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RESUMO

Os herbicidas sdo os agentes quimicos mais consumidos para a producdo
agricola e dentre estes, o glifosato (N-(fosfonometil)glicina) representa mais da
metade do consumo mundial de herbicidas ndo seletivos, de acdo sistémica e
uso pos-emergente. O presente estudo tem por objetivo a analise da
interferéncia de diferentes concentracdes do herbicida glifosato no
desenvolvimento de microalgas, unicelulares da espécie Pseudokirchneriella
subcapitata, com complemento na analise da interferéncia dessas
concentracdes em algas verdes do lago artificial do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista em Rio Claro, SP. Para identificar o efeito do
glifosato no desenvolvimento das microalgas, as concentragdes: 0,118; 0,236;
0,472; 0,944, 1,888 e 3,776mg do produto (todas em tréplicas), mantendo-se o
controle sem glifosato, foram inoculadas em frascos contendo 150mL de meio
de cultura e 5mL de suspensao do inéculo. Cada ensaio foi mantido por 96
horas, em shaker com rotacdo de 150rpm a 25 +/- 2°C e luz constante de 3200
lux. No tempo inicial e de 48; 72 e 96 horas foram retiradas amostras para os
testes de absorbéancia. A biomassa seca final foi quantificada e para os ensaios
com P. subcapitata o nimero de célula foi quantificado ao inicio e termino dos
testes utilizando-se a Camara de Neubauer em microscopio 6ptico. Para as
algas do lago artificial a diversidade de células das microalgas foi identificada
mediante documentacdo fotografica. A analise de variancia comparando 0s
tratamentos para biomassa seca mostrou que nao ha diferenca significativa
tanto para os ensaios com P. subicapitata quanto para os com algas do lago. A
analise de variancia MANOVA demonstrou diferenca significativa dos
tratamentos ao longo do tempo, entretanto ndo ha diferenca significativa entre
as interagfes de tratamento para os ensaios com P. subicapitata e ha diferenca
significativa para os ensaios com microalgas do lago artificial. Com relacédo a
guantificacao celular, encontrou-se que o niumero de células final foi menor que
o inicial para os tratamentos com 0,472; 0,944; 1,888 e 3,776mg de glifosato.
Para as microalgas do lago artificial, houve a sobreposi¢cdo da microalga mais
abundante, Pseudokirchneriella subcapitata, ao término dos testes. Pode-se
inferir que o glifosato quando presente interfere no desenvolvimento das
microalgas.

Palavras-chave: Glifosato; Toxicidade; Pseudokirchneriella subcapitata.



ABSTRACT

Herbicides are chemical agents most consumed for agricultural production and
of these, glyphosate (N-(phosphonomethyl) glycine) represents more than half
of world consumption of non-selective herbicides, use of systemic action and
post-emergent. The present study aims to analyze the interference of different
concentrations of glyphosate in the development of micro algae, unicellular
species Pseudokirchneriella subcapitata, with supplementary analysis of the
interference of green algae concentrations in the artificial lake Instituto de
Biociéncias Universidade Estadual Paulista in Rio Claro, SP. To identify the
effect of glyphosate on the development of microalgae concentrations: 0.118;
0.236; 0.472; 0.944; 1.888 and 3.776 mg of product (all in rejoinders),
maintaining control without glyphosate, were inoculated into flasks containing
150mL of medium culture and 5mL of suspension inoculum levels. Each test
was continued for 96 hours in a shaker rotating at 150 rpom at 25/ - 2 ° C and
constant light of 3200 lux. At baseline and 48; 72 and 96 hours samples were
taken for testing for absorbance. The final dry weight was measured and the
tests with P. subcapitata cell number was quantified at the beginning and end of
the tests using the Neubauer chamber under optical microscope. For algae of
the artificial lake of the diversity of microalgae cells was identified through
photographic documentation. The analysis of variance comparing treatments for
dry biomass showed no significant differences in the tests with P. subicapitata
as for the algae to the lake.The analysis of variance MANOVA showed
significant differences between the treatments over time but there was no
significant difference between the interactions of treatment for tests with
P. subicapitata There were significant differences in the tests with microalgae of
the artificial lake. With respect to cell quantification, it was found that the final
number of cells was lower than the initial treatments with 0.472, 0.944, 1.888
and 3.776 mg of glyphosate. Microalgae for the pond, there was overlap of
microalgae more abundant, Pseudokirchneriella subcapitata, at the end of the
tests. It can be inferred that glyphosate when this interferes with the
development of microalgae.

Keywords: Gliphosate; Toxicity; Pseudokirchneriella subcapitata.
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1. INTRODUGAO

Toda substancia pode ser considerada um agente téxico dependendo das
condi¢des de exposi¢cdo, como dose administrada ou absorvida, tempo e frequiéncia
da exposicdo e vias pela qual é administrada, sendo assim, faz-se necessario
conhecer as condi¢cbes de uso seguro de substancias quimicas para saude humana
e ambiental.

No ambiente estd presente um grande nimero de substancias potencialmente
toxicas, sendo que muitas delas em concentracdes que isoladamente ndo causam
danos, mas a interacdo com outras substancias, fatores climéaticos ou a natureza do
meio de exposicao pode resultar em dano.

As fontes de contaminacdo do ambiente podem ser de origem natural, como
as provenientes de atividades vulcanicas, ou antropogénicas que sado as decorrentes
das atividades humanas. Essa segunda fonte pode ser classificada em doméstica e
urbana (esgoto, lixo doméstico, veiculos automotores), industrial (esgoto e lixo
industrial, queima de combustiveis) e agropecuaria (queimadas, fertilizantes e
praguicidas).

Na atualidade, é de grande importancia conhecimentos sobre o0s processos de
geracao, transporte e transformacao, os efeitos e os destinos finais dos compostos
guimicos, organicos e inorganicos, que sao contaminantes solidos, liquidos ou
gasoso0s, incorporados aos ecossistemas aquaticos e terrestres.

Tal preocupacdo €é produto das transformacdes sociais, econbmicas e
politicas surgidas a partir do século XVIII, com o lluminismo e a Revolucao Industrial
e 0 novo modelo econémico implantado, o capitalismo, juntamente a concentracao
populacional urbana e o incentivo ao consumo, que levaram ao agravamento dos
problemas ambientais. De acordo com esse autor, assim, em meados do século

passado comecou a surgir no pensamento humano uma preocupacdo quanto a
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situacdo ambiental, contaminacéo e escassez dos recursos naturais.

Nesse contexto, com o advento da agricultura moderna, a acentuada
descarga de residuos provenientes do uso de agentes quimicos para producdo de
alimentos e fontes energéticas, configura-se como sendo a segunda maior emissora
de contaminantes nos ambientes aquatico e terrestre.

Estima-se que cerca de 2,5 a 3 milhdes de toneladas de defensivos agricolas
sdo utilizados a cada ano na agricultura, sendo que, atualmente o Brasil ocupa o
guarto lugar no ranking dos consumidores de agrotéxicos (MOREIRA et al., 2002).
De um modo geral, o consumo no meio rural dos agentes herbicidas € maior,
seguido do consumo de inseticidas e posteriormente de fungicidas.

A contaminacdo dos ambientes aquéticos por defensivos agricolas pode
ocorrer mediante aplicacdo intencional, através do ar, escoamento das aplicacfes ou
liberacdo acidental. Nos ecossistemas aquaticos alterados, frequentemente correm
desequilibrios biéticos atingindo por vezes os produtores primarios (organismos
autotrofos) induzindo alteragbes nas populacdes chegando a provocar infestacfes
mono filicas ou perda de biomassa.

Os principais produtores primarios dos ambientes aquaticos limnicos sao
algas, macrofitas aquaticas e algumas espécies de bactérias. Uma parte da
producéo total (producéo primaria bruta) destes organismos € gasta na manutencao
de seu préprio metabolismo enquanto a outra parte é transformada em biomassa
(producdo priméria liquida), que constitui a fonte de energia para as cadeias
alimentares de todo o ecossistema.

Portanto, as algas sao bons indicadores dos efeitos de contaminantes para
esses ambientes, sendo que grande parte dos dados disponiveis sobre agentes
guimicos agricolas citados na literatura referem-se as microalgas dos ambientes

aguaticos.
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2. OBJETIVO

O presente estudo tem por objetivo a andlise da interferéncia de diferentes
concentracdes do herbicida glifosato (N-(fosfonometil)glicina) no desenvolvimento de
microalgas verdes, unicelulares da espécie Pseudokirchneriella subcapitata, com
complemento na analise da interferéncia dessas concentracdes em algas verdes do
lago artificial do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista em Rio
Claro, SP.



12

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aguas doces

Uma parte importante do ciclo da agua € a existéncia de agua doce superficial
representada pelos cursos d'agua, sendo esses de tamanhos variados, desde
grandes rios até pequenos riachos, lagoas, lagos, reservatorios artificiais e pantanos
de agua doce. De modo geral, esta contém menos de 1.000 miligramas de soélidos
dissolvidos, freqientemente sais, por litro (ESTEVES, 1998).

A guantidade de &agua doce representa 2,5% do total de agua da Terra.
Desses 0,3% estao nos rios e lagos, os outros 99,7% de agua doce, estdo presentes
nas calotas polares e geleiras, em reservatorios subterraneos ou em outros
reservatorios, portanto inacessiveis ou de dificil acesso para a utilizagdo humana
(REBOUCAS, 2006). A figura 1 ilustra a distribuicdo de agua na Terra.

Figura 1: Quantidade total e distribuicdo da agua doce na Terra (FONTE: Reboucas, 2006).



13

As caracteristicas dominantes dos ambientes aquaticos resultam das
propriedades fisicas e quimicas da agua, posto que a molécula de 4gua € composta
de um atomo de oxigénio, que tem carga ligeiramente negativa, ligado a dois atomos
de hidrogénio que tem carga ligeiramente positiva. Essa estrutura dipolar confere a
molécula de &gua a propriedade de atrair e dissolver grande quantidade de
substancias.

A agua pode reter ions minerais em solucdo, proporcionando 0S recursos
nutritivos necessarios para o crescimento de algas e plantas superiores. Ainda,
deve-se considerar a viscosidade da &agua, que quando corrente, transporta
organismos vivos e oferece resisténcia ao movimento de animais com mobilidade,
0S quais necessitam de uma forma aerodinamica. Outra caracteristica importante
para manutencao das formas vivas no ambientes aquaticos € a capacidade térmica
da agua para retencdo do calor, 0 que mantém a temperatura dos grandes corpos
d’agua praticamente constante com o ciclo das estacdes (TOWNSEND; BEGON;
HARPER, 2006).

A qualidade e quantidade dos recursos hidricos estdo relacionadas e
dependem do clima e das caracteristicas fisicas e bioldgicas dos ecossistemas que
compdem a bacia hidrogréfica na qual estéo inseridos (REBOUGCAS, 1999).

O termo “4gua’ refere-se, de modo geral, ao elemento natural sem a
implicacdo dos usos humanos. O termo “recurso hidrico” refere-se a &gua como bem
econbmico, portanto, passivel de utilizacdo para esse fim. Contudo, € preciso
considerar que nem toda 4gua da Terra € um recurso hidrico, uma vez que seu uso
nem sempre € viavel economicamente.

As aguas de interior, ou seja, de rios, lagos, represas e aquiferos
subterraneos, em sua maioria, representam elemento essencial ao abastecimento do
consumo humano e ao desenvolvimento de suas atividades industriais e agricolas e
€ de importancia vital aos ecossistemas, tanto vegetal quanto animal, das terras
emersas (REBOUCAS, 2006).

Segundo esse autor, nas ultimas trés décadas, os volumes de agua que
compdem o ciclo hidrolégico foram avaliados por diferentes autores. Os valores
encontrados podem diferenciar-se devido a variedade de metodologias empregadas,
a escassez de dados, da consideragcéo de parametros que séo obtidos ao longo de

diferentes periodos de tempo e ma distribuicdo das respectivas estacbes ou postos
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de medidas.

A figura 2 apresenta os valores estimados de agua que compdem o ciclo
hidrolégico da Terra. Um volume da ordem de 577200 Km®ano é transformado em
vapor de agua, o qual atinge & atmosfera, sendo que 503 mil Km*ano sé&o
evaporados dos oceanos e 74200 Km®ano das terras emersas. A quantidade de
agua metedrica que cai, na forma de chuva, neve e neblina é de 458 mil Km®ano

nos oceanos e de 119 mil Km®/ano nos continentes.

Figura 2: Volume de 4gua em circulagdo na Terra — Km%ano (FONTE: Shiklomanov, in IHPUnesco,
1998 apud Reboucas, 2006).

LEGENDA: Po = precipitacdo nos oceanos, Eo = evapora¢cdo dos oceanos, Pc = precipitacdo nos
continentes, Ec = evaporacao dos continentes, Rr = descarga total dos rios, Rs = contribuicdo dos
fluxos subterraneos as descargas dos rios.

3.1.1. Distribui¢cao de agua doce no mundo

A distribuicdo do volume total de agua doce néo € uniforme pelo mundo. Com
base no calculo da quantidade de agua precipitada menos a evapotranspiracao
potencial, a qual refere-se a transformacéo da agua liquida em vapor, por radiacéo
solar ou transpiracdo dos organismos vivos, pode-se classificar as regides do globo
em umidas ou secas. Se o valor desse calculo for positivo, a regido € considerada
umida (REBOUCAS, 2006).

A manutencdo dos ecossistemas esta diretamente relacionada a quantidade
de agua disponivel na regido, assim como a outros fatores abioticos ligados ou nédo

ao ciclo hidroldgico. Por isso tem-se que em regides muito Umidas e quentes, como
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os trépicos had o estabelecimento de grandes e exuberantes florestas como a
Amazobnica e em regides secas tanto a biodiversidade quanto a produtividade
agricola sao reduzidas, como a regido de Sonora, no sudoeste americano, a qual
possui a vegetacdo desértica mais complexa relatada (RICKLEFES, 2003).

