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RESUMO

Limnoperna fortunei € um bivalve conhecido como “mexilh&do dourado” e se
tornou invasor nas aguas continentais da Ameérica do Sul. No Brasil, este mexilhdo
se tornou peste nas bacias do Rio Parand, Rio Paraguai e Lagoa dos Patos - RS. O
L. fortunei se fixa em qualquer substrato firme e forma aglomerados (incrustagéo),
gue causam grandes prejuizos econdmicos e ambientais. A principal forma de
controle das infestacdes deste mexilhdo é a utilizacdo de substancias biocidas, que
muitas vezes sao um Sério risco para outras espécies. Este estudo teve por objetivo
avaliar o efeito biocida de substancias dissolvidas (cloreto de potassio — KCL,
dicloroisocianurato de sodio, didxido de cloro liquido ativado e o hipoclorito de s6dio)
e substancias microencapsuladas (KCL e Amina DB45) sobre o bivalve L. fortunei
através de ensaios toxicologicos, determinando o efeito do biocida através da
mortalidade. Foi utilizada uma metodologia semi-estatica com 48h de exposi¢cdo com
todas as substancias avaliadas. Aléem desta, foi desenvolvido um sistema com fluxo
continuo de agua em calhas, simulando as condi¢cdes de instalacées hidraulicas.
Neste sistema, foi testado 6h de exposicéo intermitente aos microencapsulados. Nas
metodologias utilizadas, os organismos foram expostos em diferentes concentracbes
gue continham no minimo 3 replicacbes. O calculo da CL50 foi realizado tanto pelo
método do probitos (PROBITOS 1.5/USEPA) quanto pelo método de Trimmed
Spermam Karber (TSK 1.5/USEPA). Os valores de CL50 avaliadas com a
metodologia semi-estatica com 48h de exposicdo para as substancias foram os
seguintes: 108,96 mg.L™ para o dicloroisocianurato de sédio; 13,99 mg.L™ para o
diéxido de cloro liquido ativado e 0,516 mg.L™ para o hipoclorito de sédio. O KCL
avaliado como controle positivo apresentou CL50 = 293,38 mg.Lt. Os
microencapsulados variaram entre 270,65 mg.L"* para os microencapsulados de
cloreto de potassio e 29,99 mg.L™? para os microencapsulados de amina DB45. Foi
possivel concluir que as substancias cloradas utilizadas apresentam alta
variabilidade no efeito de mortalidade dos mexilhdes e que os microencapsulados de
amina DB45 foram mais téxicos para o L. fortunei que os de KCL em todos os
ensaios realizados. Foi possivel verificar também que a forma microencapsulada
desponta como uma alternativa de fornecer biocidas para o controle de mexilhées

COM um menor risco para o ambiente.
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ABSTRACT

Limnoperna fortunei (common name “golden mussel”) is an invasive bivalve in
Brazil and South America continental waters. The mussel has become plague
throughout the basin of the Parana and Paraguay rivers. It has also invaded the
Patos’lagoon and Guaiba river in Porto Alegre in south of Brazil. The Golden mussel
is able to fix in any hard substrate and form clusters called macrofouling that can
cause economic and environmental damage. Biocides have been the primary way to
control infestations, which pose great cholateral environmental risk. Thus, it is
necessary to evaluate what substances are most effective with the least
environmental risk. This study aimed to evaluate the biocide effect of dissolved
substances (Potassium chloride - KCL and 3 types of chlorine) and
microencapsulated substances (KCL and Amina DB45) on the bivalve L. fortunei, by
determining the lethal effect of the biocides. We used a semi-static 48h exposure
methodology to all substances evaluated. In addition, a system was developed with
continuous flow of water in pipeline and was tested for 6 hours of intermittent
exposure to microcapsules, which simulates the conditions of hydraulic installations.
The methodology used organisms exposed to different concentrations containing at
least 3 replicates. The LC50 was calculated by probit (PROBIT 1.5/USEPA) and
Trimmed Sperma Karber (TSK 1.5/ USEPA). The LC50 values were assessed by the
semi-static methodology with 48h of exposure to the substances were: chlorine was
between 108.96 mg.L™ for sodium dichloroisocyanurate, 13.99 mg.L™ for liquid
chlorine dioxide activated and 0.516 mg.L™ for sodium hypochlorite. The KCL
assessed as positive control showed LC50 = 293.38 mg.L™. The microencapsulated
ranged between 270.65 mg.L™ (potassium chloride) and 29.99 mg.L™" (DB45 amine).
We concluded that chloride substances used has a variable effect on mortality in
mussels and DB45 amine microcapsules were more toxic to L. fortunei than
potassium chloride in all tests. It can also verify that microencapsulated emerge as

an alternative and safer way to supply biocides for mussels control.
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1. INTRODUCAO

A bioinvasao ou invasao biolégica consiste na chegada de espécies em locais onde
ndo existiam historicamente (Carlton, 1979). Em pequenas escalas, este € um processo
natural, porém, as taxas e vias pelas quais as espécies percorrem o0 planeta tém sido
alteradas pela intensificacdo dos transportes terrestres, aéreos e maritimos, gerando
desequilibrio ecolégico e econémico (Elton, 1958; Williamsom, 1996; Vitousek et al.,
1997). Os custos com as invasdes biologicas sdo estimados em escalas de milhdes a
bilhdes de dolares anuais com o seu controle ou reparo dos danos (Pimentel et al., 2005).
Os danos ambientais causados por espécies invasoras sao tao sérios que hoje elas séo
consideradas uma das maiores causas da perda de biodiversidade no mundo, atras
apenas da destruicdo dos habitats e das mudancas climaticas e seguida pela super
exploracdo dos recursos e do incremento de nutrientes (Convencdo da Diversidade
Biologica, 2006).

Um organismo ao ser introduzido em um novo ambiente enfrenta dificuldades para
se estabelecer. Cinco etapas necessitam ser superadas para que uma espécie seja
considerada invasora: transporte, liberacdo, estabelecimento, dispersdo e impacto. As
trés primeiras sao limites estabelecidos pelas barreiras naturais que determinam a
distribuicdo dos organismos e as caracterizam como uma espécie nao nativa. Quando se
ultrapassa as cinco etapas, a espécie € considerada invasora (Kolar e Lodge, 2001;
Darrigran e Damborenea, 2006).

A ameaca representada pelas espécies invasoras incide sobre todos os sistemas
bidticos, incluindo terrestres e aquaticos, controlados (cativeiros) ou selvagens. Em
grande escala de tempo e espaco, as bioinvasdes podem causar homogeneizacdo da

biota (Carroll e Dingle, 1996; Willilamsom, 1996; Cox, 1999). Ao se estabelecerem, as
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espécies invasoras acabam modificando as relagBes ecoldgicas, aumentando interacdes
negativas, como a competicdo por recursos alimentares e espaco, com espécies nativas
(Race, 1982; Brenchley e Carlton, 1983; Byers, 2000). Os bioinvasores também podem
ser predadores, parasitas ou patdgenos e geralmente sdo transmitidos as espécies
nativas através de vetores que também podem ser invasores (Oguz et al., 2000; Dobson e
Crawley, 1994; Mc Callum e Dobson, 1995). No Brasil, temos o exemplo do copépode
parasita Lernaea cyprinacea introduzido junto com o peixe Cyprinus carpio (Garcia et al.,
2004).

O Limnoperna fortunei (Dunker, 1758), classificagdo taxondmica na tabela 1, € um
bivalve (mexilhdo) que possui uma coloracdo dourada distinta que o denominou
popularmente de “mexilhdo dourado”, (Figura 1). No entanto, algumas popula¢des podem
apresentar uma coloragdo mais escura.

O mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) ocorre naturalmente em agua doce no
sudeste da Asia, incluindo China, Tailandia, Coréia, Laos, Camboja, Vietnad e Indonésia
(Ricciardi, 1998). Vive em ambientes como rios, lagos e corregos sobre diferentes tipos de
superficies, fixando-se através do bisso. E encontrado em grande densidade nos
reservatorios artificiais em profundidades variando desde poucos centimetros até muitos
metros (Morton, 1977; Uryu et al.,1996). Em ambientes naturais, as maiores densidades

sdo encontradas em locais de remanso, com baixo hidrodinamismo.
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Tabela 1- Classificacao taxondmica do mexilhdo dourado, segundo Newell (1969).

Filo: Mollusca

Classe: Bivalvia

Subclasse: Pteriomorpha

Ordem: Mytiloida

Superfamilia: Mytiloidea

Familia: Mytilidae

Género: Limnoperna

Espécie: L. fortunei  (Dunker, 1856)

‘suezefe) ‘H olneS

FIGURA 1 - Limnoperna fortunei — “mexilhdo dourado”. (A - mexilhdes mantidos em laboratérios. B —
projecéo do pé, mexilhdo se locomovendo. C - mexilhdes adultos se agregando. D - mexilh&o filtrando).

