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RESUMO

Os estudos dos efeitos de agentes tOxicos nos organismos aquaticos séo
necessarios para o estabelecimento de concentragcdes seguras de exposicao,
destacando-se 0 uso para a protecdo da vida aquatica. Nesse contexto, o pesticida
emergente chlorantraniliprole tem sido utilizado desde 2007 em algumas culturas
como cana-de-agUcar, arroz, milho, maca, uva, dentre outras. Poucas informacdes
ecotoxicolégicas sobre este pesticida séo relatadas na literatura considerando-se
sua atuacao nos ambientes de aguas doces. Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os aspectos ecotoxicoldgicos deste inseticida sobre o organismo-
teste Ceriodaphnia dubia por meio de testes de toxicidade aguda, buscando-se obter
o valor médio de CE50 (48h) (Concentracdo que causa efeito em 50% da populacao
em 48h, por meio da analise da imobilidade ou mortalidade) calculado por meio do
Software ICPIN e do método de Interpolacdo Linear, e por meio de testes de
toxicidade cronica, buscando-se adquirir os valores de CENO (maior concentragao
de efeito ndo observado na reproducdo), CEO (menor concentracdo de efeito
observado sobre os aspectos reprodutivos) e VC (valor crénico — média geométrica
entre CENO e CEO). Os valores de CENO e CEO foram obtidos utilizando-se o
Software BioStat 5.3 e o método de Kruskal-Wallis, a fim de se comparar a
significancia da reducdo no numero de neonatos em relacdo ao grupo controle. As
solugbes-teste foram preparadas, a partir do padrédo puro de chlorantraniliprole (
Sigma-Aldrich, 99% de pureza) e solubilizado em acetona. O resultado para a
toxicidade aguda com C. dubia foi de 2,9+1,11 pg/L. Os testes de toxicidade crénica
revelaram CENO de 0,61+0,33 pg/L, CEO de 0,91+0,49 ug/L e VC foi de 0,74 ug/L.
Considerando-se a protecdo da vida aquética, recomenda-se, com base na presente
pesquisa, uma concentracdo de 0,74 pg/L do principio ativo do pesticida

chlorantraniliprole, como limite seguro.

Palavras-chave: CENO, CEO, VC, agrotoxico.



NOGUEIRA, L.R. Acute and chronic the insecticide chlorantraniliprole on the
organism-test Ceriodaphnia dubia. 2016. 81 f. Dissertation (MSc Environmental
Sciences), Institute of Science and Technology of Sorocaba, UNESP - S&do Paulo

State University Julio de Mesquita Filho, Sorocaba, 2016.

ABSTRACT
Studies of the effects of toxic agents on aquatic organisms are needed to establish
safe levels of exposure, especially the use for the protection of aquatic life. In this
context, chlorantraniliprole emerging pesticide has been used since 2007 in some
crops such as sugarcane, rice, corn, apples, grapes and others. Few ecotoxicological
information is reported in the literature considering its performance in freshwater
environments. Given the above, the objective of this study was to evaluate the
ecotoxicological aspects of this insecticide on the Ceriodaphnia dubia test organism
through acute toxicity tests, seeking to obtain the average value of EC50 (48h)
(concentration causing effect by 50% population in 48 hours, through the analysis of
inhibition of swimming or mortality), and through chronic toxicity tests, searching for
acquiring the NOEC values (greater concentration effect not observed in the
reproduction ), LOEC (lowest observed effect concentration on the reproductive
aspects) and CV (chronic value - geometric mean of NOEC and LOEC). The NOEC
and LOEC values were performed using the BioStat 5.3 software and the statistical
analysis Kruskal-Wallis test to compare the significance of the reduction in the
number of newborns in the control group. The test solutions were prepared from the
neat standard chlorantraniliprole (Sigma-Aldrich, 99% purity) and solubilized in
acetone. The results for acute toxicity C. dubia were 2.9 + 1.11 pg / L'1. The chronic
toxicity tests revealed NOEC of 0.61 + 0.33 ug/ L't, LOEC of 0.91 + 0.49 ug / L't and
CV was 0.74 ug / Lt Considering and protection of aquatic life, it is recommended
based on this study, a concentration of 0.74 ug / L* of the active ingredient of the

pesticide chlorantraniliprole as safe limit.