Uma parcela desse excedente hidrico que caracteriza as regibes Umidas
forma o escoamento superficial que desagua nos rios e lagos. Outra parcela infiltra
nos terrenos da bacia hidrogréfica alimentando a umidade do solo (REBOUCAS,
2006). A figura 3 demonstra a distribuicdo das laminas médias escoadas pelos rios

do mundo.

Figura 3: Distribuicdo dos fluxos dos rios (FONTE: World Resources Institute apud Reboucas, 2006).

Como é possivel visualizar na figura a cima, as regides mais umidas da Terra
localizam-se geograficamente entre os Trépicos de Cancer e de Capricornio. Os
maiores rios do mundo em volume de agua, total ou parcialmente, estao inseridos

nessa faixa imida, o que é representado na tabela 1:
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Tabela 1: Os maiores rios do mundo em volume de dgua (FONTE: adaptado de Rebucas, 2006)

MAIORES RIOS DO MUNDO
Rio Continente Descarga média (m?/s)
Amazonas Sul-Americano 212.000
La Prata Sul-Americano 42.400
Congo Africano 38.800
Orinoco Sul-Americano 28.000
Mekong Asidtico 13.500
Irrawaddy Europeu 13.400

Os rios mais volumosos estdo localizados no continente Sul-Americano,
entretanto, o continente asiatico € no qual o excedente hidrico € um dos maiores.
Considerando que a agua doce € um bem fundamental a manutencéo da vida e das
atividades econémicas humanas, sobretudo no panorama atual de escassez dessa,
a distribuicdo da agua pelos continentes torna-se um dado de grande importancia
(SELBORNE, 2001). A distribuicio do excedente de &gua nos continentes é
apresentada na tabela 2:

Tabela 2: Balango precipitacdo menos evapotranspiracdo nos continentes (FONTE: adaptado de
Reboucas, 2006)

EXCEDENTE HIDRICO NOS CONTINETES
Regido Precipitacao Evapotranspiragao Excedente Hidrico
(Km3/ano) (Km3/ano) (Km3/ano)

Europa 8.290 5.320 2.970
Asia 32.200 18.100 14.100
Africa 22.300 17.700 4.600
América do Norte 18.300 10.100 8.180
Ameérica do Sul 28.400 16.200 12.200
Austrdlia e Oceania 7.080 4.570 2.510
Antartica 2.310 0 2.310
Totais 118.880 3.349 46.870
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Quando a quantidade de &gua precipitada € menor do que aquela
evapotranspirada, o ambiente é considerado seco. Pela Terra esses ambientes estéo
distribuidos, principalmente nos continentes africano e Oceania como representado
na figura 4. Esse “déficit hidrico” torna as recargas de aguas subterrdneas e o0s
escoamentos de superficie escassos ou efémeros, em conseqiiéncia, os rios e lagos
podem secar temporariamente e 0s solos perdem umidade sob o efeito dos
processos de evaporacédo intensa (REBOUCAS, 2006).

Figura 4: Regides mais secas da Terra (FONTE: IHP/Unesco apud Reboucas, 2006).

Considerando o consumo de agua pelo ser humano, tanto para beber, quanto
para a irrigacdo ou a producdo de energia elétrica, cerca de 40% da populagéo
mundial depende dos 214 principais sistemas hidrograficos compartilhados por dois
ou mais paises. Em alguns paises, quase toda a agua superficial tem origem fora
das suas fronteiras, por exemplo, no caso do Egito sdo 97% da agua consumida
vem de fora do seu territério, na Holanda séo 89% da agua consumida (SELBORNE,
2001).

Segundo esse autor, disputas entre vizinhos, a montante e a jusante dos
corpos d’agua, a respeito do uso e da qualidade da agua acontecem em quase
todas as regides do globo. Sdo conflitos relacionados com a diminuicdo do fluxo
fluvial, o assoreamento devido a uma represa, a diversificacdo do uso da 4gua para
fins de irrigacdo, a poluicdo industrial ou agroquimica, a salinizagdo dos fluxos
d’agua devido a praticas improprias de irrigacdo, inundacdes agravadas pelo

desmatamento e a erosao do solo.
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O aumento da competicdo pela agua, dentro dos paises e entre eles, a
medida que as necessidades humanas aumentam engquanto a &gua Como recurso,
embora renovavel, torna-se mais escassa, poderia representar um sério desafio a
seguranca da humanidade. Das trés forcas mais importantes que conspiram para
criar escassez, com o seu potencial de conflito estdo a caréncia ou degradacao do
recurso, o aumento da populacéo e a desigualdade de acesso ou distribuicdo, sendo
gue esta Ultima é muitas vezes a mais importante (CONCA, 2008).

Portanto, a tabela 3 foi elaborada, com base nos paises mais ricos e pobres
em agua doce, de acordo com a descarga média de aguas dos rios presentes nos

paises.

Tabela 3: Descargas dos rios nos paises mais ricos e nos mais pobres em agua doce da Terra

DESCARGA DOS RIOS

Paises ricos em Descarga média Paises pobres em Descarga média
agua doce dos rios (m>/s) agua doce dos rios (m>/s)
Brasil 197.500 Malta 0,5
Russia 128.857 Gaza 1,5
USA (com Alasca) 119.365 Unido dos 15,9

Emirados Arabes

Canada 104.444 Libia 19,0
China 88.888 Cingapura 19,0
Indonésia 80.317 Jordania 21,6
india 58.730 Israel 23,8
Colombia 38.095 Chipre 28,6
Peru 34.920
Comunidade 37.174 FONTE: adaptado de Reboucas, 2006
Européia

3.1.2. Distribuicao de agua doce no Brasil

No panorama internacional, o Brasil € considerado o pais mais rico em agua

doce do mundo. A descarga de agua doce dos seus rios, que é de 177.900 m%/s
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mais 73.100 m®s da Amazo6nia Internacional, representa 53% da producéo de agua
doce do continente sul-americano, que é de 334.000 m®/s, e 12% do total mundial,
1.488 milhdes de m*'s (REBOUCAS, 2006).

Segundo esse autor, toda essa vazado de agua doce do pais esta distribuida
de forma desigual pelas regides geograficas, devido o clima e a formacodes
geoldgicas diferenciadas entre essas. Portanto, tem-se que 80% da &gua doce
brasileira estédo localizadas em trés bacias hidrograficas: Amazonas, Sao Francisco
e Parana. A figura 5 representa a distribuicdo das bacias hidrograficas no territorio
brasileiro. A bacia Costeira da Norte, onde se encontra o Agreste ou o Sertao

Nordestino, insere a regido com a menor precipitagdo anual.

Figura 5: Regides das Bacias Hidrogréficas Brasileiras (FONTE: ANA, 2002 apud Reboucas, 2006).

Apesar do grande potencial hidrico do Brasil, existem areas muito carentes a
ponto de transforma-lo em um bem limitado as necessidades do homem.
Normalmente, a escassez de agua € muito mais grave em regides onde o
desenvolvimento ocorreu de forma desordenada, provocando a deterioragdo das
aguas disponiveis, devido ao lancamento indiscriminado de esgotos domeésticos,
despejos industriais, agrotéxicos e outros poluentes (MOITA, CUDO, 1991).

Tomando por base o quadro mundial delineado pela Organizacdo das Nacdes



Unidas (ONU) o qual classifica os paises quanto a disponibilidade de recursos
hidricos por m*hab/ano, o Brasil apresenta uma situacdo confortavel. Todos os
estados da regido Norte sdo muito ricos em agua doce e a maioria dos da regiao
Nordeste situa-se na classe regular, entretanto, em nenhum caso se atinge o nivel
de “estresse de agua” inferior a mil m*hab/ano (MARGAT, 1998).

Contudo, segundo Reboucas (2006), analisando a situacdo atual das 24
bacias hidrogréficas na regido Nordeste os problemas de abastecimento de agua,

em escala local, ja atingem uma situacao critica no semi-arido.
3.1.3. Usos da agua doce

A agua doce como “recurso hidrico” desempenha varios papéis na economia
dos paises. As principais formas de consumo da agua ocorrem mundialmente na
agricultura e na pecuaria, cerca de 65% do total. Os outros 35% séo utilizadas, por
exemplo, no abastecimento doméstico e industrial, na producédo de energia elétrica e
para recepcao e transporte de dejetos (SALATI, LEMOS, SALATI, 2006)

A irrigacdo em sistemas agricolas é responsavel pela retirada de 56% da
agua, e o abastecimento animal, por 5% da retirada total. A figura 7 apresenta os
percentuais de retirada de agua por setores usudrios de recursos hidricos no Brasil,
com base nos dados da Agéncia Nacional de Recursos Hidricos (ANA) de 2002.

Figura 7: Porcentagem de retirada de agua pelos setores que a utlizam (FONTE:
Salati, Lemos, Salati, 2006).

A utilizacdo da agua no setor industrial é altamente diversificada, devido as

suas diferentes e andmalas propriedades, estabelecendo uma diversificada gama de



aplicacbes, como: matéria-prima e reagente, solvente de substancias sodlidas,
liguidas e gasosas, lavagem de gases e sélidos para retencdo de materiais contidos
em misturas esses estados, como veiculo de suspensao de materiais em fase solida
e operac0des envolvendo transmisséo de calor entre outras.

Devido o multiplouso o setor industrial gera uma grande quantidade de
rejeitos na forma de efluentes liquidos a cada ano. A disposicdo desses
contaminantes induz alteragdes diversas nos corpos receptores desses dejetos,
todas essas alteracdes provocam impactos ambientais significativos. Assim sendo,
os efluentes industriais devem passar pelos processos de controle e tratamento,
prevencéo e diminuicdo do potencial de contaminacéo e tendo a legislacéo brasileira
como agente controlador (SILVA, KULAY, 2006).

Outros usos séo destinados a agua doce pelo ser humano, embora em escala
menor, como na mineragao, para manutencao do meio urbano de um modo geral, na
navegacdo, aquicultura e, sobretudo nas Ultimas décadas, para o ecoturismo e
apreciacao estética (REBOUCAS, 2006).

O abastecimento de agua e a coleta de esgoto ndo sdo considerados
parametros equiparaveis entre muitos paises nem para as suas populacdes. Na
América Latina e regido do Caribe, a situacao é relativamente melhor do que no
resto do mundo, entretanto a constatacdo que a cobertura de saneamento e
abastecimento diminuiu nas ultimas décadas (de 83 para 73% e de 90 para 88%
respectivamente), quando o esperado pela area de saneamento era que
aumentasse. Isso desenvolve uma situacao preocupante e que possivelmente esteja
associado ao surto de colera em alguns desses paises (HESPANHOL, 2006).

De acordo com esse autor, no Brasil o abastecimento de agua no setor
urbano é de 85% e no rural é de 31%. Com relagédo a cobertura de saneamento, os
dados séo ainda mais preocupantes, 55% para o setor urbano e apenas 3% para as
areas rurais. Outro dado a ser considerado é a disparidade de oferta desses
atendimentos bésicos com relacdo a renda da populagdo. Tanto o abastecimento de
agua quanto a coleta de esgoto, que sdo servigos considerados de responsabilidade
publica, sdo distribuidos de forma desigual. Os servicos de melhor qualidade
destinam-se para a faixa da populacdo com maior poder aquisitivo, como é

demonstrado na tabela 4:



Tabela 4: Porcentagem de demanda brasileira atendida por faixa de renda (FONTE: IBGE, 1991 apud
Hespanhol, 2006)

DEMANDA ATENDIDA POR FAIXA DE RENDA
Faixa de renda Abastecimento de agua Coleta de esgoto
0 a 2 saldrios minimos 68% 41%
Mais de 10 saldrios 99% 81%
minimos

De todo o consumo diario, por pessoa, apenas dois ou trés litros de agua sao
utilizados, em um pais tropical, como bebida ou no preparo de alimentos. Essa
parcela, assim como a agua utilizada para higiene pessoal, € objeto de preocupacéo
guanto a saude publica, sendo os padrbes de qualidade dessa mais rigorosos e sua
utilizacdo, muitas vezes implica na adicdo de substancias benéficas a populacéo,
como por exemplo, a aplicacdo na agua potavel de compostos de flior para
prevencdo da céarie dentaria (BRANCO, AZEVEDO, TUNDISI, 2006).

A qualidade dos corpos d'agua € importante ndo somente para o consumo de
agua potavel pelos seres humanos, mas também pelo fato de todos os organismos
conseguirem viver somente dentro de seus limites de tolerancia, ou seja, entre os
limites inferiores e superiores de uma série de fatores ambientais (ESTEVES, 1998).
Um fator torna-se limitante quando uma varidvel ambiental, ou a combinacdo de
variaveis, encontra-se em niveis sub-6timos e impede os organismos de alcancarem
plenamente seus potenciais biéticos, inibindo suas taxas de crescimento (ODUM,
1988).

3.1.4. Qualidade de agua

Os problemas com relagdo a qualidade da agua sao determinados, em
grande parte, pelas atividades existentes nas bacias hidrograficas. Focos de
poluicdo claramente detectaveis, ou seja pontuais, devem ser monitorados, porém,
esses podem ser ultrapassados em importancia pela poluicdo difusa, ou seja nao
pontual, oriundas por exemplo da agricultura e erosao (TUNDISI, 2000).

Na avaliacdo da qualidade de uma &gua, considera-se a composi¢cdo de uma

amostra cujos constituintes séo referidos em termos de caracteristicas fisicas,



microbiolégicas e quimicas, a depender do objetivo a ser alcancado (REBOUCAS,
2006). A qualidade total pode ser atingir elevados graus de complexidade, como
demonstra a figura 8:

Figura 8: Arvore da qualidade total da agua (FONTE: adaptado de Reboucas, 2006).