O mexilhdo dourado apresenta caracteristicas similares a de outros
macroincrustantes invasores que hoje estdo presentes nos rios da América do Norte,
como Dreissena polymorpha, Dreissena bugensis e em estuarios, Mytilopsis
leucophaeata. No entanto, as diferencas na fisiologia do Limnoperna fortunei
comprometem o uso das informacdes obtidas com tais organismos de ambientes
temperados do hemisfério norte ao serem aplicadas em espécies de regides subtropicais
do hemisfério sul (Cataldo et al., 2002). Comparando o Limnoperna fortunei com as
espécies de bivalves nativos da América do Sul, ele se diferencia pela forma valvar,

anatomia interna, forma de vida (séssil), estratégia de vida (agregamento), ciclo de vida
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curto, mecanismo de dispersdo e impacto negativo nos ambientes (Darrigran e
Damborenea, 2006).

Uma espécie necessita de algumas caracteristicas para se tornar invasora. Morton
(1996) e Darrigran (1999) descrevem algumas dessas caracteristicas, que se aplicam ao
bivalve Limnoperna fortunei: Curto periodo de vida (dois — trés anos), rapido crescimento
individual, rapida maturacdo sexual, gametogénese constante com alta fecundidade
propiciando alta disponibilidade de larvas (2 a 3 picos anuais) e constante assentamento,
euridicos (coloniza diferentes habitats), euritopicos (alta tolerancia fisiologica),
comportamento de agregacdo, associacdo a alguma atividade humana (transporte
aquaviario), ampla variabilidade genética etc. No entanto, quatro caracteristicas foram
preponderantes para transformar o Limnoperna fortunei em uma espécie invasora:
amadurecimento sexual precoce, alta fecundidade, larga tolerancia ambiental, falta de
predadores e parasitas (Darrigran, 2002).

A colonizagdo de outros ambientes ocorreu através do transporte maritimo, agua
de lastro de navios. Primeiramente, para Hong Kong (Morton, 1975), Japdo (Margara et
al., 2001) e recentemente se espalhando na América do Sul, sendo encontrado na
Argentina, Uruguai, Paraguai, Bolivia e Brasil (Darrigran, 2002).

Na América do Sul, o Limnoperna fortunei foi detectado pela primeira vez em
setembro de 1991 na bacia de Bagliard no Rio da Prata, Argentina, provavelmente trazido
por navios da Coréia e Hong Kong (Pastorino et al., 1993). Estudos indicam que sua
transferéncia tenha ocorrido através de tanques de agua bruta ou agua de lastro durante
um periodo de intensa importacdo de Hong Kong e Coréia (Darrigran e Pastorino, 1995).
No Brasil, 0 mexilh&o iniciou sua invasao a partir de dois locais distintos e possivelmente
de duas formas diferentes. Uma delas pelo transporte aquaviario, incrustado nos cascos

das embarcacbes e também por agua de lastro. Os primeiros registros foram realizados
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por Oliveira e Barros (2003) no inicio de 1998 no Rio Parana — MS, e no final do mesmo
ano um inventério faunistico detectou juvenis do mexilhdo no Rio Guaiba, Porto Alegre —
RS (Mansur et al, 2003).

A dispersao do mexilhdo na América do Sul ocorreu por trafego de embarcacdes,
estimulada pela atividade comercial entre os paises do MERCOSUL, que o transportaram
ao longo das hidrovias rio acima, em regides distantes de sua area de invasao. Uma vez
estabelecido nas cabeceiras dos rios sua dispersdo hidrocérica (pelas correntezas)
ampliou sua distribuicdo ao longo de toda hidrovia. O mexilhdo possui desenvolvimento
larval que facilita sua dispersdo atraves das correntes. A dispersao também pode ocorrer
por juvenis fixados em materiais flutuantes. A gametogénese constante e intensa
producdo de larvas, com dois a trés picos reprodutivos anuais propiciam uma alta
disponibilidade de larvas e continuo assentamento (Darrigran, 1999). Atividades de pesca
esportivas também atuam possibilitando a colonizacdo em ambientes a montante das
barragens. Especula-se que aves migratdrias também possam transportar larvas e
organismos agarrados em suas patas (Darrigran, 2002), como também peixes podem ser
vetores de transporte ao eliminar, através das fezes, organismos vivos que tenham
resistido a passagem por todo o trato digestivo (Belz, 2006).

Atualmente, o Limnoperna fortunei encontra-se em praticamente toda a extensao
dos Rios Paraguai, Parana e Guaiba (figura 2). No Rio Paraguai, encontra-se até a altura
de Bela Vista do Norte, acima da confluéncia com o rio Cuiaba, no estado do Mato
Grosso. No rio Miranda, um dos tributarios do rio Paraguai, 0 mexilhdo dourado foi
registrado na regido conhecida como Passo do Lontra, no ano de 2003 (Oliveira, 2003).
No Rio Parana, foi notificada a presenca do mexilhdo na Usina de Itaipu em 2001 e em
2002, em usinas hidroelétricas a montante de Itaipu. A usina Sdo Simdo, da Companhia

Energética de Minas Gerais — CEMIG, municipio de Rosana, no Estado de Sao Paulo,
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registrou o mexilhdo em 2003. Em 2004 foi encontrado na usina hidrelétrica de Barra
Bonita no rio Tieté. Terra et al. (2007), em contato com ribeirinhos levantaram a suspeita
da ocorréncia em trés localidades visitadas na bacia do Rio Uruguai (ltaqui, Uruguaiana e
Barra do Quarai), ndo confirmado devido a cheia dos rios.

O Limnoperna fortunei € hoje uma espécie comum no estuario do Rio Guaiba e
outros corpos de agua adjacentes. Os estudos de Mansur et al. (2003) e de Terra et al.
(2007) confirmam a presenca do molusco ndo sé em todo o lago Guaiba como também
nos rios contribuintes como Rio do Sino, Rio Cai, Rio Taquari, Rio das Antas, Rio Jacui e

foz do Rio Pardo.
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Figura 2 - Histérico da disperséo e atual ocorréncia de Limnoperna fortunei pela América do Sul

onde: A - 1991 Balneério de Bagliardi — Pastorino et al., 1993; B - 1994 costa uruguaia do Rio da Prata, col6nia de
Sacramento — Scarabino & Verde, 1994; C - 1995 — Darrigran & Ezcurra de Drago, 2000; D - 1996 — Di Pérsia e
Bonetto, 1997; E - 1997 Porto de Assunc¢do Paraguai Rio Paraguai - Darrigran & Ezcurra de Drago, 2000; F - 1998 Porto
de posadas rio Parana - Darrigran & Ezcurra de Drago, 2000; G — 1998 bacia do alto rio Paraguai — Callil & Mansur,
2002; H - 1999 praia de Itapué e porto das Pombas municipio de Viamao RS — Mansur et al., 1999; | — 1998 rio Uruguai
— Ezcurra de Drago, 1998; J - 2001 usina de Itaipu — Zanella & Marenda, 2002; K — 2002 municipio de Rosana — Avelar
et al., 2004; L - 2003 usina de S&o Simao rio Paranaiba CEMIG — comunicagéo pessoal; M - 2004 usina de Barra Bonita
rio Tieté — comunicagéo pessoal; N - rio dos Sinos, rio Cai, rio Taquari, rio das Antas, rio Jacui e foz do rio Pardo - Terra

et al., 2007.
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Os prejuizos econdmicos causados pelo Limnoperna fortunei sédo oriundos da sua
colonizagédo, formacdo de aglomerados ou incrustagcdes em flutuantes, embarcacoes,
instalagcbes industriais etc, gerando também muita preocupagdo para as hidroelétricas,
devido ao desenvolvimento populacional da espécie em regides de represa e lagos
(Boltovskoy et al., 2006). Através da sua incrustacdo, o Limnoperna fortunei gera a
reducdo da passagem de agua diminuindo a velocidade e o volume, criando fluxo
turbulento e entupimento de tubulacbes e sistemas coletores de agua, oclusdo de
bombas, filtros e sistemas de refrigeracdo, como também acumulo de conchas vazias e
contaminacao da agua com organismos mortos (Darrigran & Ezcurra, 2000; Mansur et al.,
2003; Simeao et al., 2006). Além dos prejuizos as instalacdes de empresas, a incrustacao
gerada pelo Limnoperna fortunei aumenta o peso de estruturas flutuantes, aumenta os

custos de navegacao e interfere nas comunidades de organismos nativos (Figura 3).
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FIGURA 3 - Incrustagdes (“macrofouling”) geradas por adesdo do Limnoperna fortunei (A — Incrustagées em
embarcacdes aumentando a rugosidade e o peso do casco; B — Detalhe de flutuantes para embarque e desembarque
de passageiros; C — Molusco nativo, Anodontites trapesialis, recoberto por Limnoperna fortunei, causando impedimento
de alimentacgéo e respiracao).

No intuito de mitigar os danos causados com a infestacdo do mexilhdo dourado nas

instalagbes industriais, uma variedade de medidas j& foram propostas. Métodos fisicos
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(raspagem manual, jatos de agua, filtros fixos ou moveis, separacdo de particulas por
vortex, choques térmicos com injecdo de vapor, campos elétricos, luz ultravioleta,
ultrasom etc.) e quimicos (substancias dissolvidas na agua, pinturas anti-incrustantes,
ozonizacao etc.). Dentre as propostas citadas, as substancias dissolvidas na agua séo a
escolha mais utilizada e o cloro (hipoclorito de sodio) € o mais aplicado no controle da
infestacdo do L. fortunei em tubulacdes e condutores de agua (Cataldo et al., 2002), como
também para o D. polymorpha (Boelman et al., 1997), apesar dos riscos que este produto
oferece tanto na manipulacdo quanto com a formacdo de subprodutos cancerigenos
(THM - Trihalometanos) (Macedo, 2004). Os métodos fisicos, se ndo sado 0s mais
praticos, sdo no momento, um dos mais eficientes para o controle do mexilhdo sem
maiores danos ambientais.

