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RESUMO

Ametrina € um herbicida muito utilizado para combate de ervas daninhas em
producao de cana- de agucar, milho, café, entre outros, persistente e toxico, capaz
de atingir lengdis freaticos e ser carreado até os rios. Capaz de inibir fotossintese,
podendo prejudicar o desenvolvimento de algas. O objetivo do estudo foi analisar um
ecossistema aquatico contaminado com herbicida ametrina. Para tanto, foram
coletados agua e sedimento do Ribeirdo Claro (afluente do Rio Corumbatai) na
Estacdo de Tratamento 1 (ETA 1) do DAAE da cidade de Rio Claro- SP para
Preparar 8 colunas de Winogradsky, para monitoramento de algas. Os ensaios
continham quatro volumes do herbicida, na concentragéo 3,75 g.L™ ' (0 uL, 100 pL,
250 uL e 500 pyL de ametrina), em duplicata (ensaios A e B). As algas foram
identificadas por microscopia de luz, as células de algas contadas semanalmente,
através da cédmara de Neubauer. Para fitotoxicidade, utilizou-se 20 sementes de
Lactuca sativalplaca, contendo papel de filtro esterilizado e umedecido com 3 mL de
agua proveniente das colunas, as placas foram incubadas por 120 horas a 20°C, foi
medido o crescimento radicular das sementes. Foram feitas leituras de
condutividades e pHs de aliquotas semanais das colunas. A biomassa algal foi
quantificada pela determinacdo de clorofila a, por espectrofotometria. Houve
alteracdo nas espécies encontradas nas colunas com diferentes volumes de
ametrina, além de diminuicdo do numero de células de algas, alteracbes no pH e
condutividade, além de apresentar fitotoxicidade para sementes de alface e
diminuicdo da biomassa. O herbicida ametrina apresenta toxicidade para as

microalgas.

Palavras-chave: Ametrina, microalgas, coluna de Winogradsky.



ABSTRACT

Ametryne is a herbicide widely used for combating weeds in production of sugar
cane, corn, coffee , among others , persistent, toxic, capable of reaching groundwater
and be carried into the rivers. Capable of inhibiting photosynthesis, which may disturb
the growth of algae. The objective of the study was to analyze an aquatic ecosystem
contaminated with herbicide ametryne. Therefore, were collected water and sediment
of Ribeirdo Claro (tributary of the Rio Corumbatai) in Treatment Plant 1 ( ETA 1)
DAAE the city of Rio Claro- SP to prepare 8 Winogradsky columns for monitoring
algae. The tests contained four volumes of the herbicide, at concentrations 3.75 g.L
(0O uL, 100 uL, 250 uL , and 500 uL of ametryne) in duplicate (trials A and B) .The
algae were identified by light microscopy , the cells of algae counted weekly by
Neubauer chamber. For phytotoxicity was used 20 seeds of Lactucal plate containing
sterile and moistened paper filter with 3 mL of water from the column , the plates
were incubated for 120 hours at 20° C was measured root growth of the seeds.
Conductivity anh pHs readings were taken after weekly of the columns. The algal
biomass was quantified by determining the chlorophyll a by spectrophotometer.
There was alteration in the species found in columns with different volumes of
ametryne, besides decrease in the number of algae cells, changes in pH and
conductivity, besides presenting phytotoxicity to seeds of lettuce and reduced

biomass. The herbicidal toxicity presents ametryne microalgae.

Key words: Ametryne, microalgae, Winogradsky.
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1 INTRODUGAO

1.1 Agricultura

O homem aprendeu sobre a natureza e aprimora seus conhecimentos sobre
ela cada vez mais, do mesmo modo, o uso dos recursos naturais, pelo ser humano,
também aumenta. A agricultura é o meio através do qual o ser humano garante sua
sobrevivéncia. Porém, a agricultura tem se modificado cada vez mais, através de
novas tecnologias que orientam a agricultura a uma enorme produtividade (SILVA et
al., 2005).

As transformagbes advém do grande incentivo em se utilizar insumos
agricolas e maquinarios para produgao agropecuaria, aumentando e enriquecendo o
setor agroindustrial (MENASCHE, MARQUES & ZANETTI, 2008). Essa produgéo
comercial que se utiliza de inovagdes tecnolégicas vem ao encontro com a
necessidade de alimentar milhdes de pessoas que constituem a populagdo mundial
(SILVA, et al., 2005).

Ao longo dos anos, a necessidade de produtividade fez com que a mao de
obra do agricultor fosse substituida por maquinas, ja que as mesmas garantem mais
produtos em menos tempo. Quando o homem comecou a cultivar e descobrir novas
técnicas agricolas que garantiam a produtividade, se iniciou a “Revolugao Agricola”
(GONCALVES, 1998 apud OLIVEIRA & THOMAZ JUNIOR, 2002), a partir dai
ecossistemas, antes muito complexos em interacdes, em seu estado natural, se
tornam simples e perdem as suas inumeras interacdes, tendo perda de diversidade,
isso € comum, principalmente quando se fala de agricultura em larga escala
(OLIVEIRA & THOMAZ JUNIOR, 2002).

Com a Revolugdo Industrial, no século XX, ocorreu o que se chama
Revolugao Verde. Tal revolugado, no Brasil, foi marcada pelo cultivo agricola mais
rentavel, o que facilitou a consolidagao da monocultura no pais (SILVA & MARTINS,
2010).

O homem passa utilizar- se da monocultura, que consiste na presenca de
uma unica cultura em campo. Entende-se que essa pratica agricola, independente

da espécie cultivada, ndo é sustentavel, pensando a médio e longo prazo. Pois, a



monocultura gera um desequilibrio nas condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas do
solo, o que pode levar at¢é mesmo a uma perda de produtividade. Esses
desequilibrios que ocorrem, sdo agravados com o mal preparo do solo antes de
receber o cultivo, com o uso abusivo e inadequado de equipamentos que aumentam
a agressao do solo, levando a desagregagao, compactagdo e erosdo, além de
diminuir matéria organica e os nutrientes, o que leva a ocorréncia de doengas na
agricultura (ZANLORENSI, 2008).

A pouca competicdo, que a monocultura traz, acaba por favorecer a
reproducdo de predadores e de plantas de maneira desenfreada. Esses predadores
podem se tornar superpopulagdes e passam a serem chamados de pragas, pelo
setor agricola (ANDRADE, 1995).

Como os agricultores que utilizam a monocultura como pratica, acabam se
deparando com problemas de esgotamento de solo e aparecimento de pragas, os
mesmos passam a se beneficiar do desenvolvimento da quimica a partir do século
XVI e novas técnicas de agricultura. A quimica agricola se torna importante para a
resolucao desses problemas (SILVA & MARTINS, 2010).

1.2 Agroquimicos

A adogao de agroquimicos se da como reposta aos problemas que ocorrem
pela substituicdo de uma vegetagdo natural por monoculturas (SILVA & MARTINS,
2010).

Para combater essas pragas agricolas, na Segunda Guerra Mundial, surgem
os agrotoxicos atuais. Sdo conhecidos, trés tipos principais de agrotoxicos, sao eles:
inseticidas (controle de insetos), fungicidas (controle de fungos) e herbicidas
(controle de ervas daninhas), embora existam outros inumeros tipos (ANDRADE,
1995).

Agroquimicos sao definidos pelo Decreto n® 4.074, de 04 de janeiro de 2002,

que regulamenta a Lei 7.802/1989, em seu artigo 1°, inciso IV, como sendo:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados
ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
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industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos,
bem como as substancias de produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Os agrotéxicos sdo empregados para preservar a cultura, protegendo- a de
seres vivos considerados nocivos para a mesma. Porém, muitos sao os problemas
gerados pelo uso excessivo desses produtos. Os agrotdxicos podem apresentar
riscos, tanto para os ecossistemas, quanto para a saude humana. Atualmente, esses
produtos tém sido altamente comercializados, e aplicados. A quantidade
comercializada tem subido muito nos ultimos anos devido ao agravamento das
condi¢des do solo (SILVA & MARTINS, 2010).