Keywords: NOEC, LOEC, CV, Pesticides
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1 INTRODUCAO

1.1 Poluicdo de ambientes aquaticos: énfase para agrotoxicos

Os agrotoxicos organossintéticos foram difundidos no Brasil com a chegada
do diclorodifeniltricloroetano (DDT) apds a Segunda Guerra Mundial, para combater
0S mosquitos vetores da maléaria e tifo. Em 1960, foi entdo introduzido o modelo
agricola conhecido como “Revolugdo Verde”, que visava o incremento de novas
técnicas para aumentar a produtividade agricola e acabar com a fome no mundo
(SPADOTTO et al., 2004).

Segundo o Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei
7.802/1989, em seu artigo 1° inciso IV, os agrotoxicos estdo assim definidos:
“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substéncias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento”.

Conforme as pesquisas de Spadotto et al. (2004), em 1998 houve no Brasil o
consumo de cerca de 307 mil toneladas de formulados a partir de 250 ingredientes
ativos. Com isso, ocorreram alteracbes no setor agricola, sobretudo pelo
crescimento de 78% de culturas de campo e pelo aumento de 700% no consumo de
agrotoxicos.

De acordo a EMBRAPA (2016), o consumo de agrotoxicos aplicados no
combate as pragas na agricultura, difere nas varias regides do pais, tanto nas

atividades agricolas intensivas, quanto nas tradicionais. (Tabela 1).
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Tabela 1. Demonstracdo do consumo de agrotoxicos nas regides do Brasil no ano
de 2016.

REGIOES % NIVEL DE CONSUMO DE AGROTOXICOS

Norte 1,3 Baixo consumo de agrotoxicos

Nordeste 5,8 Maior concentracdo nas areas de agricultura irrigadas
Centro-Oeste 22,8 Elevado consumo de agrotoxicos

Sul 31,2 Elevado consumo de agrotoxicos

Sudeste 38,9 Elevado consumo de agrotoxicos

Fonte: EMBRAPA (2016).

A EMBRAPA (2016), ainda relata a ocorréncia do uso de alguns agrotoxicos
nas regides brasileiras. Na regido norte, mais precisamente na regido amazonica, a
qualidade da agua esta diretamente relacionada a agricultura. O uso intensivo de
agroquimicos acarreta riscos de contaminacdo da agua subterranea, sobretudo no
nordeste do Para, onde a monocultura de soja avanca sobre todos os tipos de solos.
Outrossim, como em outras localidades ocorre a utilizacdo expressiva de
agrotoxicos, algumas vezes, mais toxicos que seus principios ativos, expondo 0s
aguiferos e as regifes de igarapé a riscos ambientais. Alguns estudos realizados
nesta regido encontraram residuos do inseticida/acaricida, organofosforado,
dimetoato que podem comprometer as aguas do aquifero freatico do Grupo
Barreiras. Na regido nordeste, no Vale do Séo Francisco, o sistema de producao de
frutas para exportacdo torna o cenario ainda mais critico, tal como na regido dos
aquiferos.

Na regidao sudeste, os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais
sdo os locais com mais ocorréncia de organoclorados. Em um estudo de

sedimentos de 11 cérregos da regidao central do estado de Sdo Paulo, detectaram a
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presenca de 16 organoclorados, embora muitos ja tenham a sua utilizagdo e
comercializagao proibida. No estado de Minas Gerais, estudos nos sedimentos de
rios em algumas cidades identificaram a presenca dos organoclorados BHC,
Heptacloro epoxido, Endrin e DDT. No estado do Rio de Janeiro, a agricultura da
regido serrana, apresentou constantemente riscos de contaminagdo ambiental por
agrotoxicos, visto que foram detectadas concentracfes de anticolinesterasicos em
valores até oito vezes acima do limite permitido pela legislacéo brasileira, em alguns
pontos da regido hidrica.