Os tratamentos breves com cloro ndo afetam os moluscos, provavelmente pela
capacidade de detectarem o biocida na agua e fechar fortemente suas valvas, evitando o
contato (Cataldo et al., 2002). Esta caracteristica também foi verificada por Mansur et al.
(2003) notificando que, quando em condicdes ambientais desfavoraveis, o mexilhdo
dourado responde fechando suas conchas por periodos prolongados. Isto significa que
biocidas dissolvidos, podem necessitar de dosagem continua por longos periodos para
apresentar os efeitos desejados para o controle de moluscos invasores (Aldridge et al.,
2006). Quando sédo lancados como efluentes em ecossistemas abertos, estes biocidas
podem impactar outras espécies além dos organismos alvo no corpo receptor, causando
sérios danos ambientais.

Outros produtos (sais, biocidas organicos ou naturais etc.) e diferentes formas de
disponibiliza-los, como microcapsulas ou microparticulas, podem ser boas alternativas
para a gestdo deste problema. Testes com mexilhdo zebra, Dreissena polimorpha,

sugerem 0s biocidas microencapsulados como uma alternativa com menor dano
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ambiental para o controle de bivalves invasores (Elliot, 2005; Aldridge et al., 2006 e Costa,
2008).

As microcapsulas sdo pequenas particulas que contém ingredientes ativos
revestidos completamente por uma cobertura ou protecdo (Figura 4). Microcapsulas
comerciais geralmente possuem de 3 — 800 pum, onde o recheio constitui de 10 — 90% do
peso total da particula (Thies, 1996). Microcapsulas podem ter uma variedade de
estruturas. O recheio pode ser esférico ou irregular, liquido ou sélido, entre outros (Nack,
1970). Os materiais de recobrimento mais comuns sao gorduras, graxas esterases,

acucares alginatos, proteinas e lipideos (Gibbs et al., 1999).

(A) (B)

FIGURA 4 - A idéia de encapsulamento de biocida para o controle de mexilhdes. A -
representacdo de biocida encapsulado; B - fotografia de endoscopio, biocida microencpsulado
sendo transportado pelas branquias de um mexilhdo zebra vivo (créditos: Dr. Paul Elliot,
Universidade de Cambridge-UK).

O uso de particulas microencapsuladas tem o potencial de superar a reacdo do
mexilhdo de fechar as conchas, geralmente observados quando os mexilhdes estao

expostos a alguma ameacga. Considerando a capacidade de filtragdo dos mexilhdes, as
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microcépsulas possibilitam diminuir o volume de biocida utilizado, enquanto o mexilh&do
ingere uma concentragdo letal minima, evitando que grande quantidade de biocida seja
disperso no ambiente (Aldridge et al., 2006). Assim, € uma alternativa as substancias
dissolvidas que sdo amplamente utilizadas com um alto custo ambiental e baixa eficiéncia
com mexilhdes (bivalves filtradores).

E necessario destacar que o desenvolvido desta dissertacdo estava vinculado ao
Programa de Controle do Mexilhdo Dourado nas aguas Jurisdicionais Brasileiras,
financiado pelo CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico),
sobre edital do CT-Hidro (Fundo Setorial Dos Recursos Hidricos) e de interesse do

Ministério do Meio Ambiente — MMA.
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2. OBJETIVO

O presente estudo buscou avaliar, através de ensaios toxicoldgicos, o efeito biocida

de substancias dissolvidas e microencapsuladas sobre o bivalve Limnoperna fortunei.

Objetivos especificos:
1. Verificar o efeito de quatro substancias solaveis em &gua
(dicloroisocianurato de sédio, diéxido de cloro liquido, hipoclorito de soédio, cloreto
de potassio) e duas substancias microencapsuladas (amina DB45 e cloreto de
potassio) em diferentes concentracbes, na mortalidade da espécie Limnoperna

fortunei.

2. Verificar o efeito das substancias microencapsuladas em sistema de fluxo

continuo, na mortalidade da espécie Limnoperna fortunei.
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3. METODOLOGIA

3.1. DESENHO EXPERIMENTAL

A figura 5 descreve as etapas experimentais, mostrando o numero de testes,
réplicas e concentracbes estudadas com cada substancia, além do numero de
organismos e do método utilizado. Ao longo de cada uma destas etapas, as condicbes
vitais dos organismos utilizados eram verificadas.

E necessario destacar que houve diferenca no nimero de experimentos devido ao
fato das réplicas dos testes apresentarem uma resposta variavel ao ponto de exigir mais
repeticdes para a confirmacao dos resultados e uma definicdo da curva de mortalidade de
algumas substéncias, como o dioxido de cloro. Houve também uma limitacdo na
guantidade de produto disponivel, restringindo principalmente o0s testes com
microencapsulados, no sistema de fluxo. As substancias hipoclorito de sédio e cloreto de
potassio receberam um esforco de analise menor por terem sido utilizadas para orientar
possiveis comparacdes, como também em virtude de serem substancias com muitas

informacdes na literatura.
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FIGURA 5 - Desenho experimental das atividades realizadas (A - Esquema de experimento Semi-estatico; B — Mexilhdes no béquer; C —
Mexilhdes nas calhas; DICS = Dicloroisocianurato de sodio; DioxCloro = Dioxido de cloro liquido ativado; KCL = Cloreto de potassio).
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COLETA DOS ORGANISMOS

Os organismos utilizados nos experimentos foram coletados no delta do Rio Jucui
a montante do Lago Guaiba (RS) no entorno da llha das Flores (Figura 6), regido proxima
de Porto Alegre — RS. Os individuos foram retirados de estruturas flutuantes (detalhe na

figura 3-B), removidos manualmente e/ou com auxilio de espétulas.

FIGURA 6 — Area de coleta: Em destaque, o quadrado em vermelho marca a area de
coleta dos mexilhdes, Ilha das Flores (29°58°11,99” — S / 51°16’'56,16” — O), Porto Alegre
— RS (foto adaptada do google earth© - 13/05/2008).
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Os mexilhdes coletados foram transportados para o laboratério do Instituto de
Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira - IEAPM em sacolas plasticas sem agua, dado
gue em coletas prévias, foi verificado que o mexilhdo resistia melhor ao transporte sem
estar imerso na agua. Os organismos foram transportados em caixas de isopor para evitar
grandes variagbes de temperatura. O tempo entre o momento da coleta e seu
acondicionamento, em tanques de manutenc¢ao no laboratério, ndo foi superior as 12h.

Os tanques de aclimatacdo dos organismos em laboratério eram de 500 Litros
(Figura 7). A qualidade da agua (Temperatura: 24 — 26 °C; pH: 7; Oxigénio: Saturado) foi
mantida através de aeracdo constante, circulacdo de agua, filtracdo em sistema de filtro
biologico, e também com a substituicdo semanal de um terco do volume dos tanques. A
alimentagcdo dos mexilhdes no laboratorio foi a base de Saccharomyces cerevisae, e
complementada com as microalgas Ankistrodesmus sp. e Selenastrum capricornutum,
sendo fornecidas duas vezes ao dia. Os mexilhdes foram retirados dos tanques de
manutencdo e transplantados para aquarios para aclimatizacdo antes dos testes
toxicoldgicos. Os organismos foram mantidos no ambiente de realizacdo dos testes, sala
refrigerada a 25°C, de 5-7 dias antes do inicio dos testes, mantidos com alimentacdo e

aeracao dentro de aquarios de 180 litros equipados com filtro bioldgico interno e externo.
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FILTRO BIOLOGICO

FIGURA 7 — Sistema de tanques construidos para manutencdo de mexilhdes, laboratério de
cultivo de organismos do IEAPM (bomba hidraulica e submersa para circulagdo de agua combinado com
ar comprimido para oxigenacao).

3.2. SUBSTANCIAS TESTADAS

Seis substancias foram testadas neste trabalho, sendo quatro delas sollveis em
agua e duas microencapsuladas (Tabela 2). Diferentes substancias cloradas foram
utilizadas em razéo de serem as substancias atualmente mais utilizadas para a prevencao
de incrustacdes em instalacdes e neste estudo representam as substancias dissolvidas. O
cloreto de potassio, um sal reconhecidamente moluscocida, foi utilizado tanto em sua
forma dissolvida como também microencapsulado. O encapsulamento de toxinas para o
controle de mexilhdes representa um meio de acesso do tipo “cavalo de tréia”, contra a
resposta defensiva de fechamento das conchas (Costa, 2008). Os microencapsulados
utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pelo Dr. David Aldridge da
Universidade de Cambridge -UK. Os estudos de Elliot (2005) e Costa (2008) abordaram

os meétodos de desenvolvimento e aperfeicoamento dos microencapsulados para o
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controle do mexilhdo zebra (Dreissena polimorpha). Neste método, o biocida esta envolto
de um recobrimento nutritivo ou atrativo para os mexilhdes (Figura 8).