A toxicologia, procura identificar as causas e os efeitos nocivos sobre o
individuo, quantificar e conhecer seus efeitos, conhecer os mecanismos de acao e
outros processos que implicam conhecimento do contaminante no organismo e 0sS
fatores que influenciam no seu destino no ambiente (ZAGATTO, 2006).

Segundo esse autor, mais especificamente a Ecotoxicologia foi definida por
Ramade (1997) como ciéncia que tem por objetivo estudar as modalidades de
contaminagdo do ambiente pelos poluentes naturais ou sintéticos, produzidos por
atividades humanas, seus mecanismos de acéo e seus efeitos sobre o conjunto de
seres vivos que habitam a biosfera.

A figura 9 demonstra a interface entre Toxicologia e Ecologia, para

conceituacao da Ecotoxicologia.



Figura 9: Conceituacdo da Ecotoxicologia (FONTE: adaptado de Zagatto, 2006).

Quando se trata da qualidade da agua, essa se relaciona mais ao uso que 0s
homens fazem dela do que propriamente da identificacdo dos niveis de elementos
aos presentes, além de considerar o tipo de recurso hidrico utilizado e o nivel de
intervencdo praticado sobre um determinado recurso hidrico. Assim sendo, o
arcabouco legal e normativo brasileiro adota que a especificacdo de qualidade da
agua deve basear-se em limites toleraveis e/ou aceitaveis da presenca de elementos
estranhos a quimica natural da agua, tendo em vista um particular uso que se
pretenda fazer deste recurso. Isto é, ndo existe uma qualidade Unica a partir da qual
a agua é considerada boa ou inadequada, mas estabelece limites especificos dos
diversos contaminantes para cada uso em particular (TOLEDO e FERREIRA, 2000).

A resolucdo CONAMA 357 de 17 de margo de 2005, define 9 classes de uso
de 4gua, e determina os limites maximos estabelecidos para os contaminantes mais
comuns. As classes e suas destinacdes possiveis sao:

Para aguas doces (aguas com salinidade igual ou inferior a 0,50 %o0.):

1 - Classe Especial - aguas destinadas ao abastecimento doméstico sem
prévia ou com simples desinfeccdo e a preservagdo do equilibrio natural das
comunidades aquaticas.

2 - Classe 1 - 4guas destinadas ao abastecimento domeéstico apos tratamento

Y BN

simplificado, a protecdo das comunidades aquaticas, a recreacdo de contato



primario (natacdo, esqui aquatico e mergulho), a irrigacdo de hortalicas que séo
consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam
ingeridas cruas sem remocgdo de pelicula e a criacdo natural e/ou intensiva
(aquicultura) de espécies destinadas a alimentacdo humana.

3 - Classe 2 - aguas destinadas ao abastecimento doméstico, apoés
tratamento convencional, a protecdo das comunidades aquaticas, a recreacao de
contato primério (esqui aquatico, natagdo e mergulho), a irrigacdo de hortalicas e
plantas frutiferas e a criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies
destinadas a alimentacdo humana.

4 - Classe 3 - aguas destinadas: ao abastecimento doméstico, apdés
tratamento convencional, a irrigacao de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras,
e a dessedentacao de animais.

5 - Classe 4 - 4guas destinadas: a navegacao, a harmonia paisagistica e aos
UsSOS Menos exigentes.

Para aguas salinas (aguas com salinidade igual ou inferior a 0,5 %o0. e 30 %0).

~ - Classe 5 - aguas destinadas: a recreacdo de contato primario, a protecao
das comunidades aquaticas e a criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de
espécies destinadas a alimentagdo humana.

7 - Classe 6 - aguas destinadas: a navegacdo comercial, a harmonia
paisagistica e a recreacdo de contato secundario.

Para 4guas salobras (aguas com salinidade igual ou superior a 30 %0).

8 - Classe 7 - aguas destinadas: a recreacao de contato primario, a protecao
das comunidades aquéticas e a criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de
espécies destinadas a alimentagdo humana.

9 - Classe 8 - aguas destinadas: a navegacdo comercial, a harmonia
paisagistica e a recreacao de contato secundario.

Para efeito dessa resolucéo além da qualificacédo das aguas doces, salobras e
salinas com base nos usos preponderantes, sdo adotadas no artigo 2° as seguintes
definicbes:

Quanto ao enquadramento: estabelecimento do nivel de qualidade a ser
alcancado e/ou mantido em um segmento de corpo d'agua ao longo do tempo.

Quanto a condicdo: qualificacdo do nivel de qualidade apresentado por um
segmento de corpo d'agua, num determinado momento, em termos dos usos

possiveis com seguranca adequada.
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Quanto a efetivacdo do enquadramento: conjunto de medidas necessarias
para colocar e/ou manter a condicdo de um segmento de corpo d'agua em
correspondéncia com a sua classe.

Os padrées de qualidade, segundo a ABNT (NBR 9896/87), sé&o
constituidos por um conjunto de parametros e respectivos limites, como por
exemplo, concentracOes de poluentes, em relacdo aos quais os resultados dos
exames de uma amostra de agua sdo comparados, aquilatando-se a qualidade da
agua para um determinado fim. Os padrdes sdo estabelecidos com base em critérios
cientificos que avaliam o risco para uma dada vitima e o dano causado pela
exposicao a uma dose conhecida de um determinado poluente.

Sobre as classes de qualidade de agua, o Decreto de Lei n.° 236/98 de 1 de
Agosto, do Ministério do Meio Ambiente — Brasil, firma a classificacdo das aguas
superficiais em:

A) Aguas para consumo humano:

Classe Al) Aguas doces superficiais destinadas a producdo de agua para
consumo humano;

Classe A2) Aguas subterraneas destinadas a producdo de éagua para
consumo humano;

Classe A3) Aguas de abastecimento para consumo humano.

B) Aguas para suporte da vida aquicola:

Classe B1) Aguas doces superficiais para fins aquicolas;

Classe B2) Aguas do litoral e salobras para fins aquicolas;

Classe B3) Aguas do litoral e salobras para fins aquicolas.

C) Aguas balneares.

D) Aguas de rega.

Esse decreto também determina esquemas de tratamento de tipos distintos
para as classes de &gua superficiais, a fim de torna-las aptas para o consumo
humano. Séo esses, para:

Classe Al - tratamento fisico e desinfeccéo.

Classe A2 - tratamento fisico e quimico e desinfecc¢éao.

Classe A3 - tratamento fisico, quimico de afinagéo e desinfeccgéo.

Entre as principais fontes de contaminagéo do solo e das aguas subterraneas
podem-se citar os vazamentos em dutos e tanques de armazenamentos

subterraneos de combustivel, atividades de mineracdo e uso de defensivos



agricolas. Outras importantes fontes de contaminacdo sdo 0s esgotos que, has
cidades e nas regides agricolas, sdo lancados no solo diariamente em grande
guantidade, poluindo rios, lagos e lencol freético. Dos contaminantes das aguas
subterraneas os compostos aromaticos, os hidrocarbonetos oxigenados, os ions
metalicos, 0s microorganismos e 0S compostos nitrogenados Sao 0S mais
frequentes. A presenca de compostos nitrogenados também indica o grau de
contaminacgdo e as condi¢des higiénico-sanitarias do aquifero (REBOUCAS, 1996).
O ambiente aquatico ndo é um compartimento de diluicdo infinita da poluicéo
gerada e a superficie da Terra e seus ambientes nada mais sdao do que
compartimentos frageis de matéria viva dos quais depende a existéncia humana.
Portanto, a caracterizacdo adequada e controle dos residuos das atividades
humanas lancados ao ambiente sdo importantes papéis destinados a ciéncia e aos

orgaos competentes de cada pais (LEFF, 2004).

3.1.5. Avida no ambiente aquatico de agua doce

As caracteristicas dominantes dos ambientes aquaticos resultam das
propriedades fisicas da agua, como viscosidade, capacidade térmica alta e
capacidade de atrair e dissolver substancias. A composicéo bidtica dos ambientes
aquéticos também varia de acordo com as caracteristicas e disposi¢do desses sobre
a crosta terrestre, como rios, lagos, oceanos e estuarios.

Os biomas de rios e lagos sdo compostos por agua doce. Os riachos e rios
séo caracterizados por sua forma linear, fluxo unidirecional, vazao oscilante e leitos
instaveis. A vegetacao terrestre que margeia os rios exerce forte influencia sobre a
disponibilidade de recurso para 0s organismos aquaticos. A ecologia de lagos é
definida pela caracteristica relativamente estacionaria da agua, sendo que, alguns
lagos podem apresentar estratificacdo vertical em resposta a temperatura, o que
oferece consequéncias quanto a disponibilidade de oxigénio e nutrientes para as
plantas e animais desses (TOWSEND, BEGON, HARPER, 2006).

Com relacdo a diversidade biol6gica dos ambientes de agua doce, a maior
parte das espécies descritas e estudadas sao vertebrados e invertebrados vetores
de doencas humanas. Dentre os principais grupos de organismos que compdem as
comunidades aquéticas, estdo os virus, as algas, macrofitas, protozoarios, poriferos

(esponjas de agua doce), cnidarios, platelmintos, rotiferos, moluscos, anelideos,



decapodes, custaceos, insetos aquaticos, peixes, anfibios, répteis, passaros e
mamiferos (TUNDISI, TUNDISI, 2008).

Segundo esses autores, as algas sdo um grupo diversificado de organismos
fotoautotroéficos, que podem constituir parte do fitoplancton ou manterem-se presos
ao substrato. Os organismos que compdem o fitoplancton s&o responsaveis por
cerca de 45% da producdo priméria liguida da Terra. Outros organismos
fotoautotréficos de grande importancia nos ambientes limnicos sdo as macroficas
submersas ou emersas, que em regides rasas e iluminadas sao as mais importantes
produtoras de matéria organica.

Os insetos aquaticos e suas larvas sdo encontrados em abundancia nos
ecossistemas limnicos. Muitas dessas larvas possuem adaptacfes morfoldgicas
especiais para resistir a0 movimento da agua, assim, esses organismos possuem
ampla distribuicdo espacial, podendo sobreviver inclusive nas areas de maior
velocidade da corrente de agua em rios e riachos.

Os peixes constituem parte da comunidade nectonica de grande importancia
evolutiva, econbmica e ecoldgica. A interacdo desses organismos com O
ecossistema e biota aquatica ocorre por meio de inter-relacfes alimentares e de
efeitos na composicdo quimica das aguas e nos sedimentos. Os peixes também sao
responsaveis pelo transporte de matéria organica, vertical e horizontalmente, devido
a sua capacidade de deslocamento.

O conjunto de organismos vertebrados, anfibios, répteis, passaros e
mamiferos, tém um papel extremamente importante nos sistemas aquaticos
continentais. A maioria das espécies de anfibios utilizam-se da agua desde os
estagios iniciais, posto que os girinos habitam aguas rasas de rios e lagos. Esses
organismos Tém grande importancia na rede alimentar préximo a interface entre
sistemas aquaticos e terrestres.

A maior parte das espécies de repteis habita aguas rasas e sdo importantes
predadores, tendo papel relevante no controle de populagdes de peixes, pequenos
mamiferos e aves de regides alagadas. Por sua vez, as aves aquaticas
desempenham um papel ecoldgico extraordinario, com efeitos quantitativos e
gualitativos sobre a rede alimentar e na reciclagem de nutrientes.

Muitos mamiferos vivem em &reas proximas a ambientes aquaticos
continentais. Algumas espécies de mamiferos vivem na agua, como castores

roedores, lontras e cetaceos, participando diretamente da reciclagem de alguns



nutrientes, remocao de vegetacdo e controle populacionais que mantém a estrutura
das comunidades desses ambientes equilibrada.

Ainda de acordo com esses autores, 0s organismos e comunidades tém um
papel fundamental nos processos de funcionamento de rios, lagos, represas e areas

alagaveis.

3.2. Algas

As algas séo organismos de natureza variada, ampla distribuicdo e presentes
em praticamente todos os corpos d’agua. Sao talofitos e protistas clorofilados, de
caracteristicas, ecologia e comportamento tao diferentes entre si, que torna inviavel
sua identificagcdo dentro de um unico grupo (RAVEN et al, 2007).

Embora a maioria das algas apresentem tamanho microscoépicos,
correspondendo claramente a microrganismos, algumas formas sdo macroscépicas.
Filogeneticamente, as microalgas sdo compostas de espécies eucaribticas, antigas
ou mais recentes, conforme o periodo em que surgiram no planeta (RAVEN et al.,
2001).

As algas contém clorofila e, consequentemente, exibem coloracéo verde.
Entretanto, alguns tipos de algas n&o séo verdes, exibindo coloracdo vermelha ou
marrom devido a presenca de outros pigmentos como pigmentos tais como
xantofilas, além da clorofila, os quais mascaram a coloracdo verde (MADIGAN,
MARTINKO, PARKER, 2004).

As algas constituem um grupo filogeneticamente heterogéneo, distribuidos em
seis grandes grupos: Clorophytas (algas verdes), Rodophyta (algas vermelhas),
Phaeophyta (algas pardas), Dinoflagellata (dinoflagelados), Euglenophya
(euglendides) e Crysophyta (algas marrom-douradas e diatomaceas) (BICUDO,;
MENEZES, 2006).

Principalmente as algas verdes e em menor extensdo as algas vermelhas,
exibem relacdes relativamente préxima as plantas verdes. Os grupos de algas
marrons e diatomaceas constituem linhagens mais precoces, sendo que menos
derivados ainda estdo os euglendides. Estes estdo filogeneticamente mais
relacionados aos protozoérios flagelados (MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004).
A figura 10 ilustra a arvore filogenética dos organismos demonstrando o ramo

evolutivo dos grupos de algas.



Figura 10: Arvore genética dos seres vivos (FONTE: adaptado de Raven et al, 2007).

A arvore filogenética representada na figura 10 baseia-se nas seqiéncias de
proteinas combinadas para os organismos representados e demonstra a posicéo
das plantas e de varias algas entre os eucariotos, bem como das caracteristicas que
determinam varios clados importantes.