1.3 Ametrina

Ametrina (Figura 01) € um herbicida que pertence ao grupo quimico das
triazinas. Cuja formula molecular é€ CgH7NsS (2-etilamina-4-isopropilamina-6-
metiltio-s-2,4,6-trazina). O grupo triazina compreende o maior numero de herbicidas,
representam cerca de 30% da produgado mundial (CABRAL et al., 2003).

Triazinas possuem um anel heterociclico com 6 atomos, onde carbonos e
nitrogénios sao simétricos e 0 0s grupos substituintes nas posicdes 2, 4 e 6 sdo o
que diferenciam entre as formulas vendidas. Sao utilizados nos controles pré e pos-
emergentes no combate a ervas daninhas (CABRAL et al., 2003).

A ametrina € um herbicida seletivo, utilizado para controle de ervas daninhas
na producdo de cana de acucar, milho, café, abacaxi, citrus, banana, entre outros. E
um produto altamente téxico, capaz de inibir a fotossintese dessas plantas
(CABRAL, et al., 2003). Por conta da ampla atuacdo da ametrina em diferentes
espécies de ervas daninhas, € um dos herbicidas mais utilizados. A degradacao do
herbicida se da por micro-organismos e pelo processo de fotélise (ANDRADE, 2008),
embora as propriedades fisicas e quimicas da molécula do herbicida conferem-lhe
uma grande resisténcia (COSTA, MONTEIRO & TORNISIELO, 2000).

A molécula possui certa estabilidade e uma meia vida de 20 a 100 dias.
Também possui alta mobilidade e resisténcia em agua e no solo (CABRAL, et al.,
2003). Sendo que para o solo, conhecidamente, apresenta uma resisténcia de até 6
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meses (PRATA et al., 2001), especialmente em solos com grande teor de argila e de
matéria organica. No caso do Brasil, a persisténcia nos solos é entendida como alta
ou média, dependendo do tipo de solo e da adicdo de substrato organico (COSTA,
MONTEIRO & TORNISIELO, 2000). Metabdlitos da molécula do herbicida podem
ser encontrados em agua subterraneas, mesmo longos periodos apds sua aplicagéo
no solo (CABRAL et al., 2003).

Sabidamente, esse produto pode causar prejuizos ao meio ambiente,
contaminando o solo e corpos d’agua. Por ser muito persistente, encontram-se
residuos da ametrina por um longo periodo de tempo em aguas subterraneas
(IGNJATOVIC et al., 1993 apud CABRAL et al., 2003).

Figura 01: Férmula molecular do herbicida ametrina

sm-la

O
Csz— )\N/kﬂ C(CHg)2

Fonte: CABRAL et al., 2003.

1.4 Contaminagao aquatica por herbicida

Quando ocorre a adicdo de uma ou mais substancias estranhas para o
sistema, como é o caso da adicao de ametrina no solo e/ou ecossistemas aquaticos,
essas substancias sdo chamadas de xenobidticos. Os xenobidticos sao fontes
poluidoras, capazes de prejudicar a saude de ecossistemas.

Segundo Norris & Thoms (1999), ecossistemas aquaticos de um modo geral,
para serem considerados saudaveis, tem que se analisar uma série de fatores
quimicos e fisicos e a presenca e auséncia de atividades industriais no entorno e
etc. A gravidade da poluicdo dependem também da habilidade que o sistema tem de
se regenerar (CALLISTO; GOULART & MORETTI, 2001). Muito estudos estao
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sendo feitos para analisar a saude dos ecossistemas aquaticos, pdés adicido de
xenobidticos.

Muitos xenobidticos podem alterar propriedades fisicas e quimicas de um
ecossistema, bem como alterar direta ou indiretamente a biota aquatica. Para poder
observar essas mudancas sdo medidos fatores como: condutividade, pH, testes de
toxicidade, identificacdo e quantificacao de organismos, considerados bioindicadores
e etc. (ARMAS et al., 2007).

Ecossistemas tém sido alvos de poluicdo por aditivos agricolas, que sao
utilizados o solo, como fertilizantes e agroquimicos. Os herbicidas que sao utilizados
no solo, de um modo geral, tem grande risco de se direcionarem aos lencois
freaticos, isso tende a ocorrer devido ao fluxo superficial. Dependendo das
caracteristicas do solo, como a porosidade, por exemplo, a infiltracdo pode ocorrer
com maior ou menor facilidade. Além disso, com uma maior aplicacdo do produto
em épocas de ocorréncia de chuvas, essa probabilidade de contaminagao tende a
ser maior (ARMAS et al., 2007).

1.5 Coluna de Winogradsky

Uma técnica muito utilizada em estudos de poluigdo aquatica € a coluna de
Winogradsky (Figura 02). A coluna de Winogradsky foi criada pelo microbiologista
Sergei Winogradsky, em 1880. A coluna tem capacidade de imitar um ambiente
aquatico (GAMAZO; LOPEZ-GONI & DIAZ, 2005). Esse microcosmo permite
observar o crescimento e a fungéo de diferentes grupos de micro-organismos. Nessa
coluna séo colocadas amostras de solo e de agua do ambiente ao qual se pretende
analisar. A coluna é exposta a luz solar ou mesmo a luz artificial. De acordo com as
condicbes ambientais surgem estratificacbes desses grupos de micro-organismos
(GOMES & OSORIO, 2011).

Sendo assim, a coluna de Winogradsky é um excelente meio de se monitorar
o desenvolvimento de um ecossistema aquatico e uma técnica que pode ser

utilizada amplamente para estudos ambientais, como os de contaminagao aquatica.
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Figura 02: Coluna de Winogradsky.
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1.6 Microalgas

Algas (Figura 03) sdo organismos de caracteristicas muito heterogéneas,
podendo ser macroscopicas ou microscépicas, em sua forma microscopica sao
chamadas de microalgas (RAVEN, EVERT & EICHHORN, 2001). Como é um grupo
muito heterogéneo, as algas estdo presentes em trés reinos conhecidos, sendo eles:
Plantae, Metazoa e Bacteria (BICUDO & MENEZES, 2004, p.1).
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Figura 03: Microalgas vistas sobre microscopia de luz.

Fonte: do autor.

Microalgas sédo geralmente unicelulares, e em alguns casos formam colénias.
Sao organismos autotroéficos, produtores primarios, responsaveis pela producao de
oxigénio em ecossistemas aquaticos, marinhos e de agua doce (RAVEN, EVERT &
EICHHORN, 2001), como s&do muito abundantes em diferentes regides, sao
responsaveis por fixar a maior parte do carbono do planeta e geram, através da
fotossintese, a maior parte do oxigénio da atmosfera (FRANKLIN et al., 2000). Além
de servirem como alimento para demais organismos aquaticos, sabe-se que um
déficit no crescimento das algas seria capaz de causar um grande desequilibrio
ecolégico (FALKOWSKI & RAVEN, 1997).

O crescimento de populagbes de microalgas € resultado da interagao entre
fatores bioldgicos, quimicos e fisicos do meio (FALKOWSKI & RAVEN,1997).
Biologicamente, o crescimento das mesmas ocorre de acordo com as taxas

metabdlicas das espécies encontradas e até mesmo pode sofrer influencias de
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outros organismos. Em relagdo aos fatores fisicos e quimicos, estes estdo
relacionados as condigbes ambientais de luminosidade, temperatura, salinidade e
disponibilidade de nutrientes (GUILLARD, 1975; RICHMOND, 2004).