A composicdo dos microencapsulados € de 20 - 30% peso/peso dependendo do
biocida; menos de 10% peso/peso de Oleo vegetal e cera vegetal; menos de 10%
peso/peso de Esterato de magnésio, didxido de silicone mono e diglicerideo de &cidos

graxos; surfactante ndo iénico; acido palmitico (Aldridge et al., 2006).

‘suezefe) ‘H olAeS

FIGURA 8 - Microcapsulas de cloreto de potassio utilizadas neste estudo (foto de
microscopio 6tico 50x.).
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TABELA 2 - Substancias avaliadas. Forma de apresentacdo, caracteristicas e concentracdes avaliadas.

A Forma de~ Composto Substancias Caracteristicas Concentracdes utilizadas - mg.L™ (mMol/L de CI)
presentagao
O DCIS foi cedido pela empresa
. L HidroAll do Brasil Ltda, . . . . .
Ouginco OHTSSOOBUO Jprcconavan e comoun L0009 605310 009,80 021 100 059 00
granulado branco com 60% de (2,73); (5,46); (8,19); (10,91)
principio ativo.
Liquido estabilizado, necessitando
Agentes ativagao com uma solugdo acida, 0,25 (0,004); 0,75 (0,01); 1 (0,015); 1,5 (0,022); 2 (0,033);
) o ambos fornecidos pela empresa _ _ . : .
oxidante Di6xido de cloro Beraca Sabara Quimicos e 2,5 (0,037); 3 (0,044); 10 (0,15); 20 (0,30); 25 (0,37); 30
Dissolvidos (Cloros) liquido : ~ (0,45); 40 (0,59): 50 (0,74); 60 (0,89): 75 (1,11); 100 (1,48);
Ingredientes Ltda. Solugéo _ _ _
Inorgénico levemente viscosa e transparente 150 (2.22);: 200 (2,96); 250 (3,70); 300 (4,45)

numa concentracdo de 5%.

Hipoclorito de
sodio

Solucao liquida de hipoclorito de
sédio com coloracao levemente
esverdeada. Concentracao
avaliada pelo método DPD.

0,01 (0,001); 0,1 (0,006); 0,5 (0,028); 1,0 (0,056)

Controle positivo (Sal)  Cloreto de potassio

Granulado em padrao analitico.

10; 100; 200; 1000; 2000; 4000; 6000; 8000; 10000

Sal Cloreto de potassio

P6 granulado de cor branca
amarelada, composto de 30% de
ingrediente ativo.

12; 25; 125; 250; 500; 1500; 1600; 3000; 6000;
dissolvido 6000; filtrado 6000;

No Sistema de fluxo: 500; 1500; 3000; 6000

Microencapsulados

Amina gquaternaria Amina DB45

P6 granulado de cor branca
amarelada, composto de 20% de
ingrediente ativo.

12; 25; 50; 100; 125; 200; 250; 400; 500; 800; 1000;
dissolvido 500; dissolvido 800; filtrado 800

No Sistema de fluxo: 500
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3.3. ENSAIOS TOXICOLOGICOS

3.3.1. SELEQAO DOS ORGANISMOS E MONTAGEM

Os mexilhdes foram desagregados com o auxilio de um estilete, cortando-se o
bisso. Durante a triagem, os mexilh6es foram mantidos em &gua. As conchas vazias,
animais que estavam debilitados, com lentiddo de fechamento ou conchas quebradas
foram descartados. Apds desagrupados, os mexilh6es foram separados por classe de
tamanho da concha, sendo utilizado para os experimentos somente os mexilhdes que
estavam na faixa entre 1,5 cm e 2,5 cm de comprimento total da concha. Como
referéncia, uma estrutura de madeira com essas medidas foi utilizada para facilitar o

trabalho de triagem (Figura 9).

2,5cm

FIGURA 9 - Esquema da régua de selecédo dos organismos.

Apés a triagem, os organismos foram acondicionados nos recipientes dos
bioensaios (béqueres 2L) ou calhas devidamente organizadas em réplicas e mantidos por
24 horas com agua desclorada (por dois dias de repouso e aeracdo) (ver figura 5
destaque A e B).

Os critérios para escolher os organismos utilizados nos experimentos foram através
da observacdo das caracteristicas vitais, tais como, producdo de bisso, filtracdo e

locomocgé&o. Os organismos que n&o produziam bisso ou que apresentavam suas conchas
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abertas sem atividade filtrante, eram descartados, sendo mantidos somente 0s que
manifestavam suas caracteristicas vitais. Devido a esta selecdo, sempre foram
distribuidos mais de vinte organismos em cada réplica, para garantir que os vinte
organismos utilizados em cada réplica, ao iniciar a exposi¢cao ao biocida, estivessem vivos
e sobre as mesmas condicfes, evitando também, que conchas fechadas vazias fossem

selecionadas como organismos inteiros.

3.3.2. EXPOSICAO AOS BIOCIDAS

Os testes foram feitos com exposicdo semi-estatica por 48h para todas as
substancias avaliadas, com base nas Normas Brasileiras de Regulamentagcées (NBR-
12713; NBR 13373; NBR 00:01:44-003) e nos trabalhos de diferentes autores (Waller et
al., 1993; Cezar et al., 1997; Rajagopal et al., 2003).

A primeira leitura de mortalidade foi realizada com 24 h do bioensaio, juntamente
com a substituicdo das solu¢cdes do biocida. Os organismos mortos foram contados e
retirados, para que nao prejudicassem a qualidade das solucdes. A segunda leitura foi
realizada 48 h apds o inicio do teste, com substituicdo da solucéo teste por agua limpa
sem biocida.

Nos experimentos envolvendo as substancias microencapsuladas, foram utilizadas
duas concentracfes controle, uma chamada de “dissolvido”, representando o principio
ativo dissolvido apés dissolucdo das microcapsulas por 96h antes do inicio do teste, e
outra de “filtrado”, representando o remanescente do principio ativo, dez minutos apds a
dispersdo em agua, seguida de filtracdo em malha de acetato de celulose de 0,45
micrémetros. Todos o0s experimentos com os biocidas microencapsulados, excetuando 0s
com fluxo continuo, foram realizados com o provimento de aeragéo por borbulhamento no

intuito de manter as microcapsulas em suspensao.
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Uma metodologia complementar de fluxo continuo foi desenvolvida e aplicada
somente com 0s microencapsulados, utilizada para testa-los em condi¢cdes dinamicas,
mais semelhantes as encontradas nas instala¢des industriais. Foi construido um sistema
de calhas independentes feito com tubula¢gbes de PVC, abertas longitudinalmente, com
fluxo unidirecional, sem reutilizacdo da agua, simulando os dutos e condutores de agua
(Figura 10). Neste sistema, os mexilhdes permaneceram dentro das calhas, por onde
percorria a dispersdo de microencapsulados. A entrada de dgua em cada calha foi
controlada por registros independentes. O fluxo foi de 3,5 mL.s* em cada calha, o qual,
depois de ajustado, ndo apresentou variagcdes na vazao, entretanto, foi conferido duas
vezes ao longo do periodo de exposicao.

Os biocidas avaliados com o sistema de fluxo foram os microencapsulados de
amina DB45 e cloreto de potassio. Estes biocidas foram misturados em agua de
manutencao (agua de abastecimento publico mantida por 1 semana em tanques sem luz)
antes de serem administrados. Os biocidas foram dosados nas calhas (réplicas) a cada
30 minutos, tempo correspondente de vazao do volume interno das calhas. O periodo de
exposicao total foi de seis horas. Nos testes de toxicidade de fluxo continuo, foram
utilizados individuos maiores que 1 cm, devido ao uso de 100 organismos por réplica.

A funcionalidade do sistema de calhas foi avaliada através de dois testes de
filltragem de particulas com Spirulina sp. desidratada, dosagem de 500mg e 50mg
(Correspondentes a 63 mg.L* e 6,3 mg.L™), ministradas no inicio das calhas. Quatro
calhas com mexilhées em jejum de 24h e quatro calhas sem mexilhdes. Na saida de cada
calha foi coletado um volume de 5 litros de agua para a analise de clorofila-a residual, 15
minutos apos o inicio, tempo de troca do volume interno. A analise da clorofila-a residual
foi o remanescente da perda por deposicao da Spirulina sp e da remocéao realizada pela

filtracAo dos mexilhdes. Outro teste, com concentragfes de &cido tricloro isocianurico, em



34

triplicatas, verificou a possibilidade do sistema de fluxo criado permitir expor os mexilhdes

a um biocida dissolvido de maneira que fosse possivel registrar mortalidade.



FIGURA 10 - Sistema de calhas com fluxo continuo unidirecional sem o reuso da agua.
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3.3.3. PERIODO DE RECUPERACAO

O periodo de recuperacdo foi utilizado para confirmagdo da mortalidade ou
sobrevivéncia dos organismos expostos. Ao fecharem suas conchas, os mexilhdes nao
permitem que sejam percebidos os seus sinais vitais (mobilidade do p€, manto e atividade
filtradora). Desta forma, os organismos permaneciam sob observacdo durante 48 horas.
Apébs esse periodo, como premissa para a caracterizacdo, foram considerados mortos 0s
organismos com suas conchas abertas, 0 manto exposto e sem reagdo aos estimulos
(toque com um bastéo de vidro), e vivos 0s organismos com suas conchas semi-abertas,
fechando-as em resposta aos estimulos externos, com seus sifdes expostos

(caracterizando a posicao de filtracéo), produzindo bisso ou se locomovendo.