Diversas caracteristicas sao utilizadas para a classificacdo das algas,
incluindo a natureza da (s) clorofila (s) presente (s), os polimeros de reserva de
carbono, a estrutura da parede celular e o tipo de motilidade. Todas as algas contém
clorofila a. Algumas, no entanto, contém outras clorofilas que diferem pouco da
clorofila a, sendo que a presenca dessas que clorofilas adicionais caracteriza um
determinado grupo de algas (MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004).

A clorofila a é a que produz energia quimica na fotossintese, pois pode doar
elétrons como efeito da excitacdo produzida pela energia radiante entre 360 e 700
nm, assim sendo, 0s outros pigmentos como, clorofila b e ¢, carotenoides, xantofilas,
ficocianinas, ficoeritrinas e xicobilinas, sdo acessoérios (REYNOLDS, 1997).

Outra caracteristica empregada na classificacdo dos grupos de algas

corresponde ao polimero de reserva sintetizado como resultado da fotossintese. Por



exemplo, as algas da divisdo Clorophyta produzem amido de forma muito similar as
plantas superiores (MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004).

Segundo esses autores, as algas possuem consideravel diversidade na
estrutura e composicdo quimica de suas paredes celulares. Em muitos casos, a
parede celular € composta por uma rede de fibrilas de celulose, geralmente
modificada pela acdo de outros polissacarideos como pectina, xilanas, mananas,
acidos alginicos ou &cido fucinico. Em algumas algas a parede celular é refor¢cada
pela deposicdo de carbonato de calcio, quitina ou silica ou a parede celular é
ausente.

Os representantes do filo Euglenophyta séo flagelados, com cerca de 900
espécies reconhecidas, sendo que cerca de dois tercos dos géneros sao
heterotroficos e incolores. Os géneros clorofilados, incluindo Euglena, possuem
clorofila a e b e varios carotendides semelhantes as algas verdes, 0 que sugere que
os cloroplastos das euglendfitas derivam de uma alga verde endossimbidtica.

Os dinoflagelados sao intimamente relacionados com os protozodrios ciliados
e com os Apicomplexa, um filo de protozoarios parasitas cujas células contém um
plasto ndo pigmentado. Muitos dinoflagelados sé@o unicelulares biflagelados e cerca
de metade desses ndo possuem aparato fotossintetizante e se alimentam por
absorcdo de compostos organicos ou ingestdo de particulas soélidas. Os que séo
pigmentados possuem clorofila a e c, geralmente mascarada pelos carotendides
incluindo a peritidina, sendo que muitos possuem carapaca expessa para
alimentagéo heterotrofica.

As algas pardas compdem um grupo quase exclusivamente marinho. Alguns
representantes da ordem Laminariales formam bancos extensivos proximos a costa,
conhecidos como kelps. As células dessas algas contém tipicamente plastidios
discoéides marrom-dourado. Além da clorofila a e ¢ os cloroplastos das algas pardas
também contém véarios carotendides, incluindo fucoxantina e o material de reserva
desse grupo € o carboidrato laminarina, o qual fica armazenado nos vacuolos.

As algas representantes do filo Chrysophyta geralmente possuem clorofila a e
C, cuja cor é mascarada pela abundancia de fucoxantina, algumas sdo incolores
sendo que existem poucas formas plasmodiais, filamentosas e parenquimatosas.
Diversas crisoficeas sdo conhecidas por ingerirem bactérias e outras particulas
organicas. Alguns representantes possuem paredes constituidas de fibrilas

celulésicas interligadas que podem estar impregnadas por minerais.



As algas vermelhas (Rodophytas) estdo amplamente distribuidas nos
ambientes aquaticos, sobretudo aguas tropicais e quentes. O cloroplasto dessas
contém ficobilinas que mascaram a cor da clorofila a e confere a cor avermelhada.
Esses pigmentos sdo bem adaptados a absorcdo de luz verde e azul-esverdeada
gue penetra nas aguas profundas, onde as algas vermelhas estdo bem
representadas

As algas verdes podem constituir parte do fitoplancton ou encontrarem-se
presos ao substrato. Habitam uma variada gama de ecossistemas aquaticos
continentais e marinhos, podendo ocupar também habitats como neve fundida,
casca de A&rvores, passeios, como simbiontes nos liquens, protozoarios e

invertebrados, sobre outros organismos (RAVEN et al, 2007).

3.2.1. Filo Chlorophyta

Dentre os grupos de algas com caracteristicas verdes, as Chlorophytas séo
as mais diversificadas, sendo que existem mais de 17000 espécies, na sua maioria
de aguas doces e tem grande importancia com produtores primarios da matéria
organica, também para os ecossistemas regides rasas e iluminadas, macrofitas
submersas ou emersas podem ser 0s produtores primarios mais importantes
(BRUSCA; BRUSCA, 2003).

Estudos recentes das ultra-estruturas celulares das algas envolvendo de
mitose, citocinese e células reprodutivas, possibilitaram informacdes sobre
semelhancas, inclusive moleculares, das diversas espécies de algas, o que
possibilitou um novo agrupamento sistematico das algas verdes dentro de varias
classes, das quais destacam-se as classes: Chlorophyceae, Ulvophyceae e
Charophyceae (RAVEN et al, 2007). A tabela 5 apresenta as principais diferencas

entre essas classes.



Tabela 5: Diferenca entre as trés principais classes de algas verdes (FONTE: adaptado de Raven et

al, 2007)
DIFERENCAS ENTRE AS CLASSES DAS ALGAS VERDES
Classe Charophyceae Chorophyceae Ulvophyceae
Caracteristicas Unicelular, Unicelular, flagelados, Filamentosa,
Gerais filamentosa, coldnias moveis ou parenquimatosa,
parenquimatosa, iméveis, filamentosa, cenocitica
similaridade parenquimatosa
estrutural e
bioquimica

Divisao celular

Ficoplastos ndo

encurtam, formando
fragmoplastos (nova

placa celular),

envoltério nuclear

desintegra

Ficoplastos encurtam-
se, envoltdrio nuclear
ndo desaparece

Ficoplastos ndo
encurtam, porém ao
formam fragmoplastos
e envoltério nuclear
persiste

Flagelos

Células flageladas

assimétricas —

células reprodutivas

(biflagelas)

Células flageladas

Células flageladas,
radial, 2,4 ou + flagelos

Divisdo celular

Meiose zigdtica com

producdo de

Meiose zigdtica com
producdo de zigdsporos

Alternancia de
geracdes com meiose

zigosporos dormentes, espoarica (Unica classe),
dormentes, plasmodemas raramente forma
pirenoides zigdsporos dormentes
Reprodugao Assexual Assexual Assexual
Reprodugao Isogamica, Isogamica, Isogamica,
sexual Oogamica Oogamica,Anisogamica | Oogdmica,Anisogdmica
Ambientes Dulcicolas Dulcicolas, algumas Marinhas

predominantes

marinhas, solos e
madeira

A classe Chlorophyceae inclui uma diversificada morfologia das algas, que
vivem principalmente em aguas doces, embora algumas espécies planctdnicas
unicelulares ocorram em aguas marinhas costeiras. Algumas Chlorophyceae séo
essencialmente terrestres, ocorrendo na neve, madeira ou solo.

As Ulvophyceae séo principalmente marinhas, porém alguns representantes
ocorrem em aguas doces, tendo provavelmente migrado do habitat marinho, no
passado. Os organismos dessa classe podem ser filamentosas ou laminares e ainda
macroscopicas e multinucleadas. Os representantes da classe Charophyceae
consistem em géneros unicelulares, coloniais, flamentosos e parenquimatosos e se
assemelham estrutural, bioquimica e geneticamente as bridfitas e plantas vasculares
(RAVEN et al., 2007).



Tundisi e Tundisi (2008) salientam que a reproducdo em clordéfitas (algas
verdes) é bastante variada, ocorrendo espécies com ciclos de vida haplodiplontes
(isomorficos ou heteromorficos) e haplontes. Em condi¢des favoraveis, normalmente
ocorre a reproducdo assexuada por fragmentacdo e quando as condicfes sao
desfavoraveis ocorre a reproducéo sexuada.

Segundo Raven et al (2007), os microrganismos fotossintetizantes possuem
funcdo ecologica semelhante a das plantas, isto é, sdo produtores primarios que
utilizam energia luminosa para fazer seu proprio alimento.

No ambiente limnico, agua de interiores, os principais produtores primarios
sdo algas, macrofitas aquéticas e algumas espécies de bactérias. Uma parte da
producéo total (producéo primaria bruta) destes organismos é gasta na manutencéo
de seu proprio metabolismo enquanto a outra parte é transformada em biomassa
(producédo primaria liquida), que constitui a fonte de energia para as cadeias
alimentares de todo o ecossistema (ESTEVES, 1988).

O plancton animal (plancton heterotréfico ou zooplacton), assim como alguns
pequenos peixes, nutrem-se do fitoplancton, desta forma, as algas plancténicas ou
fitoplancton constituem o inicio da cadeia alimentar para todos 0s organismos
heterotroficos que habitam os oceanos (RAVEN et al, 2007). Além disso, dentro
desses ambientes aquaticos as microalgas desempenham um papel relevante sendo
responsaveis por mais da metade da atividade fotossintética de toda Terra
(PELEGRIN, 2004).

O fitoplancton que é frequientemente chamado “grande pasto maritimo", pode
ser comparado aos campos terrestres, servindo como fonte de alimento para
organismos heterotréficos (RAVEN et al, 2007).

Outro ponto de relevancia ecoldgica é a producdo de oxigénio dos seres
fotoautotroficos que oxida a atmosfera do Planeta e fixa o CO, da atmosfera e da
agua, sendo considerada uma importante fonte de sumidouro “sink” de carbono da
biosfera. Dentre esses grupos deve-se destacar a importancia ecoldgica, evolutiva e
bioguimica as Chlorophyta ou algas verdes (TUNDISI, TUNDISI, 2008).

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos o crescimento de uma
populacdo de microalgas é resultado da interacdo entre fatores biolégicos, quimicos
e fisicos (FALKOWSKI, RAVEN, 1997). Os fatores biol6gicos estdo relacionados as
préprias taxas metabdlicas da espécie cultivada, bem como com a possivel

influéncia de organismos contaminantes. Quanto aos fatores fisico-quimicos que



afetam o crescimento das microalgas séo principalmente reportados estudos sobre
luz, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (RICHMOND, 2004).

3.2.2. Pseudokirchneriella subcapitata

Dentre as algas verdes encontra-se a espécie Pseudokirchneriella
subcapitata, anteriormente denominada Selenastrum capricornutum. Esta espécie €
frequntemente utilizada para avaliacdo de toxicidade de amostras de aguas
superficiais (REYNOLDS et al, 1975).

P. subcapitata € uma alga unicelular, com um Gnico cloroplasto longo e cor
verde brilhante devido a presenca de clorofila a e b. E encontrada em agrupamentos
de 4 a 16 individuos e mais raramente sozinhas, reproduz-se assexuadamente
através de auto-esporos, reproduzindo pequenas réplicas da célula méde (BICUDO,
MENEZES, 2006).

Segundo Reynolds et al. (1975), as condicbes ambientais necessarias para o
crescimento dessa espécie incluem, aguas com baixa salinidade e com boa
guantidade de oxigénio e luz, ndo necessita de ambiente nutricionalmente rico, mas
a presenca de fosforo e nitrogénio é importante, sendo que a presenca de minerais
como o silicio, ferro e cobre pode limitar o crescimento dessas e a temperatura
Otima de 24°C.

Caracteristicas como a capacidade de se dividir de maneira uniforme e baixa
aderéncia as superficies, caracterizam a P. subcapitata como bons indicadores
bioldgicos para ensaios de toxicidade (PEREIRA, CEREJEIRA, 2007).

Para o cultivo em laboratério da P. subicapitata é recomendavel seguir as
condicOes de teste de toxicidade descritas na tabela 6.



Tabela 6: Condi¢des de teste de toxicidade com P. subcapitata (FONTE: adaptado de ABNT, 2005
apud Aragao e Araujo, 2006)

CONDICOES-TESTE PARA Pseudokirchneriella subcapitata

Sistema de teste Estatico
Duragao 96 horas

Temperatura 25 +/-2

Qualidade de luz Luz fria
Intensidade luminosa >4500 lux

Fotoperiodo

Luz continua

Tamanho do frasco-teste <500 mL
Volume da solugdo-teste >100 mL
Renovagao da solugdo-teste Nao

Idade do organismo

Em fase exponencial de crescimento

N° inicial de organismo/réplica

10.000 células/mL

N° réplicas/concentracdo 3
N° de solugdes-teste 5 ou 6 e controle
Fator de diluigao 0,30u0,5
Agitacdo dos frascos-teste 100a 175 rpm
Aeracao da solugao-teste Nao

Critério de avaliagdo de efeito

Inibicao da reproducao

3.2.3. Algas como bioindicadores de qualidade ambiental

Os bioindicadores sdo organismos extremamente sensiveis a algum tipo de
poluicdo e se alteram consideravelmente na presenca de elementos poluentes.
Dessa forma, permitem a analise do grau de poluicdo de um determinado lugar, seja
no meio aéreo, aquatico ou terrestre, avaliando a condicdo de existéncia e as
conseqUéncias diretas da poluicdo sobre os seres vivos ali existentes, pela taxa de
incidéncia, pelo acumulo de substancias toxicas, e a ocorréncia de doencas desse
organismo (ANTUNES, 1997).

A resposta biologica a agressdes ao ambiente pode ser evidenciada em todos
0s niveis de organizacdo, desde ecossistemas, comunidades e populacdes até
organismos e compartimentos subcelulares ou reaces bioquimicas intracelulares.
Entretanto, para os primeiros as analises sdo mais dificeis de ser elucidadas devido
a fatores como o grande numero de varidveis envolvidas e o tempo maior para
obtencdo de respostas. Portanto, a forma de minimizar as dificuldades de

prognéstico é utilizar testes ecotoxicoldgicos que fornecam respostas para



organismos (NASCIMENTO, PEREIRA, LEITE, 2006).