Sendo assim, microalgas sdo organismos muito importantes para estudos de
toxicidade aquatica, tendo um importante papel como bioindicadoras de
contaminagdo. Pois, alteragbes quantitativas e qualitativas na comunidade de
microalgas sao intimamente relacionadas as alteragbes na qualidade da agua
(LIMBERGER, 2011). Quando as algas sédo expostas a qualquer efeito adverso,
esse efeito se refletirda em organismos de niveis troficos superiores, isso afeta
diretamente a qualidade desses ambientes aquaticos. Ha uma relagdo entre menor
diversidade de algas e microalgas e aumento da poluigdo, assim como € conhecida
a capacidade de algumas algas em retirar elementos quimicos do ambiente na qual
se inserem, sendo importante ferramenta na recuperacdo de ecossistemas
degradados (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004). Desse modo, microalgas se tornam

um grupo importante no estudo da contaminagéo aquatica pelo herbicida ametrina.

1.7 Biorremediagao

Alguns organismos possuem metabolismos com capacidade de agir como
agentes modificadores e decompositores de agentes contaminantes presentes no
ambiente. Esses agentes bioldgicos, que contem essa capacidade, sdo usados no
processo de biorremediagdo. A biorremediacao possui estratégias distintas para
descontaminacao de ambientes, uma delas esta relacionada a utilizagao de agentes
que sao naturais do ambiente em que a técnica sera utilizada (agentes autéctones),
sem adicdes externas, esse processo se chama biorremediacdo natural, passiveis
em ecossistemas aquaticos ou mesmo terrestres. Outra abordagem conta com o
auxilio de agentes estimulantes, como adicdo de nutrientes para estimular o
aumento dos agentes bioldgicos responsaveis pela biorremediagéo, essa estratégia
€ chamada bioestimulacédo. Outra estratégia € o bioaumento, com a inoculagédo de
micro-organismos. O produto final do processo de biorremediacéo € o gas carbdnico
€ a agua, isso significa que o processo de remediacao foi total, atingindo o objetivo
de descontaminacado (MARIANO, 2006).
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Biorremediacao pode ser feita in situ ou ex situ. Quando a técnica é aplicada no
proprio local onde houve contaminagcdo, é denominado in situ, contrariamente,
quando se opta pela biorremediacéo ex itu, a remediagdo n&do ocorre no local de
contaminagdo, desse modo, se torna mais facil, controlar algumas variaveis
ambientais, que podem alterar o processo de biorremediagcdo (PIMENTA, 2012).

Muitos organismos podem ser utilizados para o processo de biorremediacéo,
podendo esse processo ser realizado por bactérias, fungos, plantas, etc. Algas sao
amplamente utilizadas nesse processo, principalmente quando se trata de
contaminagao aquatica. Para tanto, a ficorremediagcdo é uma técnica de baixo custo
e de facil aplicagdo para esse ambiente contaminado, ja que se utiliza, na maioria
das vezes das algas ja existentes no local. Na ficorremediagdo, macroalgas e
microalgas sao utilizadas para transformar compostos nocivos ao ambiente, em

compostos menos ou nada nocivos (PIMENTA, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente projeto tem como objetivo geral a utilizagdo da coluna de
Winogradsky para a identificacdo das algas e a determinagdo de biomassa por
clorofila a, para a analise da toxicidade de um ecossistema aquatico contaminado

com herbicida ametrina.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:
I. Avaliar a evolugédo da coluna de Winogradsky contendo agua contaminada com
herbicida ametrina;
Il. Realizar a identificagdo e a contagem das microalgas em diferentes alturas na
coluna de Winogradsky, através de microscopia de luz;
lll. Realizar a determinac¢ao de biomassa por clorofila a;
[ll. Avaliar a condutividade e o pH na coluna;
IV. Verificar a ecotoxicidade do herbicida ametrina na coluna de Winogradsky

utilizando sementes de Lactuca sativa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta

A coleta de sedimento e agua foi realizada no Ribeirdo Claro (afluente do Rio
Corumbatai) na Estagdo de Tratamento 1 (ETA 1) do DAAE da cidade de Rio Claro-
SP. Cujas coordenadas geograficas sdo: -22.409811 (S) -47.540542 (W) (Figura 04).
A agua do ribeirdo é considerada como de boa qualidade, atendendo aos requisitos

de um ambiente saudavel, o que € importante para a veracidade do experimento.

Figura 04: Ribeirdo Claro (afluente do Rio Corumbatai) na Estagéo de Tratamento 1 (ETA 1) do
DAAE da cidade de Rio Claro- SP.

s e G
ST e

Fonte: do autor.

3.2 Coluna de Winogradsky

Foram realizados testes com a coluna de Winogradsky, baseado na
metodologia de LOSS et al. (2003). No qual, para cada coluna foram utilizadas
100,000 g de sedimento do Ribeirdo Claro, 4,500 g de NayS0Oq4, 0,200 g de Na,COs,
0,200 g de Ky;HPO4, 0,500 g (NH4)SO4, 0,500 g de fonte de carbono (filtro de papel
desfiado) pesados com uma balanga semi-analitica BL220H e 1000 mL de agua
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também do Ribeirdo Claro. Para cada coluna foi adicionado uma quantidade
especifica do herbicida ametrina, na concentragdo de 3,75 g L-1 (a concentrag&o foi
escolhida de acordo com as aplicagbes em campo). Foram montadas 8 colunas de
Winogradsky para cada ensaio, foram dois ensaios, no total, com quatro quantidades
de ametrina (0 ul, 100 pL, 250 pyL e 500 yL de ametrina), em duplicata (ensaios A e
B). Esse teste foi realizado com a finalidade de acompanhar o desenvolvimento do
ambiente com adicdo de ametrina, nesse experimento as colunas receberam os
seguintes tratamentos representados na Tabela 1. O primeiro ensaio foi realizado no
periodo de janeiro a abril, enquanto que o segundo ensaio foi realizado de maio a

julho.

Tabela 1- Volumes do herbicida ametrina, na concentragéo 3,75 g L para cada tratamento da
coluna de Winogradsky para os dois ensaios.

TRATAMENTO VOLUME DE AMETRINA (pL)
Controle A (CA) 0
Controle B (CB) 0

Tratamento 1A (1A) 100

Tratamento 1B (1B) 100

Tratamento 2A (2A) 250

Tratamento 2B (2B) 250

Tratamento 3A (3A) 500

Tratamento 3B (3B) 500

Fonte: do autor

A partir dessas quantidades foram realizados testes com as colunas de
Winogradsky, sendo eles a identificacdo das espécies de microalgas, a contagem do
numero de células de microalgas, foram medidos os valores de condutividade e pH
nas colunas, os ensaios de fitotoxicidade com sementes de L. sativa e a

determinacao da clorofila a.
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3.3 Identificagdao de microalgas

Semanalmente, foi realizada a identificacdo das espécies de algas existentes
na coluna de Winogradsky. Essa identificacdo foi feita com o auxilio de um
microscopio de luz Olympus CX41 e do guia de identificagdo de algas “Géneros de
Algas de Aguas Continentais do Brasi’ (BICUDO & MENEZES, 2004). Cuja
finalidade do teste foi analisar a evolugdo das espécies de algas na coluna, assim
pode-se observar alteragdes ocasionadas pelo herbicida ametrina.

Foi quantificada a frequéncia de algumas algas mais encontradas nas colunas
de Winogradsky, essa frequéncia é dada pela quantidade de vezes que a espécie de

alga é avistada na coluna, em todas as leituras.