3.4. ANALISES ESTATISTICAS

Os calculos da concentracao letal estimada para 50% da populagdo — CL50 foram
determinados com os resultados obtidos nos experimentos de toxicidade de cada
substancia. Os calculos de CL50 foram realizados com o auxilio de softwares especificos,
PROBITOS 1.5 e Trimmed Spearman-Karber (TSK) 1.5, o método de probitos quando os
dados eram normais e homocedasticos (variacdes homogéneas) e pelo método de
Trimmed Sperman-Karber quando ndo apresentavam estes requisitos, ambos o0s
programas produzidos e recomendados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA, 2002). Os estudos da CL50 nos permitem avaliar a toxicidade intrinseca
do agente téxico ou da substancia quimica, avaliar a suscetibilidade da espécie como
também promove informacdes para o delineamento e selecdo dos niveis de dose para

estudos mais prolongados.
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Os resultados obtidos com as repeticbes das mesmas concentracdes de uma
mesma substancia, através de experimentos independentes, foram agrupados como
réplicas e analisados em conjunto. Desta forma, as concentracdes estudadas possuem de
3 a 9 réplicas por concentracdo. Este tipo de agrupamento dos dados também foi utilizado
nos experimentos de Harrington et al. (1997).

Foi calculada a mediana do percentual da mortalidade, quartis de 25 e 75% dos
dados, faixa de desvio para cada concentracdo, como também “outiliers” e extremos
guando fossem registrados. Estas andlises graficas foram realizadas com o auxilio do
programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., 2004). Em um mesmo grafico foram inseridas

todas as réplicas estudadas de uma mesma substancia.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados por substéncia e por categoria (dissolvido x
encapsulado). Primeiramente, serdo apresentados o0s resultados obtidos com as
substancias cloradas dissolvidas, em seguida com o0s sais que foram os controles
positivos e, finalmente, com 0s microencapsulados.

4.1. AGENTES OXIDANTES DISSOLVIDOS

4.1.1. Dicloroisocianurato de sodio - DCIS

A figura 11 mostra a curva de mortalidade dos mexilhdes expostos ao DCIS. Foram
testadas 9 concentracdes entre 1 e 2.000 mg.L™*. A CL50 estimada foi de 108,96 mg.L™.
As concentracdes de 10 mg.L™ e 100 mg.L™ apresentaram os maiores valores de desvios,
sendo que na concentracdo 100 mg.L™, esse desvio foi de 100% (ainda que as medianas
destas concentracfes permanecessem proximas a 20% de mortalidade). Nota-se que as
concentracdes inferiores a 100 mg.L™* apresentam mortalidade abaixo de 10%, enquanto

gue as concentracdes acima desta, foram letais para praticamente todos 0s organismos.

Toxicidade do DCIS com 48h exposi¢cdo/Semi-Estatico
o Mediana [] 25%-75% _]_ Faixa Desvio
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FIGURA 11 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentra¢cbes do DCIS.
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4.1.2. Dibxido de cloro liquido ativado.

A figura 12 mostra a curva de mortalidade encontrada com o dioxido de cloro
liquido ativado. Foram testadas 22 concentracdes diferentes entre 0,25 a 300 mg.L™. A
CL50 estimada foi de 13,99 mg.L™. O controle apresentou mortalidade em duas réplicas,
mas inferior a 10% (valor maximo aceito em bioensaios toxicolégicos), além disto, foram
considerados valores extremos pela andlise. As concentracdes iniciais de 0,25 até 3 mg.L
! apresentaram mortalidade abaixo de 20%. As concentracdes entre 10 até 60mg.L™
apresentaram resultados com desvios acima de 40%, excetuando a concentracdo de
25mg.L™?, onde todas as réplicas registraram 100% de mortalidade. As concentracdes
acima de 60 mg.L™ apresentaram suas medianas entre 90% e 100% de mortalidade dos

organismos expostos, com desvio maximo de 20% na concentracéo de 75mg.L™ (Figura

12).

Toxicidade de diéxido de cloro ativado 48h exposigao/Semi-Estatico
o Median [] 25%-75% _]_ Faixa Desvio x Extremes
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FIGURA 12- Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentracdes do didxido de cloro
liguido ativado.
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4.1.3. Hipoclorito de sddio

A figura 13 mostra a curva de mortalidade encontrada com hipoclorito de sodio.
Foram testadas 4 concentraces diferentes entre 0,01 e 1 mg.L™. A CL50 estimada foi de
0,516 mg.L™. O controle apresentou mortalidade em duas réplicas, mas inferior a 10%
(valor maximo aceito em bioensaios toxicol6gicos). A concentracdo de 0,01 mg.L*
apresentou um desvio de mortalidade inferior ao do controle. Nesta mesma concentragéo,
uma das réplicas estudadas se destacou, apresentando uma mortalidade de 15%, valor
que foi considerado como “outlier” pela anélise. As concentragdes 0,1 mg.L™"; 0,5 mg.L™" e
1,0 mg.L" apresentaram uma mortalidade crescente, dose dependente. Na maior
concentracdo, 1,0 mg.L™, a mediana permaneceu préxima aos 70%. No entanto, em duas

de suas réplicas a mortalidade atingiu 95% (Figura 13).

Toxicidade do hipoclorito de s6dio 48h exposi¢cdo/Semi-Estatico
o Mediana [] 25%-75% _]_ Faixa Desvio o Outliers
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FIGURA 13 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentragdes do hipoclorito de
sodio.
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4.2. CONTROLE POSITIVO (Sal Cloreto de potassio - KCI)

A figura 14 mostra a curva de mortalidade encontrada com a substancia cloreto de
potassio. Foram testadas 9 concentracées diferentes entre 10 e 10.000 mg.L™. A CL50
estimada foi de 293,38 mg.L™. As concentracdes de 1.000 e 2.000 mg.L™ apresentaram
0os maiores desvios em relacdo as concentracbes avaliadas. Particularmente, a
concentracdo de 2.000 mg.L™ que apresentou um desvio de 80%. As concentracdes

acima de 4.000 mg.L™" apresentaram 100% de mortalidade.

Toxicidade do KCI 48h exposi¢cdo/Semi-Estatico
o Mediana [] 25%-75% _|_ Faixa Desvio
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FIGURA 14 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentragbes do cloreto de
potassio — KCL.
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4.3. MICROENCAPSULADOS

Os resultados obtidos com os microencapsulados estdo descritos em fungcédo do
tipo do seu conteudo (Cloreto de potassio e Amina DB45), como também do método

utilizado para o teste (semi-estéatico e fluxo continuo).

4.3.1. Microencapsulado de cloreto de potassio — KCI

A figura 15 mostra a curva de mortalidade com o cloreto de potassio
microencapsulado. Foram testadas 11 concentracdes diferentes entre 12 e 6000 mg.L™. A
CL50 estimada foi de 270,65 mg.L™" (considerando somente KCL no produto). Nas
concentragdes estudadas, a mortalidade atingiu o valor maximo de 85% e até 100% de
letalidade em uma das réplicas. Entre 25 e 3000mg/L, a mortalidade apresentou-se de
forma dose dependente. Enquanto que, as concentracdes de 3000mg.L™ e 6000mg.L™
apresentaram as medianas em 80% e 85% de mortalidade. Os controles “dissolvido” e

“filtrado” de 6000mg.L™ apresentaram valores em torno de 80% de mortalidade.

Toxicidade de KCL Microencapsulado 48h exposi¢&o/semi-estético
o Mediana [] 25%-75% _]_ Faixa de desvio : Extremos
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FIGURA 15 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentragbes do
microencapsulados de cloreto de potassio — semi-estatico 48h.
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4.3.2. Microencapsulado de amina quaternaria DB45

A figura 16 mostra a curva de mortalidade para a amina quaterndria DB45
microencapsulada. Foram testadas 14 concentracdes diferentes entre 12 e 1000 mg.L™. A
CL50 estimada foi de 29,99 mg.L™ (considerando somente a amina DB45 no produto). A
mortalidade foi dose dependente, registrando valores de 100% de mortalidade em réplicas
das concentracées de 500 mg.L™, 800 mg.L™ e 1000 mg.L™ do produto. As concentracdes
que apresentaram as maiores diferencas entre suas réplicas foram as de 25 mg.L™, 50
mg.L™, 100 mg.L™?, 200 mg.L™ e o controle dissolvido de 500 mg.L™. Os controles
“dissolvido” e “filtrado” de 800mg.L™ apresentaram mortalidade com medianas de 70% e
80% respectivamente, sendo de 10 a 20% abaixo da concentracdo correspondente de

800mg.L™ de microencapsulado.