Para os testes de toxicidades com bioindicadores, a escolha, bem como a
manutencdo e cultivo do organismo é tdo importante quanto os métodos de
avaliacdo da poluicédo sobre esses (DOMINGUES, BERTOLETTI, 2006).

Segundo esses autores, para 0s bioensaios em ambiente aquatico o organismo
a ser utilizado nos testes deve ter relevante representatividade para o ambiente a ser
analisado e devem pertencer a certos grupos taxonomicos representativos. Essa
representatividade pode-se guiar, por exemplo, considerando-se o nivel hierarquico
da cadeia tréfica que se deseja avaliar o impacto do poluente. Para o nivel trofico
dos produtores primarios recomendam-se 0s grupos taxondémicos das algas,
macrofitas e bactérias autotrofas.

Algumas espécies de algas sdo utilizadas na avaliagdo da qualidade dos
sistemas aquaticos. Baseado nos géneros de algas presentes, quanto menos
diversificada a populacdo, maior a poluicdo do sistema. Outro aspecto esta
relacionado a capacidade em retirar elementos quimicos do meio aquoso, 0 que
sugere a utilizacdo de algumas espécies de algas na recuperacdo de sistemas
aguaticos, em especial quanto a presenca de ions metalicos e de alguns compostos
organicos. Finalmente, mais recentemente tem sido avaliado o uso das algas como
"reagentes quimicos", em processos adsortivos de pré-concentracdo avaliados pela
guimica analitica (VIDOTTI, ROLLEMBERG, 2004).

Existem métodos de determinacdo da presenca e intensidade de poluicdo
organica, toxica, salina, entre outros, em aguas, baseados exclusivamente na
presenca de algas diatomaceas e algas verdes. Nessas determinacdes, sao
utilizados com mais freqiéncia os dados referentes ao numero de individuos
encontrados na agua, do que, propriamente, as espécies, uma vez que estas se

apresentam altamente diversificadas em aguas isentas de dejetos (BRANCO, 2002).

3.3. Agricultura convencional

O uso de agentes quimicos na agricultura é um dos principios consolidados
com a Segunda Revolucédo Agricola e a Revolugao Verde. Os modos de producao
calcados nesses principios constituem a chamada “agricultura convencional” ou
“agricultura classica”, a qual é praticada em larga escala no mundo ocidental
(EHLERS, 1996).



Segundo esse autor, para se entender 0os processos atuais da “agricultura
convencional” é preciso pensé-la como sendo o resultado das transformacdes, na
forma de cultivar a terra iniciadas pelo ser humano ha milhares de anos. No fim do
século XIX e inicio do século XX, as descobertas cientificas e tecnolégicas (como 0s
fertilizantes quimicos, o melhoramento genético das plantas e os motores a
combustéo interna), resultaram na Segunda Revolugdo Agricola, marcada por um
padrdo de producdo quimico, motomecanico e genético, padrdo que foi intensificado
no fim da Segunda Guerra Mundial e amplamente difundido, sobretudo para os
paises em desenvolvimento, culminando na década de 70 na dita Revolucéo Verde.

A agricultura moderna convencional implica em problemas graves como a
perda de biodiversidade, que atinge formas extremas de monocultura. A
biodiversidade desempenha diversos servicos ecoldgicos, nos sistemas agricolas
sendo, portanto fundamental para a sua manutencéo, restauracao e seu incremento
na paisagem agricola. Como exemplo desses servi¢os, pode-se citar a manutencao
do micro-clima local, a ciclagem de nutrientes e a reversao de contaminagcéo por
substancias quimicas nocivas. Quando esses servicos sdo perdidos por
simplificacdo da biodiversidade, os custos ecolégicos e econdmicos sao bastante
significativos (ALTIERE, 2002).

Sd0 muitas as maneiras, segundo Gliessmam (2001), pelas quais a
agricultura convencional afeta a produtividade ecologica futura, destacando-se:

- degradacéao do solo: pode envolver salinizagdo, alagamento, compactacéo,
contaminacgdao por pesticidas quimicos, perda de fertilidade e eroséo;

- desperdicio e uso exagerado de agua: a agricultura é responsavel por quase
dois tercos do uso global de agua,;

- poluicdo aquética: por agrotoxicos (inclusive herbicidas), fertilizantes
(eutrofizacéo) e sedimentos (assoreamento);

- a perda de controle local, pelas comunidades rurais, sobre a producao
agricola, provocada pela incapacidade de reacdo da agricultura familiar frente a
agricultura industrial;

- a dependéncia de insumos externos;

- perda de diversidade genética: a base genética da maioria das plantas
cultivadas torna-se cada vez mais uniforme.

O argumento convencional em favor dos métodos da agricultura moderna é

gue eles constituem a Unica maneira eficiente de resolver o problema da fome



mundial e da alimentacdo das massas que ainda estdo por vir, mas isto é
absolutamente correto, uma vez que o0 maior problema com relacdo ao
abastecimento de alimento estd mais na ma distribuicdo deste do que na sua
producao em si (LUTZENBERGER, 1998).

Segundo esse autor, o problema fundamental com a agricultura moderna é
gue ela ndo é sustentavel. Mesmo se fosse tdo produtiva quanto € afirmado, o
desastre seria apenas postergado e seria entdo muito pior. Para alimentar a
populacdo mundial em longo prazo, torna-se necessario o desenvolvimento de
métodos de producao agricola nos moldes da sustentabilidade.

A agricultura moderna obtém sucesso exaurindo o solo e substituindo a
fertilidade perdida por nutrientes sintetizados industrialmente. Fertilizantes
comerciais, tais como fosfatos, provém de minas que estardo brevemente
esgotadas, tém-se também que a extracao e sintese desses compostos consomem
enormes quantidades de energia, principalmente energia de combustiveis fésseis e
hidroelétricas. Todos 0s outros insumos, tais como a sintese dos agrotéxicos e a
cada vez mais pesada maquinaria, sdo também grandes consumidores de energia.

As grandes areas de monocultura no Brasil foram um implemento do
colonialismo. Os poderes coloniais ndo podiam extrair do campesinato tradicional
com suas safras altamente diversificadas, para a subsisténcia e direcionadas para
0s mercados regionais e locais, as grandes quantidades de algodao, acucar, cafe,
cha, cacau e outros, que eram desejadas. Isto conduziu a marginalizacdo dos
produtores de subsisténcias e também esteve na raiz do trafico de escravos da
Africa para as Américas.

Entretanto, a grande transformacdo da agricultura brasileira aconteceu no
processo de modernizagcdo, nos anos 60 e 70, caracterizado como excludente e
parcial, por ter gerado um modelo dual de producéo, situacdo refletida na atualidade
do mundo rural brasileiro e com perspectivas de agravamento diante do processo de
globalizacdo (AGRA, SANTOS, 2000).

3.3.1. Agentes quimicos utilizados na agricultura
No ambito da América Latina, o Brasil desponta como o maior consumidor de

agrotoxicos, sendo o seu consumo estimado em 50% da quantidade comercializada

para a regidao (GARCIA, 1997). Estima-se que cerca de 2,5 a 3 milhdes de toneladas



de agrotoxicos sdo utilizados a cada ano na agricultura, sendo que, atualmente o
Brasil ocupa o quarto lugar no “ranking” mundial dos consumidores de agrotoxicos
(MOREIRA et al, 2002).

Os agrotoxicos sao divididos em diferentes classes, dentre as quais pode-se
citar herbicidas, fungicidas, acaricidas, algicidas, larvicidas e inseticidas, sendo que
esses possuem as funcdes de elevar a producéo, melhor a qualidade dos produtos e
a reduzir o trabalho e os gastos com energia (COUTINHO et al., 2005).

Os pesticidas ou agrotéxicos, podem ser de origem organica ou organo-
sintético. O modo de acdo das substancias organicas inseticidas ocorre da seguinte
maneira: ao entrar em contato com a parte externa do animal, este penetra e atinge
suas terminagcbes nervosas, comprometendo a transmissdo dos impulsos das
sinapses causando paralisia quase instantanea, seguida de morte. Esses sado
chamados de inseticida de acdo de contato. Por outro lado, por substancia toxica
como, por exemplo, o acido bérico que para matar baratas precisa ser ingerido por
estas o mecanismo € outro (BRANCO, 1990).

Quanto aos compostos organo-sintéticos, esses se subdividem em clorados,
cloro-fosforados, fosforados, carbamatos e fumigantes (FORNARI, 2002):

- Clorados ou Organoclorados:

Grupo quimico dos agrotoxicos compostos por um hidrocarboneto clorado que
pOSSuUi um ou mais anéis aromaticos, ou mesmo ciclico saturado. Em relacdo aos
outros organo-sintéticos, os clorados sdo menos toxicos (em termos de toxidade
aguda), mas sédo também mais persistentes no corpo e no meio-ambiente, podendo
causar efeitos patologicos no longo prazo.

O agrotéxico organoclorado atua no sistema nervoso, interferindo na troca
ibnica que caracteriza a transmissao do impulso nervoso nas sinapses. Um exemplo
deste grupo é o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano).

- Cloro-fosforados:

Grupo quimico dos venenos compostos por um éstere de acido fosférico (ou
tionofosfoérico), ditiofosforico e fosfénico (ou tionofosfénico), que em um dos radicais
esterificados possui um ou mais atomos de cloro. Possuem toxidez aguda
semelhante a dos fosforados em geral, sendo, como éster, degradados rapidamente
e ndo se acumulando nos tecidos gordurosos. Atua sobre a colinesterase (enzima de
fundamental atuagao no sistema nervoso) nas sinapses nervosas.

- Fosforados ou Organofosforados:



Grupo quimico dos venenos compostos por em éstere de &cido fosférico (ou
tionofosférico), tiolofosférico,  ditiofosforico,  fosfénico, tionofosfénico  (ou
ditiofosfénico). Atua inibindo a colinesterase nas sinopses nervosas. O problema dos
organofosforados € que esta enzima responsavel pelos impulsos nervosos no
cérebro esta presente em todos os animais, incluindo o ser humano. Ou seja, em
relacdo aos agrotoxicos clorados e carbamatos, os organofosforados sdo mais
toxicos para diversas espécies de seres vivos. E, embora sejam degradados mais
rapidamente no meio ambiente, possuem a desvantagem de serem mais sollveis,
ou seja, uma vez aplicados, mais facilmente sdo arrastados pelas aguas da chuva
para os rios, podendo atingir peixes e outros organismos aquaticos. Exemplos de
alguns produtos deste grupo - Clorpirifés, Coumafds, Diazinon, Diclorvos (DDVP),
Fenitrotion, Fenthion, Supona (Clorfenvinfos) e Triclorfon (Metrifonato).

- Carbamatos:

Grupo quimico dos venenos compostos por ésteres de acido metilcarbdnico
ou dimetilcarbdnico. Em relacé&o aos pesticidas organoclorados e organofosforados,
0s carbamatos sdo considerados de toxidade aguda média, sendo degradados
rapidamente e ndo se acumulando nos tecidos gordurosos. Os carbamatos atuam
inibindo a colinesterase em sinopses nervosas, e muitos destes produtos ja foram
proibidos em varios paises em virtude de seu efeito altamente cancerigeno. Alguns
exemplos - Carbaril, Propoxur, Aldicarb e Carbofuran.

- Fumigantes:

Substancia quimica ou mistura de substancias apresentando propriedade de
volatilizacédo e capazes de exterminar insetos ou roedores, devendo ser utilizada em
ambientes que possam ser fechados, de maneira a reter o produto resultante da
fumigacéo.

Quanto ao grau de toxicidade desses produtos, ele e subdivido em 04 classes
toxicologicas (PLANETA ORGANICO, 2005):

Classe | (Rétulo Vermelho):

Neste grupo estdo as substancias ou compostos quimicos sdo considerados
"altamente toxicos" para o ser humano. Exemplo: grupo dos clorados (DDT e BHC);

Classe Il (R6tulo Amarelo):

Este grupo é considerado "medianamente toxico" para o ser humano.
Exemplo: grupo dos carbamatos;

Classe lll (Rétulo Azul):



Os produtos desta classe séo classificados em "pouco téxico" para o ser
humano. Exemplo: grupo dos organofosforados;

Classe IV (Rétulo Verde):

Esta classe € considerada "praticamente ndo-toxica" para o ser humano.
Neste grupo estéo os piretroides.

Os insumos agricolas, de modo geral, atingem o objetivo producdo de
alimentos em larga escala, entretanto, o uso indiscriminado e pouco criterioso de
agrotoxicos trouxe e continua trazendo problemas muitos sérios para o ambiente e
para a saude humana (COUTINHO et al., 2005).

Os dados estatisticos da Associacdo Nacional de Defensivos Agricolas
(ANDEF) mostram que o uso de pesticidas dobrou de volume na década de 90,

sendo que os herbicidas representam cerca de 85% desse aumento (SILVA,1999).

3.3.2. Herbicidas

Os herbicidas como as demais substancias organicas, de modo geral, sdo
decompostas devido a acdo microbiana que, por meio de uma cisdo, consegue
transforma-las em moléculas com uma cadeia, normalmente, composta por trés
atomos (ADAM; HAGLER; HAGLER, 1991). Entretanto, segundo Lorenzo et al.
(2009), os herbicidas sdo um dos compostos mais resistentes ao metabolismo
microbiano.

Além da capacidade biodegradativa desses agentes, outros pontos s&o
relevantes na analise dos impactos ao ambiente, como a mobilidade desse agente
no solo.