3.4 Contagem de células de microalgas

A contagem de células de algas presentes na coluna de Winogradsky foi feita
com o auxilio da camara de Neubauer Knittel glaser e de um microscépio de luz
Olympus CX41. Essa contagem serve como uma estimativa sobre o numero de
células de microalgas total existentes no meio analisado, sendo demonstrado por:
n° de células/ mL. Essa quantificacdo demonstra se o herbicida ametrina tem
capacidade para reduzir o numero de células de microalgas.

A quantidade de células de microalgas encontradas na coluna de
Winogradsky, € estimada pelo seguinte calculo, demonstrado na equagédo 1, a

seqguir.

n? total de células

n? de células f/mL = ¥ fator de diluicio > 10.000 (1)

n? de quadrantes contados
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3.5 Condutividade e pH

A condutividade expressa a capacidade da agua em conduzir corrente
elétrica. Essa capacidade € dependente da temperatura e dos ions presentes na
agua. O valor mostra a quantidade de sais existentes na coluna d’agua. Esse valor
representa a mudanga de composi¢cao da agua, bem como, a concentragdo mineral.
A condutividade esta muito relacionada com as caracteristicas geoquimicas da bacia
de drenagem e com caracteristicas climaticas (ARAUJO, COSTA & CHELLAPPA,
2000). Quanto maior for a quantidade de ions dissolvidos na agua, maior sera o
valor da condutividade, expressa em mS cm™. Sendo assim, pode ser usada como
medida indireta para indicar poluentes (LAUERMANN, 2007). Essa medida foi feita
com o auxilio de um condutivimetro Tecnopon CA150.

O pH é uma das variaveis ambientais mais importantes. O pH pode ser visto
como um fator limitante para organismos, mas também & modificado por organismos
através do metabolismo dos mesmos. Sendo uma resposta as alteracdes quimicas e
biolégicas do meio. O pH expressa a atividade do ion hidrogénio (WAGNER
JUNIOR, 2007), determinando se o ambiente apresenta maior acidez ou um carater
mais basico. Para medida de pH foi utilizado o auxilio de um pHmetro da Denver

Instrument UB-5.

3.6 Ensaios de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa

Os ensaios de toxicidade com sementes de L. sativa sdo ensaios de
toxicidade aguda, pois se trata de um ensaio feito com exposig¢ao direta por 120h,
tendo assim uma prova estatistica dessa toxicidade. A partir desse teste, podemos
avaliar efeitos fitotoxicos de uma substancia ou uma mistura de varias substancias
durante a germinacao de sementes, ja que no periodo de germinagao e no inicio do
desenvolvimento da planta, os processos fisiolégicos envolvidos sao muito
numerosos, entdo, a sensibilidade da planta nesse periodo é alta. Quando a
semente entra em contato com condicdes externas adversas € possivel detectar
substancias toxicas, mesmo em baixa concentragdo. O ensaio de toxicidade com

semente de alface é importante para detectar toxicidades de compostos puros ou



22

ndo em aguas superficiais, subterraneas, de consumo humano e aguas residuais,
domesticas ou industriais. Esse teste de toxicidade traz dados de efeitos de
contaminantes em vegetais que se desenvolvem proximo a margem de corpos
d’agua. Além que L. sativa, é uma espécie importante para a horticultura, sendo
também uma espécie de rapido crescimento, gerando dados em poucos dias
(CASTILLO, 2004).

Foram realizados ensaios de fitoxicidade com a semente L. satfiva (alface),
com a fracao liquida das colunas de Winogradsky, a fim de avaliar a germinagao e o
elongamento da raiz, baseando-se na metodologia de CASTILLO (2004). Os
experimentos foram realizados em triplicata e constituidos de controle positivo com o
sulfato de zinco (ZnSO4) como substancia toxica de referéncia e o controle negativo
utilizando-se agua desionizada. Foram utilizadas 3 placas com papel filtro para cada
tratamento e controles. Para cada placa foram utilizadas 20 sementes de L. sativa,
sem aditivos, e foram adicionados 3 mL de cada amostra da coluna de Winogradsky.
Feito isso, as placas foram incubadas por 120 horas a 20°C.

Para a quantificagdo da inibicado radicular das sementes de L. sativa, foi

utilizada a seguinte equagao:

MA)-MTX)] (2)

% de IR = M)

Onde % de IR corresponde a porcentagem de inibicdo de crescimento
radicular, M(A) € a média do comprimento das raizes do controle (A), M(TX) é a
média do comprimento das raizes dos tratamentos X, onde X pode ser C, T1, T2 ou
T3.

3.7 Determinagao de clorofila a

Clorofila € um pigmento importante para a realizagao de fungdes metabdlicas em
plantas, algas e algumas bactérias, fungdes como captura de luz solar, producao de
oxigénio e acgucares, pela fotossintese. Dentre as clorofilas, estda a clorofila a,

normalmente é utilizada como indicadora da biomassa do fitoplancton, considerada
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a mais recorrente, indicando o crescimento de algas e cianobactérias em razdo do
enriquecimento por nutrientes (MAESTRIN et al., 2009).

Para a realizagdo desse experimento, foram filtradas 10 mL das amostras da
coluna de Winogradsky, em filtro Whatman GF/F, 47 mm diametro e 0,6 um de
tamanho de poro. O filtro foi dobrado e guardado em vidro ambar envolto com papel
aluminio para evitar luminosidade, que possa degradar a amostra. Foram
adicionados 10 mL de etanol 90% no vidro ambar contendo o filtro. O etanol 90% foi
preparado adicionando-se 5 mL de agua desionizada em 90 mL de etanol 95%. O
vidro ambar com o filtro foi colocado por 5 min em banho maria quando a agua
atingiu a temperatura de 78° C. Apos o banho maria, o vidro ambar foi colocado em
gelo por 5 min. O vidro &mbar foi deixado em geladeira por 24 horas. Apos as 24
horas, foram feitas as leituras da extracdo em etanol em espectrofotdbmetro UV-
visivel Hach Odissey 2500 no comprimento de onda 665 nm e 750 nm. Apds a
leitura, foi adicionado 1 gota de HCI e foi feita a releitura nos dois comprimentos de
onda. O branco utilizado foi a solugcéo etanol 90%. O teste da clorofila a foi baseado
em CETESB (2014).

A equacédo (3) que quantifica a biomassa de algas na coluna de Winogradsky

esta representada a seguir, dada em pg.L™:

(Eb — Ea).(R/R — 1).K.v

V. (3)

Clorofilaa (pg.L™) =

Onde, Eb corresponde a absorbancia do extrato a 665 nm antes da
acidificagdo, menos a absorbancia a 750 nm. Ea corresponde a absorbancia do
extrato a 665 nm depois da acidificacdo, menos a absorbancia a 750 nm, R é igual
1,72 (razdo de rendimento da clorofila a ndo acidificada, R-7 é igual a 2,39, K é o
coeficiente de absorgcao da clorofila a igual a 11, 49 (para o etanol), v é o volume do
solvente utilizado (etanol) em mL (10 mL), V é o volume da agua filtrada (em litros) e
L é o comprimento da cubeta em cm (1cm). Segundo CETESB (2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspecto da coluna de Winogradsky

Na figura 05, a seguir, estao representadas as colunas de Winogradsky, apos os

trés meses de incubagdo das mesmas.

Figura 05: Representagao das colunas de Winogrdsky apés os trés meses de incubagao.

Fonte: do autor.