Toxicidade de AminaDB45 Microencapsulada 48h exposi¢cdo/Semi-estatico
o Mediana [] 25%-75% _]_ Faixa de desvio o "Outliers" x Extremos

100 o

i L]
sl 1 @
60 |
40 t+
201 T
0} -

0 25 100 200 400 800 Dissolvido 500 Filtrado 800
12 50 125 250 500 1000 Dissolvido 800

SOLON %

Concentracéo (mg.L™)

FIGURA 16 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentragbes do
microencapsulado de amina - semi-estatico 48h.
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4.3.3. SISTEMA DE FLUXO CONTINUO

Os resultados dos testes de funcionalidade do fluxo estdo na figura 17 (A, B e C)
mostrando que nas calhas sem mexilhdes ha, em torno de 30% mais clorofila-a residual
do que nas calhas com mexilhdes, indicando a capacidade dos mexilhdes de remover
particulas em suspensdo no sistema desenvolvido. Outro teste, com concentracdes de
acido tricloro isociandrico, em triplicatas, demonstrou que o sistema de fluxo criado
permitia expor os mexilhdes a um biocida dissolvido, de maneira que fosse possivel

registrar mortalidade.

TESTE DE FUNCIONALIDADE DO SISTEMA DE FLUXO

Residuo de Clorofila-aapds aplicacdo de Residuo de Clorofila-aapds aplicagao de
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Mortalidade em sistema de fluxo continuo
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Dosagens de Ac.tricloroisociantrico

FIGURA 17 - Remocao de particulas em suspensdo estimada pelo residuo de clorofila-a ap6s aplicagédo de
500 mg de Spirulina sp correspondente a 63 mg.L™* (A) e 50 mg de Spirulina correspondente a 6,3 mg.L™" e
(B); C — Teste de mortalidade utilizando agente oxidante diluido &c. tricloroisocianurico.
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A figura 18 mostra a curva de mortalidade encontrada com a substancia cloreto de
potéassio microencapsulada. Foram testadas 4 concentracdes diferentes entre 500 e 6000
mg.L™. N&o foi possivel estimar a CL50 com os resultados obtidos. O controle apresentou
mortalidade em duas réplicas, mas inferior a 10% (valor maximo aceitavel em bioensaio
toxicoldgico), ainda assim, sendo consideradas como “outlier” pela analise estatistica. A
mortalidade similar foi observada na dosagem de 500 mg.L™ com uma das réplicas
registrando 10% de mortalidade, sendo classificada como valor extremo. Nas
concentracdes de 1500 mg.L™; 3000 mg.L™ e 6000 mg.L™, a mortalidade apresentou-se

de forma dose dependente, apesar dos desvios de até 40%.

Microencapsulado DE KCI 6h exposi¢éoffluxo
o Mediana [] 25%-75% _|_ Faixa Desvio o "Outliers' 3 Extremos
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FIGURA 18 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentragbes do
microencapsulados de cloreto de potassio — fluxo 6h.
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A figura 19 mostra a mortalidade encontrada com a substancia amina quaternaria
DB45 microencapsulada no sistema de fluxo continuo. Foi testada apenas uma
concentracdo de 500 mg.L™, ndo sendo possivel estimar a CL50 com o resultado obtido.
O valor de mortalidade foi baixo, com a mediana proxima a 10% e um valor maximo de

até 40% de mortalidade (Figura 19).

Toxicidade microencapsulado de aminaDB45 6h-exposi¢&o/fluxo
o Mediana [ ] 25%-75% _]_ Faixa Desvio
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FIGURA 19 - Mortalidade do Limnoperna fortunei em diferentes concentracdes do

microencapsulados de amina — fluxo 6h.



4.4. ESTIMATIVA DA CL50

a7

As concentragOes letais (CL50) para as diferentes substancias analisadas estao

resumidas na tabela 3. Dentre as substancias cloradas avaliadas, os compostos clorados

inorganicos apresentaram os menores valores de CL50. Entre os microencapsulados, o

produto de amina DB45 apresentou a menores CL50 com 149,95 mg/L™. Os resultados

das CL50 com os microencapsulados estdo em funcdo da quantidade do produto

utilizado, tal como todas as concentracdes descritas.

TABELA 3 - Resultados de CL50 em funcao das substancias testadas.

ClI50-48h (mg.L™

Substancias Limite de 95% Método
-3 confianca +5
Organico DICS 90,86 108,96 130,68 TSK
Dioxido de
Cloros ,Clo.ro 12,43 13,99 15,74 TSK
Inorgénicos quUIdO
ativado
Hipoclorito |, ., 0,516 0658 | PROBITOS
de saodio
Contro(lseali’)osmvo KCl 197.43 293.38 435,95 TSK
CIorgto.de 697.66 902, 18 produto) | 1104 53 PROBITOS
Microencapsulado pota§5|o 270,05 (blocld®)
Amina |, 149,95@roduto) | 185 6 TSK
DB45 29,99 (biocida)

& = Desvio

(com os microencapsulados, a CL50 de biocidas, foi estimada considerando a porcentagem

correspondente de 20% para amina e 30% para KCL)
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5. DISCUSSAO

O mexilhdo dourado tornou-se um grande problema para distintos setores da
industria devido a sua fixacdo e desenvolvimento sobre os diferentes substratos. O setor
gue provavelmente sofreu o maior efeito econémico e social foi o setor hidroelétrico com
suas centrais mantidas sobre vigilia no intuito de evitar possiveis falhas no fornecimento
de energia, devido aos entupimentos e paradas para limpeza. O controle do mexilh&o
comecou a ser realizado de diferentes formas, no entanto, o uso de substancias quimicas,
principalmente o uso de cloro, tornou-se a op¢ao mais oportuna e aceita, sendo um
produto de baixo custo com uma legislacédo regulamentando sua disposicdo no ambiente.
Os métodos quimicos sao genericamente utilizados para tratamento de agua e o uso do
cloro geralmente é empregado com freqiiéncia (Macedo, 2004). Quando a escolha de uso
€ pela cloracdo, a atencdo deve ser redobrada devido a formacdo de compostos
perigosos e cancerigenos como os trihalometanos (THM), que apesar de néo terem sido
estudados neste trabalho, sdo ressaltados por diversos estudos que falam a respeito
(Meyer, 1994; Colares et al., 2002; Environmental Working Group, 2002; Macedo, 2004).
Waller et al. (1993) ao avaliarem diversos biocidas para controlar o Dreissena polimorpha
afirmaram que 0s quimicos e compostos persistentes, ou mesmo o cloro, que forma
subprodutos perigosos, sdo péssimas escolhas para aplicagcbes ambientais, jA que
guando utilizados diretamente no meio ambiente, podem causar impactos ambientais
consideraveis, tanto a praga quanto as espécies nativas. Desta forma, € imprescindivel
uma avaliacdo prévia do uso e da aplicacdo dos diversos métodos quimicos (Filippo,

2003).
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5.1. CONSIDERACOES METODOLOGICAS

A metodologia semi-estatica com 48h de exposicdo ao agente téxico forneceu
dados de mortalidade do Limnoperna fortunei com os diferentes biocidas testados,
permitindo andlise da letalidade das substancias dissolvidas e microencapsuladas. Os
métodos aplicados neste estudo sdo conhecidos e utilizados para determinar o0s
diferentes efeitos de substancias em diferentes organismos (FEEMA, 1990; USEPA,
2002). As metodologias aplicadas neste estudo foram semelhantes as utilizadas por
outros autores (Waller et al.,1993; Wildridge et al. 1998; Elliot, 2005; Costa, 2008).
Ampliando a avaliagdo, um sistema de fluxo continuo foi desenvolvido e testado com os
biocidas microencapsulados. No desenvolvimento deste sistema, foram considerados
varios aspectos que contribuiram para a precisao dos resultados, tais como, afericdo de
volumes e de vazdao, teste de funcionalidade e repeticdo dos bioensaios. Os primeiros
bioensaios realizados no sistema de fluxo continuo, com Spirulina sp. e acido
tricloroisociandrico dissolvido, verificaram a sua funcionalidade, corroborando os

resultados obtidos com os microencapsulados.

5.2. A TOXICIDADE DAS SUBSTANCIAS

5.2.1. Agentes oxidantes

O dicloroisocianurato de sodio (DCIS) apresentou um alto desvio nas
concentracdes de 10, 100 e 1.000 mg.L™?, onde a concentracdo de 100mg/L™ apresentou
100% de desvio entre as réplicas. Os valores reduzidos de mortalidade em réplicas da
concentracdo de 100 mg/L™* demonstram a alta capacidade do mexilhdo de resistir,
mesmo quando exposto a concentracbes que sdo capazes de Ihe causar morte. Esta
evidéncia também é nitida com a sobrevivéncia de até 30% em réplicas da concentracéo

de 1.000 mg.L™.
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O diéxido de cloro ativado foi a substancia que mais apresentou desvios entre as
réplicas das concentragdes utilizadas. Por isso, esta substancia exigiu mais repeticdes
dos bioensaios, no intuito de caracterizar a variabilidade de resposta e visualizar a curva
de mortalidade. Os testes com concentra¢des a partir de 10 mg.L™ apresentaram grandes
desvios, sugerindo que essas sejam concentracdes criticas para a sobrevivéncia do
mexilhdo e capazes de matar 100% dos mexilhdes expostos. Essas ocorréncias de
desvios geram incertezas na expectativa de morte dos mexilhbes, onde numa
concentracdo de 10 mg.L™, verificou-se ser capaz de matar 100% e numa concentragio
de 150 mg.L™" observa-se resultados com 25% de sobrevivéncia dos mexilhdes expostos.
Na concentracdo de 25 mg.L™, foi constatado 100% de mortalidade em todas as suas
réplicas. Possivelmente, concentracbes menores sejam suficientes para matar o
mexilhdo. Enquanto isso, as concentra¢des de 0,25 até 3 mg.L™" s&o insuficientes para
causar morte acima de 10% e né&o registram grandes desvios.