De acordo com Cruciani el al. (1996), a mobilidade no solo é especialmente
importante no caso dos herbicidas, posto que estes sdo aplicados diretamente ao
mesmo. A mobilidade de um agente quimico no solo é dependente de uma série de
fatores ligados as caracteristicas do solo, ao ambiente e a caracteristicas do préprio
produto quimico aplicado. Com relacdo aos herbicidas, a dose aplicada, a
solubilidade em &gua e as caracteristicas quimicas do produto que condicionam a
adsortividade da molécula as particulas coloidais do solo determinam a maior ou
menor mobilidade do produto no solo.

Ainda de acordo com esses autores, 0 ambiente condiciona a movimentagéo

do herbicida no solo mediante a temperatura e, principalmente, da quantidade de



chuva apés a aplicacdo do herbicida. No solo € importante destacar a textura, a
drenagem e o teor de matéria organica que define a capacidade adsortiva do
mesmo, assim, tem — se que quanto maior a capacidade de adsor¢dao de um solo,
menor é sua mobilidade.

Sendo assim, os sistemas de drenagem subterrdnea, a mobilidade dos
agentes no solo, o transporte, o arraste superficial e infiltracdo desses, levam a
consequente contaminacao de 4guas subterraneas e das drenagens.

Com relacdo as plantas aquaticas flutuantes consideradas daninhas, como
aguapé (Eichhornia crassipes), alface-d'agua (Pistia stratiotes) e salvinia (Salvinia
auriculata), alguns herbicidas estdo sendo desenvolvidos para o controle dessas
plantas, entretanto, esses produtos devem ser amplamente estudados, uma vez que

se reporta a um ecossistema diferenciado (CARVALHO et al., 2005).

3.3.3. Glifosato

Atualmente, o herbicida glifosato (N-(fosfonometil)glicina), considerado como
nao-seletivo, sistémico, pos-emergente, representa 60% de consumo no mercado
mundial de herbicidas dessa classe de produto, ou seja, aqueles que matam todo
tipo de planta com a qual entrem em contato (AMARANTE Jr. et al. 2002). De
acordo com esses autores, o glifosato € o herbicida, com essas caracteristicas, mais
consumido no Europa e amplamente utilizado nas lavouras de soja do Brasil, sendo
fabricado e ofertado sob véarias marcas, das quais o mais comercializado é o
Roundup® da Monsanto.

O representante do grupo dos aminoacidos fosforados mais importante é o
glifosato, e este foi sintetizado a partir da substituicdo de um hidrogénio aminico do
aminoacido glicina pelo radical metilfosfénico (COUTINHO et al., 2005). O glifosato é
usado para alterar diferentes processos bioquimicos vitais em plantas, como a
biossintese de aminoacidos aromaticos, proteinas e acidos nucléicos (GLASS,
1984).

De acordo com Camargo (1986) o herbicida glifosato apresenta-se como
concentrado emulsionavel com 480 gramas de ingrediente ativo por litro (g i.a./L), a
solubilidade na 4gua € de 10000 ppm a 25°C, esta na classe toxicolégica Il (pouco

toxico) e possui a seguinte formula estrutural representada pela figura 11:



Figura 11: Férmula estrutural do glifosato.

Nas condicdes ambientes, tanto o glifosato, quanto seus sais sdo soélidos
cristalinos muito solGveis em agua e quase insoluveis em solventes organicos, outra
caracteristica € a elevada polaridade de suas moléculas e grande tendéncia de
formar espécies ibnicas (CAMARGO, 1986).

De acordo com esse autor, o glifosato funde a 200 °C, possui densidade
aparente de 0,5 g/cm® e apresenta razoavel estabilidade em presenca de luz,
inclusive em temperaturas superiores a 60 °C.

O glifosato tende a ser inativo em contato com solo, desde que seja por este
adsorvido. O composto livre no solo é degradado rapidamente a di6xido de carbono,
pela atividade microbiana, enquanto que o glifosato adsorvido é degradado mais
lentamente, ou ndo degradado, persistindo inativo durante anos e tem sido
relacionado a inibicao da fixacdo anaerdbia de nitrogénio no solo.

Devido a rapida adsor¢cdo no solo, o glifosato ndo € facilmente lixiviado,
diminuindo a possibilidade de contaminacdo em aguas subterraneas. No caso do
uso em agua, o glifosato pode ser adsorvido pelos sedimentos, podendo ser
carregado por estes. Esta particdo € normalmente rapida e ocorre dentro de 14 dias,
ocasionando um processo natural de degradacdo bem mais lento, o qual pode
seguir duas rotas: a transformacéo do glifosato em sarcosina por acdo da bactéria
Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges ou na transformagao do
glifosato em &cido aminometilfosfénico (AMPA), pelas bactérias Anthrobactor
atrocyanous e Flavobacorium sp (ARAUJO, 2002; AMARANTE Jr. et al. 2002).

Segundo esses autores, a aplicacado desse produto pode resultar na presenca

de residuos, tanto de glifosato quanto de seu metabdlito, o acido



aminometilfosfénico, que séo transferidos para os produtos da colheita e em animais
gue os utilizam como alimento, inclusive o homem.

No ambiente, as maiores concentragcbes de ambos o0s compostos deixam
vestigios no solo, sendo que o tempo de meia-vida do glifosato no solo pode variar
de dias até anos, dependendo do tipo de solo e dos microrganismos presentes
(COUTINHO et al., 2005). A ocorréncia de glifosato em agua subterranea é possivel
de ser detectada, e a aplicacdo direta como herbicida em 4guas superficiais pode
ser responsavel pela presenca de glifosato em agua disponivel para consumo
humano (AMARANTE Jr. et al. 2002).

A figura 12 ilustra a transformacao estrutural quimica do glifosato em AMPA:
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Figura 12: Transformac&o do glifosato em acido aminometilfosfénico. (Fonte: Amarante Jr et

al. , 2002).



No ambiente, as maiores concentracdes de glifosato e de AMPA sdao
encontradas no solo. A presenca de glifosato em dguas subterréaneas ja foi citada no
estado do Texas, EUA em 1989, mas a concentragcdao medida nao foi especificada
(AMARANTE Jr. et al. 2002).

Entretanto, o uso isolado ou combinado do glifosato para controle de plantas
aquéticas daninhas vem sendo empregado e mostra-se eficiente para tal, como
representado no estudo de Carvalho et al. (2002). Alguns herbicidas sédo autorizados
para controle de plantas aquaticas invasoras em lagoas e canais. No entanto, o
préprio manuseio e uso de herbicidas em éareas aquaticas sdo especialmente
criticadas, pois derramamentos acidentais e superdosagens podem matar ou
diminuir a populacdo de peixes ou ainda, causar outros danos ao ambiente
(JIRAUNGKOORSKUL et al., 2003). No Brasil ndo existe nenhum herbicida a base
de glifosato que esteja registrado no Ministério da Agricultura para utilizagdo no
combate a plantas aquaticas invasoras, porém em varios paises o uso do glifosato
para esta finalidade € permitido.

As taxas de aplicacdo recomendadas para aplicacdo do glifosato néo
excedem 5,8kg de ingrediente ativo por hectare e sdo dependentes do tipo de uso. A
exposicdo ambiental pode ocorrer por causa da deposicdo devido a deriva e
lancamento acidental (WHO, 1994). Com a implementacdo dos transgénicos,
resistentes a herbicidas, o glifosato tornou-se produto imprescindivel para a
agricultura. Na Argentina o consumo era de 1 milhao de litros no inicio dos anos 90 e
saltou para 150 milh&es de litros até 2005.

No Brasil, as estimativas sdo de que 0s organismos geneticamente
modificados (OGMs) poderdo ocupar de 50% a 60% das lavouras de soja,
resultando num consumo 46% maior de glifosato, chegando a 190 milh&es de litros
por ano. O consumo de herbicidas nas lavouras de soja transgénica nos Estados
Unidos também tem aumentado: em 1996 eram consumidos 154 gramas de
herbicida por hectare nas lavouras transgénicas e em 2004 o consumo alcangou 265
gramas/ha (CUNHA, 2005). A dosagem recomendada de glifosato para aplicacdo em
campo depende do tipo da plantacdo (ALMEIDA e RODRIGUES, 1985) e das
espécies mais tolerantes presentes na area, podendo variar de 0,48 a 2,88 kg de i.a
/ha-1 (MAIA, 2003).

Entre os contaminantes aquaticos decorrentes das atividades antropogénicas,

0S agrotdéxicos sdo 0s mais perigosos, justamente pelo fato de terem sido



concebidos para eliminar alguma forma de vida e por isso atingirem também de
modo letal espécies ndo-alvo. Muitas vezes, mesmo em concentragfes aquaticas
nao letais, afetam a estrutura e a fungdo das comunidades naturais. Na agua, os
agrotoxicos provocam impactos em multiplos niveis, incluindo moléculas, tecidos,

orgaos, individuos, populacées e comunidades (GRISOLIA, 2005).

3.4. Impactos ambientais do uso de insumos agricolas

Historicamente, foi considerado implicita ou explicitamente, que os produtos
guimicos lancados ao ambiente seriam assimilados pelos mesmos, de forma que ou
o0 sistema natural os transformaria em substancias de ocorréncia natural, ndo
prejudiciais, ou os produtos quimicos seriam diluidos em tal extensdo que nao
poderiam ser atribuidos aos mesmos quaisquer riscos para a vida (BAIRD, 2004).

Entretanto, segundo esse autor, nas décadas de 60 e 70 ficou comprovado
gue alguns desses produtos, como o0s organoclorados séo persistentes no meio, ou
seja, ndo sao assimilados ou degradados pela acdo de luz, agua, ar ou
microrganismos. Outra constatacdo é que alguns produtos produzem subprodutos
apos a degradacdo igualmente toxicos, assim como antes da degradacdo os
produtos quimicos ou seus subprodutos oferecem riscos a afetam tanto o equilibrio
ecoldgico do meio quanto saude humana.

No caso dos inseticidas organoclorados, os problemas casados por esses séo
particularmente graves devido a sua caracteristica biomagnificadora. A
biomagnificacdo acontece quando um pesticida esta presente em um organismo que
se torna presa de outro e o predador ndo consegue excretar o pesticida, assim esse
ultimo se acumula no corpo do predador e assim sucessivamente na cadeia trofica
(TOWNSEND, BEGON, HARPER, 2010). A figura 13 demonstra o efeito da

biomagficac@o na cadeia alimentar marinha no ambiente artico.



Figura 13: Esquema da bioacumulacao de pesticidas na cadeia tréfica (FONTE: Towsend, Begon,
Harper, 2010).

Em geral, os pesticidas sdo aplicados para controlar pragas especificas em
locais e tempos especificos, entretanto grande parte deles pode ser tOxica para
muito mais espécies do que apenas aquela desejada. Quando esses pesticidas tém
a propriedade de se deslocar para além das areas-alvo e persistem no ambiente
além do tempo desejado o0s problemas causados por esses agravam-se
(TOWNSEND, BEGON, HARPER, 2010).

De acordo com esses autores, por meio do crescente desenvolvimento
agricola, ecossistemas em todo o mundo tém sofrido significativas ameagas. Tendo
em vista 0s processos ecologicos, pode-se apontar os problemas atuais que 0s
ameacam oriundos da agricultura moderna: impactos associados a erosao dos
solos, insustentabilidade de suprimentos hidricos, salinizacdo e desertificacéo,

excesso de nutrientes vegetais dirigidos para os cursos d’dgua e a poluicdo por



pesticidas quimicos.

As projecdes seguindo esse modelo sugerem que os problemas iréo tornar-se
mais graves nos proximos 50 anos, com alto risco previsto a biodiversidade, em
especial porque 0s maiores aumentos populacionais sdo previstos para areas

tropicais ricas em espécies. A figura 14 ilustra essas previsoes.

Figura 14: Previsédo da perda de biodiversidade pelo emprego de técnicas agricolas vaiadas pela

agricultura convencional (FONTE: Towsend, Begon, Harper, 2010).

Em geral, quanto maior a concentracado de pesticidas e mais longo o tempo de
exposicao, maiores as chances dos impactos negativos atingirem niveis superiores
de organizacao biolégica, como comunidades e ecossistemas. Se um estresse dura
tempo suficiente para levar a morte uma populacdo de organismos, afetando as
taxas de crescimento e de reproducdo e impedindo o recrutamento de novas
espécies, ela é entdo capaz de alterar a estrutura da comunidade. Os efeitos dos
contaminantes em niveis de organizacdo bioldégica mais baixos, por exemplo,
respostas moleculares e bioquimicas ocorrem mais rapidamente, além do que a
especificidade das respostas e nossa compreensdo sobre os efeitos dos
contaminantes sdo geralmente maiores nos niveis mais baixos de organizagao.
Geralmente, os efeitos em tais niveis podem ser diretamente ligados a exposicao
aos agentes contaminantes, assim sendo, a presenca de residuos quimicos e
metabolitos sdo indicadores diretos da disponibilidade de contaminantes para os
organismos (ARIAS et al., 2006).



Os bioensaios de toxicidade para ambiente aquéatico podem indicar duas
situacdes que refletem a inter-relacdo entre as espécies, uma delas manifesta um
disturbio que pode ser restrito a apenas um grupo taxonémico, sem consequéncia
aos demais. Outra situacdo pode ser o crescimento excessivo de determinado
grupo, em funcdo da auséncia de outro afetado pelo agente quimico poluente
causando uma desestruturagdo na comunidade do ambiente (DOMINGUES,
BERTOLETTI, 2006).

3.5. Agricultura “sustentavel” — uma alternativa ao modo de produgao

convencional

Os projetos de capitalizacdo do campo, afirmados com a Revolucédo Verde e
reafirmados a partir da década de 80 com os cultivos transgénicos foram incapazes
de respeitar o valor dos recursos naturais, culturais e humanos do meio rural,
levando a uma sobreproducdo e a um subconsumo de produtos alimenticios, com
efeitos devastadores em termos de perdas de fertilidade dos solos, salinizacado e
erosado das terras. Sendo possivel caracterizar como produto desse processo, ainda
segundo esse autor, a diferenciacdo social e a miséria dos pequenos produtores
rurais, geradas pelas empresas agroindustriais intensivas em capital e em insumos
hibridos e energéticos (GARCIA, 1988).