Na figura 05, acima estéo representadas as colunas de Winogradsky, nota-se
que o aspecto da coluna ja apds os trés meses expostas a luminosidade natural,
apresenta coloracao esverdeada, esse verde que pode ser notado nas colunas € por
conta das algas presentes no microcosmo. Com o passar do tempo, as algas se
aglomeram e se aderem a parede da coluna de Winogradsky. As colunas 3A e 3B
apresentam uma coloragao menos intensa que as demais, o que estaria relacionado
com a queda no numero de células de algas, por conta do grande volume do
herbicida, correspondente a 500 pL do herbicida. A Figura 06, a seguir € uma

comparagao proxima das colunas controle (CA) e de tratamento 3 (3B).
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Figura 06: Comparagéo entre as colunas Controle A e Tratamento 3B.

Fonte: do autor

Na Figura 06, pode-se comparar as colunas Controle A e Tratamento 3B, a
coluna controle ndo contém o herbicida ametrina, desse modo, apresenta uma
coloragdo mais esverdeada, representando as algas fotossintetizantes. A coluna
tratamento 3B, contendo 500 pL apresenta uma coloragdo mais clara, ndo muito
verde. O que pode representar que essa coluna contém menos células de algas,
representando agao toxica do herbicida ametrina.

4.2 ldentificagao de microalgas

As algas foram identificadas através de microscopia de luz, em nivel de espécie,
para cada tratamento, em diferentes regides da coluna, para o primeiro ensaio, as
espécies estdo representadas na Tabela 2, a seguir, enquanto que o segundo

ensaio esta representado na Tabela 3, a seguir.
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Tabela 2- Espécies de algas encontradas em diferentes locais da coluna de Winogradsky (T- topo, M-
meio e F- fim), de acordo com cada tratamento. C- controle, 1- tratamento1, 2- tratamento, 3-

tratamento 3. A e B representam as duplicatas, para o primeiro ensaio.

Coluna

CA

CB

19 1B

2A

2B

3A

3B

Espécies de algas

Anabaena circucinalis

x

x

Arthrosfera jenerii

Calothrix fusca

x| x|x|4

Characiopsis longipis

Chlorella vulgaris

Cylindrospermopsis
raciborskii

Dichothrix willei

Diplochloris hortobgyi,

Euastropsis richteri

Eucapsis densa

Gleitlerinema
splendidum

Gloeotila pelagica

Gomphonema parvilium

Hydrocoleum
heterotrichum

Juraneyella javorkae

x

Lemnicola hungarica

Neochloris
pseudoestigmatica

Palmella arantia

Petalonema alatum

Pleurocapsa fusca

x
X [ X | X | X

Pseudanabaena
moliniformes

Raphidonema nivele

Romeria gracilis

Stauroneis
phoenicentheron

Stichosephon mangle

Stigonema hormoides

Synechocystis aquatilis

Fonte: do autor
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Para o primeiro ensaio, segundo a Tabela 2, foram encontradas diferentes
espécies de algas. A frequéncia das algas encontradas esta representada no grafico
a seguir (Figura 07). Esse grafico foi criado com base no numero de vezes em que a

espéecie é marcada na Tabela 2.

Figura 07: Frequéncia das algas encontradas na coluna de Winogradsky. A frequéncia é determinada
pelo numero de vezes em que a alga é encontrada na coluna, calculada através da Tabela 2, acima.
E1: Anabaena circucinalis. E2: Arthrosfera jenerii. E3: Calothrix fusca. E4: Characiopsis longipis. E5:
Chilorella vulgaris. E6: Cylindrospermopsis raciborskii. E7: Dichothrix willei. E8: Diplochloris hortobgyi.
E9Q: Euastropsis richteri. E10: Eucapsis densa. E11: Gleitlerinema splendidum. E12: Gloetila pelagica.
E13: Gomphonema parvilium. E14: Hydrocoleum heterotrichum. E15: Juraneyella javorkae. E16:
Lemnicola hungarica. E17: Neochiloris pseudoestigmatica. E18: Palmella arantia. E19: Petalonema
alatum. E20: Pleurocapsa fusca. E21: Pseudanabaena moliniformes. E22: Raphidonema nivele. E23:
Romeria gracilis. E24: Stauroneis phoenicentheron. E25: Stichosephon mangle. E26: Stigonema
hormoides. E27: Synechocystis aquatilis.

16—- <)
14—-T

12—- N N
10—- N

frequéncia
(o]
1
A
]

A NNS N
' N S

E2 E4 E6 E8 E10 E12 E14 E16 E18 E20 E22 E24 E26

espécie de microalga

Fonte: do autor

A Figura 07 sera discutida adiante.
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Tabela 3- Espécies de algas encontradas em diferentes locais da coluna de Winogradsky (topo, meio
e fim), de acordo com cada tratamento. C- controle, 1- tratamento1, 2- tratamento, 3- tratamento 3. A
e B representam as duplicatas, para o segundo ensaio.

Coluna

CA

CB

1B

2&

2B

33

3B

Espécies de algas

M

M

Anabaena circucinalis

Arthrosfera jenerii

Calothrix fusca

x [ |x|4

><><><Z')—>‘
n
<

I

Characiopsis longipis

Chlorella vulgaris

Cylindrospermopsis
raciborskii

Dichothrix willei

Diplochloris hortobgyi

Euastropsis richteri

X | X | X | X

Eucapsis densa

Gleitlerinema
splendidum

Gloetila pelagica

Gomphonema
parvilium

Hydrocoleum
heterotrichum

Juraneyella javorkae

Lemnicola hungarica

Neochiloris
pseudoestigmatica

Palmella arantia

Petalonema a alatum

Pleurocapsa fusca

Pseudanabaena
moliniformes

Raphidonema nivele

Romeria gracilis

Stauroneis
phoenicentheron

Stichosephon mangle

Stigonema hormoides

Synechocystis aquatilis

Fonte: do autor

X [ X | X | X
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Para o segundo ensaio, segundo a Tabela 3, foram encontradas diferentes
espécies de algas. A frequéncia das algas encontradas esta representada no grafico
a seguir (Figura 08). Esse grafico foi criado com base no numero de vezes em que a

espécie é marcada na Tabela 3.

Figura 08: Frequéncia das algas encontradas na coluna de Winogradsky. A frequéncia é determinada pelo
nimero de vezes em que a alga é encontrada na coluna, calculada através da Tabela 3, acima. E1: Anabaena
circucinalis. E2: Arthrosfera jenerii. E3: Calothrix fusca. E4: Characiopsis longipis. E5: Chlorella vulgaris. E6:
Cylindrospermopsis raciborskii. E7: Dichothrix willei. E8: Diplochloris hortobgyi. E9: Euastropsis richteri.
E10: Eucapsis densa. E11: Gleitlerinema splendidum. E12: Gloetila pelagica. E13: Gomphonema parvilium.
E14: Hydrocoleum heterotrichum. E15: Juraneyella javorkae. E16: Lemnicola hungarica. E17: Neochiloris
pseudoestigmatica. E18: Palmella arantia. E19: Petalonema alatum. E20: Pleurocapsa fusca. E21:
Pseudanabaena moliniformes. E22: Raphidonema nivele. E23: Romeria gracilis. E24: Stauroneis
phoenicentheron. E25: Stichosephon mangle. E26: Stigonema hormoides. E27: Synechocystis aquatilis.
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Fonte: do autor

De acordo com as Tabelas 2 e 3 e com as Figuras 07 e 08 acima, algumas
algas foram mais abundantes que outras, observado pelos graficos de frequéncia ou
mais resistentes, sendo essas encontradas em grandes volumes de herbicida
ametrina.

Uma alga frequente e que apresentou certa resisténcia, sendo avistada em
grandes quantidades de ametrina, como no caso do tratamento 3, que apresenta

500 uL do herbicida ametrina, foi a Anabaena circucinalis, essa alga pertencente a
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familia Nostocaceae, e ao género Anabaena, esse género apresenta espécies de
agua doce e sdo frequentemente encontradas no plancton ou perifiton, formam
floracbes em lagos, represas e possuem toxinas, que em excesso se tornam
causadoras de desequilibrio ecoldgico e problemas de saude publica (BICUDO &
MENEZES, 2004).

