteracdes significativas no comportamento,
onde foi observado hiperatividade, com um aumento na mobilidade, em
concentracfes entre 40 e 50 mg/L e em concentracBes do herbicida
comercial acima de 50 mg/L foi observado uma hipoatividade, demonstrada
pela diminuicdo da mobilidade o que fica demonstrado que nestas
concentracfes podem ser observadas alteracfes que podem vir a causar
impactos ambientais negativos em um nicho ecolégico que esta espécie de

organismo possa Vvir a representar.

Para o0s principais compostos do herbicida comercial estudados
separadamente, nas concentracdes utilizadas, ndo foi observado nenhuma

mortalidade ou alteragcdo comportamental nos organismos teste.

Os resultados dos ensaios de sensibilidade realizados com o organismo
teste Danio rerio obtidos com a utilizacdo da substéncia de referéncia
dicromato de potassio demonstraram ser satisfatorios, pois o coeficiente de
variacdo obtido estive abaixo do limite estabelecido pelas normas USEPA

(2002).
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Utilizando-se como parametro o limite do coeficiente de variacdo de 45%
estabelecido pela USEPA (2002) para os ensaios de sensibilidade, o
ensaio de repetibilidade realizado para a validacdo dos resultados dos

ensaios com o herbicida comercial demonstrou ser valido.

Recomendacdes:

A partir resultados dos ensaios obtidos nesta pesquisa, para um
maior aprofundamento acerca dos efeitos deletérios do herbicida comercial
sobre o organismo teste Danio rerio, recomenda-se a realizacdo de
ensaios de ecotoxicidade cronica.

A utilizacdo de organismos pertencentes a outros niveis tréficos
tanto em ensaios de ecotoxicidade aguda, quanto cronica, também é
recomendavel para a elucidagdo dos efeitos toxicos em diferentes niveis da

cadeia alimentar.
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APENDICE A

TABELA 19 - Resultados do parametro condutividade do ensaio definitivo com
herbicida comercial.

Condutividade (uS/cm)

Cont(:;rét/rf)géo o 0 hora,s . o 24 hOI’c’,:lS. o 48 hOI‘c’,:lS.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 148 147 147 148 143 141
500 164 163 165 164 160 162
550 165 166 168 166 163 162
Controle 2 151 151 151 152 151 153
650 165 167 166 168 167 168
700 168 169 170 171 171 172
750 170 172 173 173 173 174
Controle 3 149 150 151 151 150 149
800 170 172 172 173 175 174
850 175 174 174 175 173 174
900 177 177 177 177 175 174

TABELA 20 - Resultados do parametro oxigénio dissolvido do ensaio definitivo
com herbicida comercial.

Oxigénio dissolvido (mg/L O,)

Con((:renrét/rlii)géo - 0 hora,s _ o 24 hor?s_ o 48 horgs_
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica2
Controle 1 7,1 7,2 6,8 6,7 5,7 5,7
500 7,1 7,1 6,7 6,7 5,8 57
550 7,2 7,1 6,7 6,8 4,8 4,6
Controle 2 7,2 7,0 6,5 6,4 54 5,5
650 7,0 7,1 6,5 6,5 52 54
700 7,1 7,1 6,6 6,7 53 5,6
750 7,1 7,1 6,6 6,5 5,6 5,6
Controle 3 7,2 7,2 6,7 6,8 6,0 6,1
800 7,2 7,2 6,8 6,8 6,3 6,1
850 7,2 7,1 6,8 6,7 5,9 57

900 7,2 7,1 6,8 6,7 5,8 5,8
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TABELA 21 - Resultados do parametro de dureza total do ensaio definitivo com
herbicida comercial.

Dureza total (mg CaCOs3/L)

Cont(:;rét/rf)géo o 0 hora,s . o 24 hOI’c’,:lS. o 48 hOI‘c’,:lS.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 42 42 43 43 42 42
500 45 45 45 45 45 45
550 45 45 45 44 45 45
Controle 2 44 44 44 42 44 44
650 48 49 48 47 48 48
700 48 49 48 47 49 48
750 48 48 48 47 49 48
Controle 3 45 46 44 45 45 46
800 47 47 47 48 48 48
850 47 48 48 49 48 48
900 49 49 50 50 49 50

TABELA 22 - Resultados do pardmetro pH do ensaio definitivo com herbicida
comercial.

pH
Con((:renrét/rlii)géo o 0 hora,s . - 24 horgs. - 48 horgs.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 7,4 7,4 7,4 7,4 7,3 7,4
500 7,5 7,5 7,3 7,4 7,2 7,2
550 7,5 7,4 7,2 7,1 7,2 7,2
Controle 2 7,6 7,6 7,6 7,6 7,5 7,5
650 7,7 7,7 7,4 7,5 7,2 7,3
700 7,7 7,8 7.4 7,4 7,3 7,2
750 7,8 7,8 7,3 7,4 7,2 7,3
Controle 3 7,5 7,5 7.4 7,4 7,2 7,2
800 7,7 7,7 7.4 7,3 7,3 7,2
850 7,8 7,8 7,3 7,3 7,3 7,4

900 7,8 7,8 7,4 7,4 7,3 7,3
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APENDICE B

TABELA 23 — Resultados do parametro de condutividade do ensaio definitivo com
hexazinona.