Reconhecendo que a conversdo do uso do solo para o desenvolvimento
dessa agricultura comercial juntamente com a pecuaria extensiva foi a principal
causa do desmatamento, bem como da erosdo da fertilidade de diferentes
ecossistemas, surge a necessidade de reorientar as estratégias de recuperacgéo e de
uso sustentavel do solo, baseada no manejo multiplo e integrado dos recursos
naturais (LEFF, 2002).

A década de 90 foi marcada pela Eco-92 (Conferéncia das Nacdes Unidas
para o Meio Ambiente e Desenvolvimento) e pelos valores e conceitos lancados ou
reafirmados por essa, como: cidadania planetaria e responsabilidade global,
desenvolvimento sustentavel. A sociedade civil também se mobilizou articulando o
chamado “Forum das ONGs”, uma coalizdo de ONGs, movimentos sociais e
ecolégicos (CARVALHO,2001).

Desde entdo uma questdo de relevancia crescente na agenda de debate

7

publico internacional é a idéia de “agricultura sustentavel’, ou seja, o0 termo
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“desenvolvimento sustentavel’ aplicado a agricultura (VEIGA,2003). O termo
“desenvolvimento sustentavel” pode ser definido ou descrito de varias formas, a
usada com mais frequiéncia é a que o define como desenvolvimento que satisfaz as
necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geracdes futuras de
satisfazerem as suas necessidades (UNESCO,1999).

Originalmente o termo empregado foi “ecodesenvolvimento”, em 1972 na
conferéncia das nagdes Unidas sobre o Meio Ambiente e o0 Homem, em Estocolmo.
Desde entdo o termo passou a ser citado nas discussbes ambientais e
posteriormente foi substituido por “desenvolvimento sustentavel”
(RONCAGLIO,2006).

Em agricultura, esse termo tem sido amplamente utilizado, abarcando varios
modelos de agricultura, como: “agricultura organica”, “agricultura bioldgica”,
“agricultura alternativa”, “agricultura biodinamica”, “agroecologia”, entre outros. Fora
desse conceito de sustentabilidade esta a agricultura convencional, percebida como
insustentavel (GUIVANT, 1998).

Os movimentos contrarios a “agricultura convencional’, 0s quais se
engquadram no padrao de sustentabilidade defendido pelo movimento ecolégico, séo
chamados de “agricultura alternativa” e surgiram década de 20, podendo ser
agrupados em quatro vertentes. Dessas, trés sao de origens européia e fortemente
difundidas nos Estados Unidos: a “agricultura biodinamica” de 1924, a “agricultura
organica” cujos principios foram estabelecidos entre 1925 e 1930 e a “agricultura
biolégica”. Na outra vertente, esta a “agricultura natural”, surgida no Japéo a partir de
1935 e que baseava-se nas idéias de Mokiti Okada (EHLERS, 1996).

Mokiti Okada foi um pensador japonés que viveu no inicio século XX e que
realizou diferentes estudos em varias areas do conhecimento humano, dedicando-se
principalmente, ao estudo da religido, das artes e da agricultura. Neste udltimo,
formulou métodos que preservavam o0 meio ambiente e promoviam a saude de
produtores e consumidores (Fundagao Mokiti Okada, 2007).

De acordo com Ehlers (1996), a “agricultura natural” é também, denominada
de “agricultura ecologica”, “agricultura regenerativa’, “sunshine”, ou ainda,
“agroecologia”, termo que inicialmente referia-se a uma disciplina cientifica dedicada
ao estudo dos agroecossistemas, mas que a partir dos anos 80, passou a denominar
uma pratica agricola propriamente dita.

A “agricultura alternativa” apesar de apresentar distintas vertentes, tém como



principio basico comum, a exclusdo dos agroquimicos e a valorizacdo dos processos
biolégicos e vegetativos nos sistemas produtivos, o que na pratica representa
basicamente, a valorizacdo da adubac&o orgénica, tanto de origem animal quanto
vegetal, do plantio consorciado, da rotacdo de culturas e do controle biolégico de
pragas (ALTIERI,1989).

Segundo Leff (2002), a validacdo dos métodos da “agroecologia” nao esta
restrito as regras da producdo cientifica convencional, mas também mostra-se
através da experiéncia dos saberes praticos, sendo que principalmente populacdes
das regibes tropicais do planeta, a producédo agricola e florestal se alimentam do
conhecimento milenar acumulado pelas comunidades indigenas e rurais anteriores a
“verificacdo cientifica” pela etnoboténica e etnotécnica das ditas préticas culturais de
manejo sustentavel dos recursos.

Na década de 60, em paises como os Estados Unidos emergia junto com o
movimento ecoldgico uma preocupag¢do com 0s impactos ambientais da “agricultura
convencional’, demonstrado pela realizacdo de alguns atos e conferéncias, como a
primeira reunido do comité de peritos em residuos de pesticidas da Organizacéo
Mundial de Saude, em 61 e a publicacdo do livro Primavera Silenciosa da escritora
norte-americana Rachel Carson, em 62, o qual trazia um estudo denunciativo do
guadro de degradacdo ambiental que se estabelecia, inclusive com o avanc¢o do
padréo “convencional” de agricultura e obteve grande repercussao na sociedade
americana da época (EHLERS,1996).

Ainda de acordo com EHLERS (1996), esses movimentos ganharam
visibilidade maior nas décadas de 70 e 80, com a mobilizacdo da opinido publica e
uma série de conquistas como a proibicdo do uso do inseticida DDT dentre outros
em 1972, o que s6 foi possivel gracas as manifestacdes da sociedade americana.

Para ALTIERI (1989), esse movimento ambientalista, principalmente nos
Estados Unidos foi fundamental para o fortalecimento da “agroecologia”. Nos anos
80, essa foi se firmando no interior do sistema de pesquisa norte-americano e se
tornou bastante difundida no chamado “movimento agroecolégico”, que se espalhou
por varios outros paises, inclusive o Brasil, principalmente por se tratar de uma
vertente da “agricultura alternativa” que tem como principio a interacdo entre
agronomia e ecologia, abrangendo também as ciéncias sociais.

Portanto, o0 movimento ambiental esta abrindo novas vias para reverter a

degradacédo ecoldgica, bem como, para romper a alienacdo imposta por um modelo



homogeneizante e desigual, para seguir a evolucdo da natureza em direcdo a
diversidade biol6gica e heterogeneidade cultural, sendo a agroecologia uma
ferramenta nesse processo de melhoria das formas de convivéncia social e de
relacdo com a natureza (LEFF, 2002).

Essencialmente, a “agroecologia” baseia-se na idéia de que os campos de
culturas sao ecossistemas nos quais 0s processos ecologicos encontrados em
outras formacdes vegetais, como: ciclo de nutrientes, relacdo presa/predador,
competicdo, sucessado ecoldgica, também ocorrem. Assim, através da compreensao
destes processos e relagdes, 0s agroecossistemas podem ser manipulados de
forma a produzir melhor, com menos impacto negativos ao ambiente, maior
sustentabilidade e menor consumo de insumos externos, ou seja, enfocando néo
somente a producdo, mas principalmente a sustentabilidade ecoldgica dos sistemas
de producéo (ALTIERI, 1989).

Além desses principios agrondémicos, fisiolégicos e ecoldgicos, a
“agroecologia” também considera os fatores histéricos, tecnolégicos e
socioecondmicos que caracterizam o ambiente e sdo considerados como
determinantes para a produtividade das lavouras (KLAGES,1941 apud
EHLERS,1996).

A pesquisa e pratica agroecologica, assim como as outras vertentes da
“agricultura alternativa” ou “agricultura sustentavel” tendem a ser paralelas a um
declinio no modo de producdo convencional, o que significa o inicio de uma longa
fase de transicdo agroambiental, mas que torna viavel pensar na “agricultura
sustentavel” como nova fase do modo de cultivar a terra exercido pelo homem.
Entretanto, esse € um processo repleto de incognitas a serem esclarecidas, sendo
necessaria uma investigacdo aprofundada de todos os processos envolvidos no
desenvolvimento do que atualmente é considerado o novo paradigma da producao
agricola: a sustentabilidade (VEIGA,2001).

Segundo Leff (2002) esse movimento firmado em torno da busca por praticas
agricolas sustentaveis, o saber agroecologico oriundo de projetos de pesquisa,
desenvolvimento e extensdo mostra-se culturalmente compativel com a
racionalidade produtiva camponesa e sua acao transformadora implica a insercao de
suas técnicas e praticas em uma nova teoria da producdo e um novo
desenvolvimento rural.

Ainda segundo esse autor, a construcdo desse novo paradigma produtivo,



tendo por base o saber agroecolégico, demonstra a possibilidade de produzir “com a
natureza”, de gerar um modo de producdo fundado no potencial ecolégico —

tecnolégico da natureza e da cultura, assim como de uma politica de reapropriacao
cultural da natureza.



4. MATERIAL E METODO

Os experimentos foram realizados no Departamento de Bioquimica e
Microbiologia, Laboratério Ill, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP - campus de Rio Claro, SP.

4.1. Materiais

4.1.1. Microrganismos

Foram utilizadas para os testes a microalga Pseudokirchneriella subcapitata e

microalgas do lago artificial do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro.
4.1.2. Microalgas do lago artificial
As coletas de microalgas no lago artificial do Instituto de Biociéncias da
UNESP Rio Claro foram realizadas no periodo vespertino, nos meses de abril e

maio. A cada coleta 2 litros de agua foram retirados para decantacdo das algas. A

foto 1 ilustra o lago artificial.

Foto 1: Lago artificial do Instituto de Biociéncias da UNESP-RC.



4.1.3. Meio de cultivo

O meio de cultivo da P. subcaptata foi preparado segundo ABNT (2005).
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
Mn(NO3),.4H,0 — CgHgO-H,0 — H3BO3 (0,60);

Ca(NO3),.4H,0 (409);

KNO;3 (1009);

MgS0,.7H,0 (309);

K2HPO4 (409);

CuS04.5H,0 — (NH4)6M07024.4H,0 — ZnS0O,4.7H,O — CoCl,.6H,0 —

3.8. CgHsFeO;.5H,0 — FeCl3.6H,O0 — FeS04.7H,O (16,25g, 62,50g e
62,500):

3.9. NaHCO; (150g):

3.10. Agua destilada (100 mL).

3.11. pH=74.

4.1.4. Herbicida

O herbicida testado no presente estudo foi o glifosato (N-(fosfonometil)glicina),

considerado como ndo-seletivo, de acdo sistémica e uso pos-emergente, da marca

Pikapau®.

4.1.5. Equipamentos e vidrarias

Os equipamentos utilizados foram:

Phmetro — marca Digimed,;

Autoclave — marca soc. Fabbe Ltda.;

Bico de Bunsen;

Shaker — marca Catel, modelo CFWO08;

Depurador de células ultra-sénico — marca Unique;
Espectofotdmetro — marca BEL photonis®;
Céamara de Neubauer;

Microscopio 6ptico;

Estufas para esterilizacdo e secagem — marca Marte e marca Fanem,



modelo 315SE;
e Centrifuga da marca SORVALL® modelo RC-5B+;
e Balanca analitica — marca Engelux, modelo UPPERIline TME1110;
e Cadinhos de porcelana;
e Oximetro — marca Digimed, modelo DM — 4P;
e Agitador;
e Luximetro — marca Digital lux meter, modelo Icel LD 510;

Camara fria.

A vidraria empregada foi a usual de laboratorio de microbiologia.

4.2. Métodos:

4.2.1. Métodos de preservagao das microalgas:

As microalgas foram preservadas em meio liquido e sob refrigeracao

constante em Camara Fria.

4.2.2. Métodos de cultivo das microalgas:

Depois de preparados os meios de cultivo foram autoclavados e
posteriormente as algas foram inoculadas a partir de uma suspenséao de células da
cultura estoque.

A foto 2 ilustra os Erlenmeryes contendo os meios de cultivos preparados e o

inoculo com o concentrado de algas.

Foto 2: Meios de cultivo e concentrado de Pseudokirchneriella subcapitata utilizado para inoculagéo.



Em cada Erlenmeyer contendo 150mL de meio de cultivo foram inoculadas
5mL do in6culo de algas. Para cada repeticdo do teste o numero de células do
inoculo foi quantificada utilizando-se a Camara de Neubauer e microscopio optico
com aumento de 40x.

Os frascos foram mantidos em shaker com rotacdo de 150rpm a 25 +/- 2°C e
luz constante de 3200 lux, como mostra a foto 3:

Foto 3: Shaker utilizado para manter a agitacdo constante, apds inoculacdo das algas nos

meios.

4.2.3. Método do cultivo da P. subcapitata em diferentes

concentragoes de glifosato

Para identificar o efeito do glifosato no desenvolvimento da P. subcapitata, as
concentracdes zero (controle), 0,118, 0,236, 0,472, 0,944, 1,888 e 3,776mg (todas
em tréplicas), do produto foram inoculadas nos frascos contendo meio e 5mL de

suspenséo de algas.

4.2.4. Preparo das solugoes:

O preparo das solugdes de glifosato, considera as informag¢des que constam
na embalagem do produto, sobre a quantidade de ingrediente ativo, que € de 480
g/L, ou seja tem-se que o titulo do produto glifosato é de 48%, e a diluicdo para uso
gque € 10mL para 1L de agua.

Assim, para cada 250 mL de agua, fervida para remocéao fisica do oxigénio,
adicionou-se 0,236 mL do produto, obtendo a quantidade de 0,118 mg de ingrediente



ativo.