Eucapsis densa foi uma espécie também vista em abundancia. Alga
pertencente a familia Microcystaceae. O género Eucapsis, € colonial, as colénias
sdo de forma cubica, possuem um envelope mucilagionoso incolor, sdo bastante
homogéneas. E. densa é encontrada no metafiton de aguas continentais, no Brasil.
Essa espécie foi encontrada em diferentes volumes do herbicida (BICUDO &
MENEZES, 2004).

Gloeotila pelagica, pertencente a familia Ulotrichaceae. O género Gloeotila
possui filamentos solitarios, encontra-se flutuando na regido litoranea de ambientes
|énticos, espécie encontrada em grandes volumes do herbicida (BICUDO &
MENEZES, 2004).

Hydrocoleum heterotrichum, pertencente a familia Phormidiaceae foi bastante
abundante, mas nao foi vista quando se tem a maior quantidade de ametrina (500
ML), porém, avistado em (100 e 250 pL), esse género Hydrocoleum estao
geralmente arranjados e raramente isolado, com bainha espessa, podendo
apresentar tricomas. Foi encontrada em diferentes volumes do herbicida (BICUDO &
MENEZES, 2004).

Lemnicola hungarica, pertencente a familia Bacillariophyceae, pertencente ao
género Lemnicola, sdo células solitarias, apresentando valvas, podendo ser de
lineares a elipticas. Vista em diferentes volumes do herbicida (BICUDO &
MENEZES, 2004).

Neochiloris pseudoestigmatica, pertencentes a familia Palmellaceae, sao
algas unicelulares, isolados, dificlmente sido avistados em grupos, células
periféricas, de parede celular evidente, a espécie € resistente a corpos d’agua
eutrofizados. A espécie foi vista em diferentes volumes do herbicida (BICUDO &
MENEZES, 2004).

Palmella arantia, também pertencente a familia Palmellacea, sao individuos
coloniais, podem ser vistas isoladas, em pares ou grupos de quatro, no interior da

mucilagem, que o género contém, sdo encontradas em solo umido, onde se



31

mostram com massas gelatinosas e coloragcado esverdeada, podendo ser vista a olho
nu. Encontrada em diferentes volumes de ametrina (BICUDO & MENEZES, 2004).

Petalonema alatum, pertencente a familia Microchaetaceae, esse género
possui uma bainha de mucilagem bem evidente e ampla, possui tricomas, foi vista
em grandes concentragdes de ametrina. A espécie foi encontrada em colunas com
volumes intermediarios do herbicida ametrina, 100 e 250 yL (BICUDO & MENEZES,
2004).

Pseudanabaena moliniformes, pertencente a familia Pseudanabaenaceae, o
género possui tricomas, cresce em locais umidos, em ambientes aquaticos, no
plancton, podem viver na mucilagem de outras cianobactérias, como as do género
Microcystis. Espécie encontrada em diferentes volumes de ametrina, na coluna de
Winogradsky (BICUDO & MENEZES, 2004).

Synechocystis aquatilis, muito abundante, pertence a familia Cyanophyceae,
€ unicelular e ocorre principalmente no plancton, contem mucilagem, bastante
encontrado em diferentes volumes do herbicida (BICUDO & MENEZES, 2004).

Muitas essas espécies de algas mais abundantes, sdo mais resistentes ao
herbicida, pois sdo encontradas em coluna de Winogradsky que continham grandes
volumes de ametrina, como 100, 250 e até mesmo 500 pL, muito embora para esse
ultimo volume, nao foi possivel encontrar muitas espécies, entende-se entdao que
ametrina atrapalha o crescimento e desenvolvimento de algas, bem como as
espécies mais sensiveis a poluigéo.

Muitas dessas algas encontradas abundantemente, que foram descritas
acima, possuem tricomas, podem possuir paredes espessas, ou vivem em colbnias
ou associadas a outras espécies, tem mucilagem ou ja foram encontradas em
condigbes extremas, como eutrofizagdo, algumas também, principalmente
cianobactérias, possuem e liberam toxinas. Algumas adaptagdes celulares nas algas
podem ser importantes para a sobrevivéncia das mesmas as condi¢bes ambientais
de estresse, como é o caso do microcosmo analisado, contaminado com herbicida
ametrina (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).
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4.3 Contagem de células de microalgas

O numero de células de microalgas encontrado esta demonstrado nos
graficos a seguir, para ambos os ensaios. Sendo Figura 09, o numero de células
encontrado no primeiro ensaio da coluna de Winogradsky, enquanto a Figura 10, o
numero de células para o segundo ensaio. A quantidade de células é obtida a partir

da equacao (1) citada na segao 3.4.

Figura 09: Quantidade de células de algas encontradas nas colunas de Winogradsky para cada
tratamento em fungédo do tempo. Tempo (dias) corresponde aos dias pdés montagem das colunas de
Winogradsky. (C) corresponde ao tratamento controle, (1) corresponde ao tratamento 1, (2)
corresponde ao tratamento 2, (3) corresponde ao tratamento 3. Sendo A e B, as duplicatas, para o
primeiro ensaio.
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Fonte: do autor
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Figura 10: Quantidade de células de algas encontradas nas colunas de Winogradsky para cada
tratamento em fungéo do tempo. Tempo (dias) corresponde aos dias pdés montagem das colunas de
Winogradsky. (C) corresponde ao tratamento controle, (1) corresponde ao tratamento 1, (2)
corresponde ao tratamento 2, (3) corresponde ao tratamento 3. Sendo A e B, as duplicatas, para o
segundo ensaio.
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Fonte: do autor

A coluna de Winogradsky, no momento da montagem recebe nutrientes,
provenientes de reagentes quimicos que sido adicionados, para que sirva como
alimento para organismos, como as algas, principalmente, que utilizam nutrientes
como nitrogénio, fésforo e potassio e os metaboliza. O aumento desses nutrientes
favorece o aparecimento e desenvolvimento das algas, o que explica 0 aumento do

numero de células na coluna de Winogradsky.

Esse processo, ocorrido na coluna, assemelha-se ao processo de
eutrofizacdo que ocorre em lagos, por exemplo, obervando que a coluna imita esse
ambiente, uma vez que n&o ha corrente, sendo um corpo léntico, a unica
movimentagdo que ocorre € com a retirada de aliquotas da agua da coluna para
analise, 0 que gera pouco impacto.

A eutrofizagado, iniciada pelo aumento de nutrientes, gera o aumento das
algas e consequentemente, essas algas levam ao esgotamento desses nutrientes,

aléem do mais, o aumento de algumas cianobactérias, como Anabaena sp., e
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Chlorella sp. possuem toxinas, que podem levar a morte de alguns organismos, bem
como outras espécies de algas, sensiveis a essas citotoxinas (FIGUEIREDO et al.,
2007).

A adicdo da ametrina, também gerou impacto significativo no
desenvolvimento das algas, observado nas Figuras 07 e 08, acima, pois as colunas
de Winogradsky que continham ametrina tiveram um aumento de células menor m
relagdo a coluna controle. A queda no numero de espécies nessas colunas se deve
também a queda da quantidade de nutrientes, mas também pode ser entendida
como agado do herbicida, inibindo a capacidade de fotossintese das algas, assim
como ocorre com as ervas daninhas (IGNJATOVIC et al., 1993 apud CABRAL et al.,
2003).

A reducado que apresentada nas colunas estao representadas pelas Tabelas 4
e 5, a sequir, considerando o numero de células no final da coluna, ou seja, por volta
dos 70 dias.