Condutividade (uS/cm)

Cont(:;rét/rf)géo o 0 hora,s . o 24 hOI’c’,:lS. o 48 hOI‘c’,:lS.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 141 141 141 141 141 141
500 141 140 139 139 141 140
550 140 140 140 140 141 141
Controle 2 130 130 131 131 131 132
650 131 131 132 131 131 131
700 131 131 132 132 131 132
750 131 131 132 133 132 131
Controle 3 133 134 132 133 132 132
800 134 135 134 134 134 134
850 135 135 135 135 134 134
900 135 135 133 134 134 134

TABELA 24 - Resultados do parametro oxigénio dissolvido do ensaio definitivo
com hexazinona.

Oxigénio dissolvido (mg/L O,)
Concentragao

(mg/L) o 0 hora,s . - 24 horgs. - 48 horgs.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 7,3 7,2 6,8 6,8 6,4 6,3
500 7,3 7,2 6,7 6,8 6,2 6,0
550 7,3 7,2 6,7 6,7 6,3 6,1
Controle 2 7,4 7,3 6,4 6,6 6,5 6,7
650 7,3 7,3 6,7 6,6 6,4 6,3
700 7,3 7,2 6,6 6,4 6,2 6,0
750 7,2 7,2 6,9 6,6 6,5 6,1
Controle 3 7,1 7,2 6,6 6,6 6,3 6,4
800 7,3 7,3 6,6 6,7 6,5 6,5
850 7,3 7,2 6,8 6,8 6,1 6,3

900 7,2 7,3 6,9 6,7 59 6,1
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TABELA 25 - Resultados do parametro dureza total do ensaio definitivo com
hexazinona.

Dureza total (mg CaCOs3/L)

Cont(:;rét/rf)géo o 0 hora,s . o 24 hOI’c’,:lS. o 48 hOI‘c’,:lS.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 43 43 43 42 42 43
500 42 43 43 43 43 43
550 42 42 43 43 43 43
Controle 2 41 41 41 41 41 41
650 41 41 41 41 41 40
700 41 41 41 41 41 41
750 41 41 41 41 41 41
Controle 3 41 41 41 41 41 41
800 41 41 41 41 42 41
850 41 41 41 41 41 41
900 41 41 41 41 40 41

TABELA 26 - Resultados do parametro pH do ensaio definitivo com hexazinona.

pH
Con((:renrét/rlii)géo o 0 hora,s . - 24 horgs. - 48 horgs.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 7,2 7,2 7,4 7,4 7,4 7,5
500 7,2 7,2 7,3 7,4 7,4 7,5
550 7,2 7,2 7,4 7,3 7,5 7,4
Controle 2 7,4 7,4 7,4 7,5 7,2 7,3
650 7,4 7,4 7,5 7,5 7,4 7,4
700 7,4 7,4 7,5 7,4 7,4 7,3
750 7,4 7,4 7,4 7,3 7,3 7,3
Controle 3 7,3 7,3 7,1 7,2 7,3 7,3
800 7,4 7,4 7,3 7,3 7,4 7,3
850 7,4 7,4 7,3 7,3 7,3 7,3

900 7,4 7,4 7,3 7,3 7,3 6,9
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APENDICE C

TABELA 27 - Resultados do parametro condutividade do ensaio com diuron.

Condutividade (uS/cm)
Concentracao

(mg/L) 0 horas 24 horas 48 horas
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical replica?2
Controle 1 133 133 132 132 133 133
1 133 133 132 133 133 133
5 133 133 133 133 132 132
10 133 134 133 133 133 133
Controle 2 132 131 132 132 132 132
20 132 132 132 133 132 132
30 131 132 132 133 132 132
40 132 132 132 132 132 133

TABELA 28 — Resultados do parametro oxigénio dissolvido do ensaio com diuron.

Oxigénio dissolvido (mg/L O,)

Conc(:r?]rét/rsgao - 0 hora,s _ - 24 horfsls_ - 48 horz,is_
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 7,9 7,9 7,3 7,2 6,7 6,6
1 7,9 7,8 7,3 7,3 6,8 6,7
5 7,8 7,8 7,2 7,2 6,7 6,7
10 7,9 7,8 7,2 7,0 6,9 6,7
Controle 2 7,0 7,8 7,1 7,0 6,7 6,6
20 7,7 7,8 7,2 7,1 6,6 6,6
30 7,8 7,8 7,1 7,1 6,7 6,6

40 7,8 7,8 7,1 7,1 6,7 6,7
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TABELA 29 - Resultados do parametro dureza total do ensaio definitivo com

diuron.
Dureza total (mg CaCOs3/L)
Cont(:;rét/rf)gao 0 horas 24 horas 48 horas
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 44 44 43 43 44 43
1 44 44 44 44 44 43
5 45 44 44 44 45 45
10 44 44 44 44 44 44
Controle 2 43 42 43 43 42 42
20 42 42 42 42 42 43
30 43 43 42 43 42 43
40 43 44 43 43 42 43

TABELA 30 - Resultados do parametro pH do ensaio definitivo com diuron.

Con((:r?]rét/rsgao - 0 horeEs . - 24 hor{;ls. - 48 horgs.
réplical réplica2 réplical réplica2 réplical réplica?2
Controle 1 7,3 7,3 7,3 7,2 7,2 7,2
1 7,3 7,3 7,2 7,2 7,2 7,2
5 7,3 7,2 7,2 7,2 7,2 7,1
10 7,2 7,3 7,2 7,3 7,2 7,2
Controle 2 7,1 7,1 7,0 7,0 7,0 7,0
20 7,1 7,1 7,1 7,0 7,0 7,0
30 7,0 7,1 7,0 7,0 6,9 7,0
40 6,9 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