Portanto, para cada repeticdo do ensaio, além do controle, foram inoculados
junto com a quantidade conhecida de alga os valores em tréplica, de 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0 e 16,0 mL de solucéo de glifosato, o que corresponde, respectivamente, as

concentracdes anteriormente citadas. O protocolo seguido esta contido no Anexo 1.

4.2.5. Cultivo das microalgas do lago artificial

Apos coletadas, a suspensao de algas foi decantada e submetida ao mesmo
procedimento de preservacao e cultivo descrito para a P. subcapitata.

Os frascos contendo 150 mL de meio e 5mL de suspensdo de alga foram
mantidos em shaker com rotacdo de 150rpm a 25 +/- 2°C e luz constante de 3200

lux. As quantidades de glifosato também foram as mesmas do item 4.2.3.

4.2.6. Avaliagao da acao do glifosato

As culturas de algas foram avaliadas quanto:

4.2.6.1. Testes de absorbancia:

Apés a inoculacdo das algas e nas diferentes concentracdes de glifosato,
retirou-se 5mL de cada Erlenmeyer de cada tréplica de igual concentracdo de
glifosato, que foram misturadas formando uma amostra composta. Nestas amostras
compostas efetuou-se a leitura de absorbancia no tempo inicial do teste.

Na sequéncia, os Elernmeyers foram colocados sob iluminagcéo constante a
temperatura de 20 +/- 2°C e agitacdo em shaker com 150rpm. Foram retiradas
amostras de 5mL de cada frasco nos periodos de 48; 72 e 96 horas da primeira
amostragem. As amostras das tréplicas foram reunidas para dispersdo das células
mediante o uso de equipamento de ultra-som por 30 segundos e 80W de poténcia.

Os testes de absorbancia foram realizados utilizando o aparelho
espctofotbmetro, nos quais para o “branco” foram utilizadas amostras do proprio

meio de cultivo para algas.



4.2.6.2. Quantificagao celular

Passadas 96 horas da inoculacao das algas, amostras contendo 5mL de cada
cultivo em tréplicas de mesma concentracdo de glifosato, foram sonicadas por 30
segundos no equipamento de ultra-som para separacao das células.

Em seguida, as células de cada uma dessas amostras foram contadas no
microscopio oOptico (aumento de 40x), com auxilio da Camara de Neubauer para
contagem das células. O processo de contagem foi repetido por duas vezes em cada
teste para o célculo da média dos resultados.

Para as algas do lago artificial a diversidade de células das microalgas foi

identificada mediante documentacéao fotografica no inicio e ao término dos testes.

4.2.6.3. Quantificagcao de biomassa

A quantidade final de biomassa de cada tréplica foi efetuada mediante
diferenca gravimétrica da pesagem do material seco. Para isso as tréplicas foram
decantadas utilizando-se a centrifuga SORVALL® modelo RC-5B+, a 20°C, a 5
rev/imin. X 100 rpm por 20min. Posteriormente, as células foram re-suspensas, em
agua destilada, para eliminacdo dos residuos de sais do meio e 0 processo de
centrifugacéo repetido.

Apo6s concentracdo do material, este foi transferido em estufa de secagem a

105 +/- 5°C em cadinhos de porcelana, previamente taradas em balanca analitica.

4.2.6.4. Quantificagdo do oxigénio dissolvido em ensaios

com P. subcapitata

Para realizacdo dos testes de producdo de oxigénio, as células foram
imobilizadas a partir do método de gotejamento de mistura constituida por solucéo
de alginato e suspenséo celular, em solucédo de cloreto de célcio (ALMEIDA, 1992).

A foto 4 demonstra a estrutura utilizada na montagem do experimento.



Foto 4: Estrutura para gotejamento da mistura de suspensao de algas e alginato.

A suspensdo celular foi preparada a partir do cultivo da P. subcapitata,
seguindo os padrdes descritos anteriormente, e concentracdo das células apos
decantacao utilizando-se a centrifuga SORVALL® modelo RC-5B+, a 20°C, a
5 rev/min. X 100 rpm por 20min.

Apdés montados os testes, a quantificacdo da taxa de oxigénio dissolvido
presente em todas as amostras, foi realizada com o uso do medidor de oxigénio
oximetro, a cada 2h por 10h.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificagao das algas

A microalga verde Pseudokirchneriella subcapitata (Chorophyceae) esta
representada pela figura 15, que demonstra cor, tamanho e aspecto da P.

subcapitata vista do microscépio 6ptico, aumento de 40x.

Figura 15: Pseudokirchneriella subcapitata (FONTE: National BioResource Poject, 2009).

Nas amostras de 4gua coletadas do lago artificial do Instituto de Biociéncias
da UNESP de Rio Claro, SP foram documentadas a presenca de trés géneros de
microalgas antes do inicio dos tratamentos. Esses estao representados nas fotos 5

(Pseudokirchneriella sp.), 6 (Chloroficea sp.) e 7 (Chorella sp.).



Foto 5: Pseudokirchneriella sp.

Foto 6: Chloroficea sp. Foto 7: Chorella sp.

5.2. Teste de absorbancia:

Para os testes de absorbancia a analise de variancia com medidas repetidas
demonstrou que ha diferenca significativa ao longo do tempo, tanto para os ensaios
com Pseudokirchneriella subcapitata (grafico 1), quanto para os ensaios com
microalgas do lago artificial (grafico 3).

A mesma analise demonstra que para 0s ensaios com P. subcapiata ndo ha
diferenca significativa entre as interagOes (grafico 2). Para os ensaios com as

microalgas do lago artificial h& diferenca significativa entre as interagdes (grafico 4).



Grafico 1: Resultados médios do teste de absorbancia ao longo do tempo para os ensaios com
Pseudokirchneriella subcapitata.
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Grafico 2: Padrao de absorbancia médio em cada tratamento ao longo do tempo para ensaios com
Pseudokirchneriella subcapitata.

Nota-se que ha aumento positivo da absorbancia ao longo do tempo para
todos os tratamentos seguindo o0 mesmo padrao de comportamento. Esse resultado
€ esperado considerando que se trata da mesma espécie teste e assim sendo, a

variacdo ao longo do tempo representa a interferéncia do glifosato no



desenvolvimento isolado dessa espécie.

Grafico 3: Resultados médios do teste de absorbancia ao longo do tempo para os ensaios com algas
do lago artificial.

Padrao da absorbancia ao longo do tempo para
algas do lago arificial

0,3
0,25
0
(=)
l% 0r2
=
o ;o
é 0,15 OSeriel
O Série2
0,1
! W Série3
0,05 W Séried
. ]
1 2 3 4 5 6 7
Tratamentos

Grafico 4: Padréo de absorbéancia médio em cada tratamento ao longo do tempo para ensaios com
algas do lago artificial.

Com relagcéo as interagfes entre os tratamentos para as microalgas do lago
artificial, pode-se inferir que apesar da baixa diversidade dessas a presenca de
diferentes espécies e que, portanto, podem apresentar diferentes respostas a

presenca do herbicida levaram a sobreposicdo de alguma espécie mais oportunista



gue outras.
Os valores das leituras de absorbancia dos iniciais foram subtraidos dos
valores finais, depois de 96 horas, para confec¢cdo da curva de crescimento pela

leitura de absorbancia nos diferentes tratamentos e ensaios (grafico 5).
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Grafico 5: Curva de crescimento para os ensaios com Pseudokirchneriella subcapitata e algas do
lago artificial considerando os valores iniciais de absorbancia em cada tratamento subtraidos dos
valores finais.

Com base neste gréfico é possivel inferir que a partir do tratamento 5 (0,994
mg/L de glifosato) a biomassa de microalgas diminui significativamente. Todos os
resultados obtidos nos testes de absorbancia com P. subcapitata e microalgas do

lago artificial estdo presentes no ANEXO 2.

5.3. Quantificagao de biomassa seca:

A analise de variancia comparando o0s tratamentos para biomassa seca
mostrou que ndo ha diferenca significativa tanto para os ensaios com P. subicapitata
guanto para os com algas do lago, como demonstrado na tabela 7 e graficos 6.

Os valores obtidos para biomassa seca, tanto para os testes com a P.

subcapiata tanto para as microalgas do lago artificial estdo cosam no ANEXO 3.



Tabela 7: Médias da quantificagdo em mg/L da biomassa seca para os tratamentos

Quantificagdo da biomassa seca
Tratamento Médias para P. Médias para algas do
subcapitata lago
1 0,0507 0,0874
2 0,0448 0,0871
3 0,0371 0,0833
4 0,0346 0,0692
5 0,0335 0,0656
6 0,0274 0,0592
7 0,0166 0,0425
Peso seco médio para P. subcapitata e algas do lago
0,1
0,09
0,08
o 007
2 0,06
g 005
8 0,04 OP. subcapitata
® 003 B Algas do lago
0,02 |
0,01 |
0
1 2 3 4 5 6 7
Tratamentos

Grafico 6: Média da biomassa em mg/L para ensaios com Pseudokirchneriella subcapitata e algas do
lago artificial.

5.4. Quantificagao celular

Com relacdo a quantificacdo celular, encontrou-se que o niumero de células
final foi menor que o inicial para os tratamentos com 0,944; 1,888 e 3,776mg de
glifosato (tabela 8).



Tabela 8: Média do nimero de células porcentagem de diminuigcdo do nimero de célilas, ap6s 96
horas de cultivo para Pseudokirchneriella subcapitata

Média do nimero de células e porcentagem de diminuicao do nimero de células
Tratamento com glifosato Numero médio final de % de diminuicdo do
(mg/L) células (mL x 10°) numero médio de células
Controle 4,4762 0

0,118 4,2994 3,86

0,236 3,3098 26,00

0,472 3,0775 31,19

0,944 1,4719 67,10

1,888 >200 ~100

3,776 >35 ~ 100

Nos tratamentos com 0,118; 0,236 e 0,472 mg/L a diferenca da quantidade
final de células com relacdo ao controle ndo foi significativa. A partir da concentracao
de 0,944 mg/L o decréscimo do numero de células é significativo e o aspectos das
células da microalga ao microscopio diferenciado, essas sdo menores e mais
esparsas. Comparado a contagem de células final de cada tratamento com a do
controle e assumindo que para esse a quantidade final de células é maxima,

elaborou-se o grafico 6:
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Grafico 6. Crescimento comparado dos tratamentos em relag&o ao controle, tendo como base o
namero médio final de células para ensaios com Pseudokirchneriella subcapitata..

Os demais resultados das contagens de células para os teses com P.
subcapitata estao disponiveis no ANEXO 4.

Para as microalgas do lago artificial, houve a sobreposi¢cdo da microalga mais
abundante, Pseudokirchneriella subcapitata (foto 8), ao término dos testes. A
diversidade de espécies de microalgas encontradas antes dos tratamentos foi
diminuida para a presenca apenas da Pseudokirchneriella subcapitata a partir da
concentracédo de 0,944 mg/L de glifosato. Pode-se inferir que devido a abundancia
inicial dessa espécie sua representatividade ao final do teste € maior e indicando
menor sensibilidade na presenca do glifosato, do que as demais.

Portanto pode-se afirmar que o glifosato pode contribuir para a diminuicdo da

biodiversidade quando presente em agua.



Foto 8: Pseudokirchneriella subcapitata.

Para as concentracfes de 0,944; 1,888 e 3,776 mg/L foi possivel notar a
diminuicdo na quantidade de aglomerados celulares, assim como do tamanho das
células, como demonstra a foto 9:

Foto 9: Fotos comparativas da presenca de Pseudokirchneriella subcapitata do lago artificial para o
controle (a esquerda) e tratamento com 0,994 mg/L de glifosato (a direita).
5.5. Medida de oxigénio dissolvido

Para essa metodologia empregada, os resultados ndo foram satisfatorios como
apontado no grafico 7:
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Grafico 7: Quantificacdo do oxigénio dissolvido nos tratamentos: controle, com e sem glifosato, nos
tempos: inicial, 2; 4 e 6 horas depois.

A quantidade de oxigénio medida excedeu o esperado para ambos o0s
tratamentos, com ampla variacdo entre as horas demonstrando falta de padréo e
baixa precisdo das medidas, portanto, os resultados ndo foram satisfatérios e néao
foram considerados para analise da influéncia do glifosato na P. subcapitata.

Esse parametro deve merecer outros estudos em virtude dos resultados
obtidos na quantificacdo de O, dissolvido. Embora o equipamento estivesse
calibrado e sabendo-se que o O, a 20°C nao excede a 8,0 mg/O,/L, as respostas
obtidas do eletrodo seletivo de O, nao permitiram discernir o fator de alteragdo nas
medidas.



6. CONSIDERAGOES FINAIS

O herbicida glifosato mostrou-se toxico para as microalgas, interferindo no
desenvolvimento dessas, de acordo com a metodologia aplicada, quando em
concentra¢cbes maiores que 0,994 mg/L.

Com base nos resultados dos testes de absorbancia e contagem de células,
observou-se diminuicdo da biomassa das microalgas. Sendo essas produtoras
primarias de ambientes liminicos, tem-se que a contaminacéo por glifosato desses
ambientes pode causar desequilibrios na cadeia tréfica, bem como na producéo de
oxigénio.

A partir dos testes com algas do lago artificial, pode-se inferir que a
interferéncia do glifosato, quando presente, pode causar desequilibrio na
comunidade de microalgas, na qual as espécies dominantes ou mais oportunistas
podem sobrepor outras mais raras ou sensiveis ao herbicida.

Esse efeito em curto prazo causa desestruturacdo na comunidade de
microalgas e em longo prazo, se mantida a contaminacao por glifosato, pode levar a
perda de diversidade.

Considerando que a contaminacdo aquatica pelo glifosato acontece,
sobretudo através do implemento aéreo em monoculturas, a quantidade do herbicida
gue chega aos corpos d’agua pode chegar a 5,8kg de ingrediente ativo por hectare,
dependendo da recomendacao de uso, valor que excede em muito a quantidade de

interferéncia na comunidade de microalgas apontada por essa pesquisa.
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