O hipoclorito € uma substancia conhecida e utilizada para a desinfeccdo em geral
(Morton et al., 1976; Meyer, 1994; Cataldo et al., 2002; Filippo, 2003; Macedo, 2004),
portanto, ndo justificaria muitos esforcos sobre esta substancia. Neste estudo, 0s
experimentos com o hipoclorito auxiliaram a comparacao dos efeitos entre as substancias
cloradas. Os resultados com o hipoclorito de sodio confirmaram sua capacidade letal
sobre o L. fortunei. Foi registrado na concentracéo de 1 mg.L™? uma mediana de 65% de
mortos. A CL50 estimada foi de 0,5 mg.L™, um quarto do valor maximo determinado pelo
Ministério da Saude (portaria 518), para agua de distribuicdo e abastecimento. Ressalta-
se gue o0 numero de experimentos utilizados com o hipoclorito neste estudo,
possivelmente, ndo foi suficiente para registrar as amplitudes de desvios de resposta que
foram encontrados com os outros clorados. No entanto, resultados encontrados por outros

autores também indicam que o mexilh&o € sensivel a baixas concentracdes de hipoclorito.
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Cataldo et al. (2002) encontraram uma CL50 = 5,5 mg.L™" e Morton et al. (1976)
controlavam a re-infestagcdo do mexilhdo dourado em instalagées de hidroelétricas com
0,5 mg.L™ de cloro ativo. Porém, inicialmente, altas concentracdes de cloro (200 mg.L™)
foram utilizadas durante varios dias, até semanas e depois doses reduzidas (1,0 mg.L™)
foram usadas para remocdo da populacdo do molusco. Portanto, como se observa
também em outros trabalhos (Doherty, 1986; Belanger et al., 1991; O Neill, 1995; Van der
Velde, 1997- citado em Cataldo, et al., 2002), os tratamentos de curto periodo de tempo
de contato com cloro ndo afetam os moluscos, provavelmente pela capacidade dos
mexilhndes em detectar o elemento toxico na agua e fechar fortemente suas valvas.
Rajagopal et al. (2003), concluiram que com uma dose constante de 1 mg.L™ de
hipoclorito por 588 a 1104 h é possivel obter 100% de mortalidade dos adultos de
Dreissena polimorpha; Mytilopsis leucophaeta; e Mytilus edulis. Cataldo et al. (2002)
também encontraram muita resisténcia para combater o mexilhdo dourado em aplicactes
industriais, com uma concentracdo de 5 mg.L™ a 15°C, sendo aplicada por mais de um
més para matar a metade dos animais expostos, obtendo contudo, uma mortalidade maior
com o0 aumento da temperatura, demonstrando que a temperatura influencia no efeito letal
do hipoclorito. Os tratamentos de longa duracdo ressaltam a possibilidade de que os
mexilhdes estdo sendo controlados por inanicdo causada pelo fechamento das conchas e
nao por acéo direta do biocida, que em baixas concentracfes ja teriam eficiéncia para a

prevencao do assentamento de larvas.

5.2.2. Controle Positivo (KCI)

Os resultados obtidos com o cloreto de potassio permitiram a comparacéao do efeito
desta substancia na forma dissolvida contra a microencapsulada. O cloreto de potassio é
um sal sabidamente moluscocida, causando um choque osmético como também

relaxamento muscular. A CL50 calculada para os resultados obtidos foi de 293,38 mg/L™,
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concentracdo que ndo estd entre as mais toxicas para o molusco, em relagdo a outros
moluscocidas. O KCI apresentou grandes desvios nas concentracdes de 100 até 2000
mg.L™?, onde é bem provavel que estas sejam concentracdes criticas para a sobrevivéncia
do molusco e, portanto, provaveis de se obter maior desvio. Fisher et al. (1991)
encontraram uma concentracao letal mediana de 138 mg.L™ em 24h de exposicdo para o
mexilh&o zebra. Waller et al. (1993), realizando estudos com diferentes biocidas com 48h
de exposi¢cédo e diferentes organismos, encontraram uma seletividade desejada com o
cloreto de potassio, porém este sal, foi toxico para o mexilhdo zebra somente em altas
concentracdes, CL50 de 150 mg.L™, um resultado duas vezes menor que o encontrado no
presente estudo (CL50= 293 mg.L™). No entanto, Wildridge et al. (1998) com 24h de
exposicdo notaram que uma dose de 1000 mg.L™* de KCI é requerida para causar
paralisia em 50% de mexilhdo zebra, enquanto que a dose de 5.500 mg.L™ é requerida

para levar a morte de 50% dos mexilhdes zebras expostos.

5.2.3. Microencapsulado

A utilizacdo dos microencapsulados baseia-se no principio da minima dosagem.
Quando o biocida direcionado ao organismo esta envolto por uma camada protetora, ele
nao necessita ser lancado em quantidades para transformar o seu entorno em uma
concentracdo letal. As microcipsulas sao lancadas no meio contendo baixas
concentracfes de principio ativo, que alcancardo valores criticos para o mexilhdo apenas
dentro do organismo, apdés serem concentradas por sua atividade filtrante, sem
necessidade de grandes dispersdes de biocida no meio aquatico. O estudo com as
substancias microencapsuladas foi organizado para fornecer a maior quantidade de
informacfBes possiveis com um numero de replicacdes confidveis. A estimativa da
concentracado letal mediana para o produto microencapsulado de KCL na metodologia

semi-estatica foi de 902 mg.L™ (considerando que 30% sdo de composto ativo, CL50 de
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KCL = 270,65 mg.L™). Utilizando microcapsulas semelhantes para matar o mexilhdo
Dreissena polimorpha, Elliot (2005) encontrou uma concentracdo letal mediana desse
composto ativo igual a 88,2 mg.L™ para experimentos estaticos de 72h. Neste caso,
demonstrando a possibilidade de uma maior eficiéncia, potencializando o efeito biocida.

Resultados com uma mortalidade maior foram obtidos com os microencapsulados
de amina DB45. Obteve-se mortalidade de até 100% com a metodologia semi-estéatica 48
horas de exposicdo e uma CL50 = 149,95 mg.L™ do produto, CL50 seis vezes menor do
gue a encontrada com os microencapsulados de KCI, com esta mesma metodologia em
relacdo ao peso dos produtos. Considerando que 20% é o biocida amina DB45 a CL50 do
biocida ficou estimada em 29,99 mg.L™*, 9 vezes menor em relacdo a quantidade de
biocida nos microencapsulados de KCIl. Em exposi¢coes de 48 horas estaticas sobre o
mexilhdo zebra, Costa (2008) ndo encontrou diferenca entre o biocida de amina DB45
encapsulado e ndo encapsulado, com resultados de concentracdo letal mediana (de
composto ativo) estimados em 30 e 28 mg.L™?, respectivamente, valor semelhante ao
encontrado com os microencapsulados de amina DB45, no presente estudo.

Com o microencapsulado de cloreto de potassio, foram realizados experimentos
com diferentes concentracdes no fluxo continuo. Os resultados obtidos possibilitaram
visualizar a tendéncia de aumento da mortalidade e sua variacdo nas concentracdes
testadas. Devido as concentracfes nestes experimentos apresentarem baixa mortalidade,
todas entre 0 e 15%, nao foi possivel realizar o célculo da concentracdo letal mediana
(CL50-6h) pelos métodos utilizados neste estudo. Em sistemas de fluxo continuo, Elliot
(2005) encontrou mortalidade do mexilhdo zebra de 81% no inicio e 53% no final do
sistema de fluxo com 4 metros de comprimento com 12h de exposicdo a 150 mg.L™ de

KCI microencapsulado.
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Os experimentos com o fluxo continuo de microencapsulados de amina DB45
apresentaram um valor de mortalidade baixo em todas as repeticdes (mediana de
mortalidade de 5%). Esta baixa mortalidade, provavelmente, esteja relacionada com a
concentracdo de particulas, ndo sendo suficiente a quantidade de biocida para causar

morte no periodo de exposicao.

5.3. CONSIDERACOES FINAIS.

Os mexilhdes possuem uma caracteristica de fechar suas conchas aumentando
sua resisténcia a exposicdo a condicbes desfavoraveis e possivelmente essa
caracteristica influenciou as amplitudes de desvios encontrados. Outros autores como
Cataldo et al. (2002), em trabalhos com o mexilhdo dourado, e Rajagopal et al. (2003),
com o mexilhdo zebra, também registram estas evidéncias. Esta resisténcia a exposicao
de substancias agressivas, como o cloro, faz com que as dosagens de biocidas sejam
realizadas continuamente sem efeito consideravel até que a resisténcia do molusco seja
superada. Isto gera um alto custo ambiental, através dos impactos, para substancias
deste tipo.