Tabela 4- Porcentagem de redugéo de células de algas em relagéo a coluna controle para o primeiro
ensaio. (A) representa as colunas (CA, 1A, 2A, 3A) e (B) representa as colunas (CB, 1B, 2B, 3B).
(MEDIA) representa a média das colunas A e B. (%) é a porcentagem de células de algas em cada
tratamento em relagdo ao controle. (REDUCAO (%)) & a porcentagem de redugéo de células em
relacdo ao tratamento controle.

Reducao
Trat. A B Média (%) (%)
Controle 2,2 2,3 2,25 100 0
Trat. 1 1,8 1,6 1,70 75,5 24,5
Trat. 2 1,6 1,5 1,55 68,9 31,1
Trat.3 1,2 1,2 1,20 53,3 46,7

Fonte: do autor
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Tabela 5- Porcentagem de redugéo de células de algas em relagédo a coluna controle para o segundo
ensaio. (A) representa as colunas (CA, 1A, 2A, 3A) e (B) representa as colunas (CB, 1B, 2B, 3B).
(MEDIA) representa a média das colunas A e B. (%) é a porcentagem de células de algas em cada
tratamento em relagéo ao controle. (REDUCAO (%)) é a porcentagem de redugdo de células em
relagdo ao tratamento controle.

Reducao
Trat. A B Média (%) (%)
Controle 2 2,2 2,10 100 0
Trat. 1 1,5 1,3 1,40 66,7 33,3
Trat. 2 1,3 1,2 1,25 59,5 40,5
Trat.3 1,3 1,0 1,15 55,0 42,9

Fonte: do autor

Assim, podemos verificar que a redug¢ao na quantidade de células do tratamento
3 fica entre 40 e 50%, mostrando que ametrina tem um potencial toxico.

4.4 Condutividade e pH

Os valores de condutividade e pH foram analisados ao longo da evolugéo da
coluna, de acordo com cada tratamento e para ambos os ensaios. Os graficos sao
representados a seguir, nas Figuras 11, 12, 13 e 14. Figura 11 corresponde a
variagdo de condutividade nas colunas de Winogradsky, do primeiro ensaio,
enquanto a Figura 12 representa a condutividade no segundo ensaio. As Figuras 13

e 14, representam o pH nas colunas do primeiro e segundo ensaio, respectivamente.



36

Figura 11: Condutividade medida ao longo do tempo. (C) corresponde ao tratamento controle. (1)
corresponde ao tratamento 1. (2) corresponde ao tratamento 2. (3) corresponde ao tratamento 3. A e
B sdo as duplicatas, para o primeiro ensaio de coluna de Winogradsky.

6,5

o
o
1

1

condutividade (mS.cm)
o
(&)]
1

o
o
1

>
(é)]
]

4!0 I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
0 10 20 30 40 50 60

tempo (dias)

Fonte: do autor

A Figura 11 sera discutida na pagina seguinte.
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Figura 12: Condutividade medida ao longo do tempo. (C) corresponde ao tratamento controle. (1)
corresponde ao tratamento 1. (2) corresponde ao tratamento 2. (3) corresponde ao tratamento 3. A e
B sao as duplicatas, para o segundo ensaio de coluna de Winogradsky.
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Fonte: do autor

A condutividade teve aumento, ao longo do desenvolvimento da coluna de
Winogradsky. Isso de deve pelo aumento dos nutrientes nitrogénio e fdsforo,
nutrientes que foram adicionados no momento da montagem das colunas, como
descrito na secdo 3.2 ja que os ions nitrato, fosfato e calcio contribuem para o
aumento da condutividade, esses ions contribuem para a modificacdo da qualidade
da agua, sendo que o aumento dos mesmos, leva a um processo de eutrofizagao
(VALENTE, PADILHA & SILVA, 1997).

A condutividade também estd relacionada as atividades de organismos
presentes nas colunas e tende de aumentar, pois significa um maior aumento de
ions decorrente das atividades das células dos micro-organismos. Os valores de
condutividade encontrados nas colunas foram entre Min: 0,2 mS.cm™, Max: 6,5
mS.cm™. Em ambos os ensaios as condutividades aumentaram. A condutividade
aumenta ao longo do tempo, apresentando um possivel aumento na atividade
metabdlica dos organismos. Também a degradacdo de organismos, como as

proprias algas podem ocasionar um aumento na quantidade de ions na coluna
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d’agua, levando ao aumento da condutividade elétrica (HENRY et al., 2005 apud
DAVANSO & HENRY, 2006).

Figura 13: O pH medido ao longo do tempo. (C) corresponde ao tratamento controle, (1) corresponde
ao tratamento 1, (2) corresponde ao tratamento 2, (3) corresponde ao tratamento 3. Sendo A e B, as
duplicatas. Para o primeiro ensaio com colunas de Winogradsky.
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Fonte: do autor

Figura 14: O pH medido ao longo do tempo. (C) corresponde ao tratamento controle, (1) corresponde
ao tratamento 1, (2) corresponde ao tratamento 2, (3) corresponde ao tratamento 3. Sendo A e B, as
duplicatas. Para o segundo ensaio com colunas de Winogradsky.

T T T T T T T T T
9,6 -
9,5 - B
9,4 -
T 937 -
[}
—*%— CAJ L
9,2 - —=—CB
—e—1AQL
—— 1B
9,1 4 —v—2AQ|
—<—2B
——3AQ
9,0 —— 3B
T T T T T T T T T T T LI T T
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

tempo (dias)

Fonte: do autor



39

O pH é alterado na coluna, como sendo a medida de acidez da agua, essa é
alterada pelo consumo de gas carbénico (CO;) € consumido pela fotossintese de
algas eutrofizacdo (VALENTE, PADILHA & SILVA, 1997).

O pH é um dos principais parametros de qualidade de agua. Sem fatores
excepcionais, o pH em aguas naturais fica em torno de 6,5 e 8,5. Valores de pH em
torno de 6 a 9 é considerado aceitavel e n&o prejudicial para os organismos, porém
valores que figuem muito abaixo ou acima dessa faixa podem ser letais para alguns
organismos. O aumento do pH na faixa acima de 8 intensifica a eutrofizagao, pela
liberacao de fosfatos, que enriquecem a agua com nutrientes (VIEIRA, 2011).

A presengca de algas, principalmente quando em alta quantidade, ao
consumirem o dioxido de carbono, para realizacdo da fotossintese, promovem a
dissociagao do bicarbonato em OH e CO,, o que favorece o aumento do pH
(CASTRO, 2001).

4.5 Ensaio de fitotoxicidade com sementes de L. sativa

Os resultados de toxicidade utilizando sementes de L. sativa estao representados
nas Figuras 15 e 16, a seguir. O calculo de inibigdo radicular segue a equagao (2),

da secao 3.6.
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Figura 15: Porcentagem de inibigdo de crescimento radicular de sementes de L. sativa em fungéo do
tempo. Tempo (dias) representa os dias testados apdés a montagem da coluna de Winogradsky. (A)
corresponde ao controle negativo, com agua destilada, (C) corresponde ao tratamento controle, sem
ametrina, (1) corresponde ao tratamento 1, (2) corresponde ao tratamento 2, (3) corresponde ao
tratamento 3 e (Z) controle positivo, com sulfato de zinco. Sendo A e B, as duplicatas, para o primeiro
ensaio.
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A Figura 15 sera discutida na pagina seguinte.
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Figura 16: Porcentagem de inibigdo de crescimento radicular de sementes de L. sativa em fungéo do
tempo. Tempo (dias) representa os dias testados apdés a montagem da coluna de Winogradsky. (A)
corresponde ao controle negativo, com agua destilada, (C) corresponde ao tratamento controle, sem
ametrina, (1) corresponde ao tratamento 1, (2) corresponde ao tratamento 2, (3) corresponde ao
tratamento 3 e (Z) controle positivo, com sulfato de zinco. Sendo A e B, as duplicatas, para o segundo
ensaio.
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Fonte: do autor

Como (A) apresenta o controle negativo, no qual, foi utilizada agua
desionizada, ndo ha porcentagem de inibigdo do mesmo. Porém, podemos notar que
o controle negativo (Z), sulfato de zinco, como agente toxico conhecido, apresenta
em todas as leituras inibicdo de 1 ou 100%. A Tabela 6, a seguir representa as

meédias de inibicdo para cada tratamento e para ambos 0s ensaios.

Tabela 6- Médias de inibicdo de crescimento radicular para cada tratamento, para o primeiro e
segundo ensaio.

Ensaio de fitotoxicidade (média da % de inibi¢ao radicular)

Tratamento CA CB 1A 1B 2A 2B 3A 3B
Primeiro ensaio 29,4 21,4 50,8 54,7 58,8 51,1 65,8 70,5
Segundo ensaio 31,3 36,9 40,8 47,6 60,5 54,3 69,6 61,8

Fonte: do autor
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De acordo com a porcentagem de inibigdo radicular das sementes de L.
sativa, representadas na Tabela 6, acima, podemos notar que a exposi¢ao das
sementes a agua proveniente das colunas de Winogradsky contaminadas com o
herbicida ametrina foi maior em relagéo as colunas controle (CA e CB) em todos os
ensaios realizados.

Todas as colunas contaminadas com o herbicida apresentaram uma grande
porcentagem de inibi¢gdo, sendo que as colunas com maior volume do herbicida, que
corresponde a 500 uL, apresentaram inibicdes entre 61,8 e 70,5, sendo assim, a
agua contaminada com o herbicida apresenta toxicidade alta para as sementes de
alface.

A evolucdo da toxicidade parece seguir um padrdao, sendo menor no inicio,
bastante acentuada no meio do teste e decai no fim, por volta dos 40 dias. Isso pode
ser explicado pelos nutrientes que diminuem na coluna d’agua, nutrientes como
fésforo e nitrogénio. Um fato muito importante que deve ser notado € que houve uma
queda na inibicdo do crescimento radicular das sementes em todos os tratamentos,
a partir de cerca de 40 dias de leitura, isso pode ser um indicio de que a ametrina,
perdeu um pouco de sua toxicidade, sugerindo degradag¢ao do herbicida ao logo do
tempo, isso pode estar relacionado a atividade das microalgas mais resistentes ao
herbicida, agindo na degradacdo da ametrina. Essa tendéncia nao € tao evidente
nas colunas dos tratamentos 2A e 3A, para o primeiro ensaio, sendo que para o

segundo em 2A e 2B.

4.6 Determinacao de clorofila a

A evolugéo da biomassa das algas, determinadas através da clorofila a esta
representado nas Figuras 17 e 18, a seguir.

Os valores estao relacionados a equagao (3) apresentada na secao 3.7.
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Figura 17: Determinagdo da clorofila a, em ug. L para os tratamentos C,1, 2 e 3. Sendo A e B, as

duplicatas, para o primeiro ensaio.

40

20

clorofila-a (ug.L'1)

N

\
X

—%—CA
—a— CB
—o— 1A
—A— 1B
—v—2A
—<4— 2B
—»—3A

—— 3B

20 30
tempo (dias)

Fonte: do autor

60

Figura 18: Determinagao da clorofila a, em ug. L para os tratamentos C,1, 2 e 3.
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A medida de determinagao de clorofila a, com resultados nas Figuras 17 e 18,
demonstra a quantidade de biomassa de algas na coluna de Winogradsky. A
quantidade do pigmento aumenta no inicio do desenvolvimento da coluna de
Winogradsky, esse € o periodo em que os nutrientes adicionados a coluna ainda
estdo em alta quantidade, sendo assim, ainda ha o aumento de biomassa,
caracterizando o aumento das algas na coluna. Por volta dos 30 dias, a coluna
apresenta um decréscimo, sendo detectadas menores quantidades de clorofila. Isso
pode se dever ao declinio dos nutrientes com o passar do tempo, com 0 consumo
dos mesmos pelas algas (VERCELLINO & BICUDO, 2006).

Sa-Junior & Sipauba-Tavares, 1997, relacionam em seu estudo, o aumento da
concentragédo de fosforo e do nitrogénio com o aumento da clorofila a. Porém, esse
processo pode ter sido acentuado pela acdo do herbicida ametrina, nas colunas,
diminuindo a agao das algas, na coluna.

As Tabelas 7e 8, a seguir mostra a porcentagem de redugao da biomassa, nas
colunas de Winogradsky.

Tabela 7- Representa a porcentagem de redugdo de biomassa nas colunas de Winogradsky em
relacdo a coluna controle. (MEDIA) é a média entre os tratamentos (A e B), (%) é a porcentagem
correspondente @ média entre A e B e ((%) REDUCAO) representa a porcentagem de reducéo da
clorofila a, em relagao ao controle. Para o primeiro ensaio.

Tratamento Média (%) reducao (%)
Controle 26 100 0
Tratamento 1 23,3 89,6 10,4
Tratamento 2 20,6 79,4 20,6
Tratamento 3 19,1 73,6 26,4

Fonte: do autor

Tabela 8- Representa a porcentagem de redugdo de biomassa nas colunas de Winogradsky em
relagdo a coluna controle. (MEDIA) é a média entre os tratamentos (A e B), (%) é a porcentagem
correspondente & média entre A e B e ((%) REDUCAO) representa a porcentagem de reducéo da
clorofila a, em relagao ao controle. Para o segundo ensaio.

Tratamento Média (%) reducgao (%)
Controle 30,3 100 0
Tratamento 1 28,4 93,7 6,3
Tratamento 2 28 92,4 7,6
Tratamento 3 26,7 88,1 11,9

Fonte: do autor
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E possivel notar uma diminuicdo da quantidade de clorofila em relacdo ao
tratamento controle. Para o primeiro tratamento, a quantidade maxima de nutrientes
encontrada é de cerca de 40 pg.L'1, sendo a quantidade maxima de biomassa
encontrada nas colunas. Para o segundo, também houve uma diminuicdo, porém, a
reducdo foi menor do que o primeiro ensaio, como pode ser vista na Tabela 7,

acima.
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5 CONCLUSAO

O microcosmo, a coluna de Winograsky foi realizada para demonstrar a
evolugdo de um ecossistema contaminado com o herbicida ametrina. Os resultados
dos testes realizadas demonstraram alteracbes na biota aquatica, sendo essa
representada pelas microalgas, que sdo base da cadeia alimentar no ambiente
aquatico e que contem grande importadncia para a produgdo e permanéncia do
oxigénio para o ecossistema, sendo entdo usadas como bioindicadoras para o
estudo. O teste de identificacdo de algas apresentou alteragdo na composigéo das
microalgas no meio, tendo sido identificadas diferencas nas espécies de algas em
diferentes tratamentos e na frequéncia das mesmas. Ametrina também foi
responsavel pela queda na quantidade de células de microalgas nas colunas,
apresentando toxicidade. No teste das sementes, foi possivel notar que a inibicao do
crescimento radicular foi ampliada pela presenca do herbicida. Os ensaios de
clorofila a mostraram que a quantidade de algas clorofiladas diminui o longo do
tempo, demonstrando toxicidade do herbicida.

Portanto, entende-se apods esse estudo, que o herbicida ametrina tem acéao
inibidora no desenvolvimento de algas. O herbicida também pode ter influencia na
selecado de espécies tolerantes no ecossistema, devido a alteracdo da comunidade

de microalgas encontradas.
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