Nos experimentos com o dioxido de cloro, as conchas dos mexilh6es sofreram
oxidacdo. As concentracbes acima de 10 mg.L?, foram as concentracdes que
visivelmente causaram uma forte oxidacdo nas conchas dos mexilhées (Figura 20). Ao
manipular os mexilhdes, no momento de verificar sua mortalidade, foi possivel observar
gue a oxidacdo impedia a abertura das conchas. Ao tentar abrir uma concha de um
organismo morto, a concha se partia facilmente, porém néo abria por completo. As altas
concentragcfes de cloro, provavelmente, oxidavam a matriz organica impossibilitando o

movimento da charneira das conchas. Analisando o0s organismos sobreviventes a
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exposicdo ao dioxido de cloro, foi observado que os mexilhdes ndo possuiam
imperfeicbes nas conchas, permitindo-lhes uma otima vedacdo. No entanto, estas
observagbes nao foram quantificadas nem testadas. Este tipo de biocida é muito

agressivo ndo sO para 0s organismos como também para as instalacdes industriais.

FIGURA 20 - Organismos expostos as altas e baixas concentragées de dioxido de cloro
(seta: matriz orgénica oxidada, regides esbranquicadas proximo a charneira).

No estudo com o biocida cloreto de potassio, foram encontrados mexilh6es em um
estado letargico. Os mexilhbes permaneciam abertos com o manto desfalecido,
respondendo lentamente a estimulos externos, em alguns casos fechavam suas conchas
deixando o manto para fora (Figura 21). O efeito anestésico provocado pelo cloreto de
potassio em moluscos causa uma vulnerabilidade na defesa do mexilhdo ao evitar que

suas conchas se fechem (Elliot, 2005). Por outro lado, o mexilhdo podera sobreviver ao
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estado letargico e continuar com a sua infestacdo. Waller et al. (1993) encontraram, com
o cloreto de potassio, uma seletividade desejada, onde este biocida foi mais toxico para o
mexilhdo zebra que para outros organismos néo alvo. Contudo, foi toxico para o mexilhdo
zebra somente em altas concentracdes (CL50 = 150 mg.L™), e comentam que 0 seu uso

pode ser economicamente inviavel.

FIGURA 21 - Organismo vivo, com reacao letargica. Manto para fora da concha,

sendo lentamente retraido.

O sal cloreto de potassio (KCI) foi testado na sua forma dissolvida e também
microencapsulada. Com o KCI livre obtivemos concentracédo letal mediana de 293,38
mg.L™. Na mesma metodologia, a concentracdo letal mediana de KCI microencapsulado
foi 270,65 mg.L™?, considerando ser 30% do produto utilizado (CL50 do produto = 902,18
mg.L™), valor menor que o encontrado com o KCI livre. Apesar de este valor ser menor,
nao foi possivel afirmar que o microencapsulamento potencializou o efeito biocida do KCI
sobre o mexilhdo dourado. Pois, nas duas concentracbes utilizadas como controle do

encapsulamento, chamadas de “dissolvido” e “filtrado”, as mortalidades encontradas
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corresponderam & concentracdo analoga do material encapsulado. Poderia ser
considerado que os microencapsulados permaneciam com o seu efeito mesmo ap6s uma
semana em solugcao ou que os mexilhdes estavam sob exposi¢cdo a um biocida dissolvido.
Isto indica algum problema com o encapsulamento, ja que o esperado era que a
concentragdo “dissolvido” ndo fosse suficiente para obter o mesmo efeito das
microcdpsulas recém dosadas e que o controle “filtrado”, onde todas as microcapsulas
integras foram removidas, ndo deveria apresentar efeito algum. Esses resultados indicam
gue as microcapsulas estavam permitindo o extravasamento dos biocidas e, portanto,
provavelmente, os organismos estavam expostos a biocidas dissolvidos e nao
encapsulados. Resultado semelhante foi encontrado com algumas formulagbes de
microencapsulados avaliadas por Elliot (2005) e Costa (2008). Em seus estudos Elliot
(2005) encontrou que dentre oito diferentes microencapsulados, o de maior resisténcia,
liberava 90% das toxinas em 170 minutos, registrando que, se as particulas vazam seus
contetdos antes de serem filtrados pelos mexilhdes, podera nao existir nenhum efeito
resultante do encapsulamento, e a mortalidade ndo sera incrementada. Costa (2008), por
sua vez, encontrou uma mortalidade maior, porém nao significativa, com amina DB45
microencapsulada em relacdo a livre, utilizando uma metodologia semi-estatica de 12h
com renovacgao constante das solucdes. Provavelmente esta diferenca se deve a novas
formulacdes, principalmente nos envoltérios das microcapsulas ou mesmo devido ao
fornecimento constante de novos microencapsulados.

A capacidade de evitar o vazamento do biocida para 0 meio aquoso esta
intimamente relacionada com a capacidade de dissolucdo do Biocida. O KCI é um sal
bastante ionizavel e portanto muito solivel em agua. A amina DB45 € menos ionizavel e

possui um peso molecular maior, portanto menos soluvel, reduzindo a difusédo através das
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capsulas. Provavelmente, isto explique a menor mortalidade na concentracao “filtrado” de
amina DB45 (Figural?).

E importante destacar que nem neste estudo, nem naqueles descritos na literatura,
as metodologias de controle da infestacéo visaram o controle em ambientes abertos. Nas
areas ambientais afetadas, a possibilidade de controle com métodos fisicos e quimicos é
minima. Portanto, o uso de biocidas visa o controle dos mexilhdes principalmente em
instalaces industriais. O tempo de retencdo do biocida pela microcapsula deve ser
calculado para atuar basicamente o tempo suficiente de transito dentro das tubulagdes,
onde o desprendimento das toxinas microencapsuladas, possui dois lados; por um lado é
bom, por ndo permanecer ativo no meio ambiente, sendo diluida; por outro lado, perde a
eficiéncia ao longo do tratamento, caso o desprendimento ocorra em um curto periodo de
tempo.

No presente estudo, tal como descrito nos estudos de Elliot (2005), foi possivel
verificar a rejeicdo de algumas microcapsulas junto as pseudofezes. Estes
microencapsulados que eram rejeitados pelo mexilhdo, provavelmente pelo tamanho das
particulas, depositavam-se junto com o muco das pseudofezes do mexilhdo. Apesar de
haver esta deposicdo, o provimento de aeracdo atuava re-suspendendo as particulas
depositadas.

A maioria dos tratamentos quimicos, com substancias dissolvidas, protege de
incrustacdes todo o sistema de tubulacbes de agua das instalaces, desde a entrada até
a saida. No entanto, o custo econémico das dosagens continuas e a contaminacdo do
ambiente por estas substancias, sdo desvantagens que obrigam o uso de medidas
mitigadoras, estabelecidas pelas regulamentacbes ambientais vigentes. O uso de
guimicos ndo deve ser exclusivamente a Unica solucdo para o controle do mexilhdo

dourado, mas uma sele¢cdo de substancias que possuam efeito potencialmente biocida
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para os mexilhdes através do modo de acdo e aplicacdo, portanto, significando uma
reducdo na contaminacdo dos ambientes de descargas e minimizando o perigo sobre as
espécies ndo-alvo.

Os microencapsulados possuem o potencial de oferecer uma alternativa viavel ao
uso da cloragcdo para o controle de pragas filtradoras como os mexilhbes, com as
vantagens de que oferecem tratamentos com dosagens Unicas, sem a necessidade de
dosagens continuas, e sem o0 uso de solu¢gdes com ingredientes téxicos superando 0s
problemas de poluicdo ambiental (Aldridge et al., 2006). O uso dessas substancias para o
controle de pragas, como o mexilhdo dourado e mexilhdo zebra, desponta como uma
esperancosa alternativa, onde através deste método e utilizando a habilidade de filtracédo
e de remocao das particulas do meio liquido que os moluscos possuem. Ao considerar
gue diferentes espécies de moluscos filtram diferentes tamanhos de particulas, a selecéo
do tamanho das microcapsulas pode ser de acordo com a espécie. Além disto, pode-se
levar qualquer substancia até o mexilhdo, em concentracdes dosadas e especificas,
reduzindo drasticamente a concentracdo de biocidas, comparado com as dosagens

diretas na agua.
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6. CONCLUSOES

v

As substéancias cloradas utilizadas neste estudo sao conhecidamente fortes
oxidantes, muito variaveis no efeito de mortalidade que causam nos
mexilhdes, chegando a desvios de 100%. Sendo assim, ndo sao as
melhores alternativas de combate controlado do mexilhdo dourado. Além
disso apresentam dano ambiental por formacdo de compostos cancerigenos
e por ndo serem seletivos.

Apesar de ter registrado uma CL50 para KCI microencapsulado menor que
KCI dissolvido, nédo foi possivel afirmar que o encapsulamento potencializou
o efeito biocida do KCI sobre o mexilhdo dourado.

Os microencapsulados sdo capazes de matar o mexilhdo, apresentando
desvios menores que as substancias cloradas utilizadas, apesar de ser
necessario concentracdes maiores.

A metodologia de fluxo continuo desenvolvida € uma ferramenta que pode
fornecer informacbes U(teis sobre a acdo dos biocidas em sistemas
dindmicos nas hidroelétricas ou estacfes de tratamento de agua, devido a
maior semelhanca com as condi¢cdes reais de sua utilizacdo. Os estudos
com o sistema de fluxo continuo devem ser repetidos, como também
testados agentes téxicos dissolvidos possibilitando uma melhor analise para
o controle do mexilh&o.

A forma microencapsulada desponta como uma alternativa de fornecer

biocidas para o controle de mexilhdes.
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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