Na regido Sul, foi identificada a presenca do herbicida glifosato em lavouras
de arroz irrigado, em concentragfes acima do valor maximo permitido pela Agéncia
de Protecdo Ambiental Americana (US.EPA). Estudos detectaram residuos de
agrotoxicos em seus mananciais e em aguas subterraneas, bem como, constatou-se
nas regides costeiras a presenca de agrotoxicos e nas demais regides, as quais
apresentaram niveis altos de amostras contaminadas por agentes quimicos.

As A4guas, doce e salgada, cobrem 1.370.000.000Km® da Terra,
aproximadamente 70% da superficie, portanto, € um recurso fundamental para a
existéncia da vida. O Brasil € um pais privilegiado quanto ao volume de recursos
hidricos, pois detém 12% da agua doce do mundo (ANA, 2009 e VICTORINO C.J.A,,
2006). No entanto, apesar do grande volume, a qualidade desse recurso tem sido
alterada por meio das fontes de poluicdo pontual e difusa (PEREIRA, 2004,
DERISIO, 2000). Quando ocorrem acidentes com produtos quimicos ou
combustiveis, had propagacdo desses contaminantes através da agua da chuva
sobre 0s campos agricolas e, como consequéncia, as aguas superficiais e
subterrdneas sdo alcancadas através do escoamento ou da infiltragdo e, por fim,
contaminadas.

Alguns agroquimicos utilizados para combater as pragas nas lavouras, apesar
de conseguirem resultados positivos, tem comprometido negativamente o ambiente,
através da dispersdo de substancias aplicadas que, além de atingirem o0s
organismos-alvo, conseguem alcancgar os corpos d’agua e os solos. Sendo assim,
uma vez no ambiente, os contaminantes estéo sujeitos a combinacdes de processos
que afetam o seu destino e comportamento (ADAMS et al., 2015; COSTA et al,
2008; SPADOTTO et al., 2004). ApGs percorrerem longas rotas, o resultado do
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7

produto disperso € a biodegrabilidade, a adsorcdo e a mobilidade no ambiente
(EFSA, 2013; PEREIRA, 2004 e LU, 2011) (Figura 1).

Figura 1. Processos que afetam o destino dos agrotoxicos no ambiente.
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Fonte: Rebelo e Caldas (2014).

Os agrotoxicos, além de cumprirem o papel de protecédo as culturas agricolas
de pragas, doencas e plantas daninhas, podem promover riscos ao ambiente. O uso
incorreto e frequente de agrotoxicos propicia riscos de contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas, por conseguinte oferecendo impactos negativos aos
organismos terrestres e aquaticos (SPADOTTO et al.,, 2004; MARTINOU e
STAVRINIDES, 2015; ZHANG et al., 2012).

A atividade agricola no Brasil € uma importante ferramenta para a economia
mundial, no entanto, os agrotéxicos quando empregados, passam por processos de
bioacumulacdo e biomagnificacdo ao entrar na cadeia alimentar, podendo acarretar
em desequilibrio ecolégico e afetar ndo somente aos organismos-alvo, como
também aos organismos ndo-alvo, 0s quais ndo sdo pragas. Ademais, a aplicacéo

frequente dos agrotoxicos proporciona a persisténcia do contaminante toxico no
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ambiente, por longos periodos de tempo (FRACACIO, 2006; SPADOTTO et al.,
2004).

A persisténcia de uma substancia ocorre quando ela é utilizada de forma
inadequada, ocasionando o acumulo de pesticidas no solo e ao longo das cadeias
alimentares, o que depende de varios fatores como: do tipo de defensivo e sua
formulacdo; da adsorcéo do defensivo, a qual depende da permeabilidade e do pH
do solo; da umidade e temperatura do solo; da utilizacdo pelas plantas; do arraste
pela agua da chuva ou de irrigacéo e; pela acdo do vento. Portanto, o tempo de
persisténcia de uma substancia toxica é o periodo necessario para o produto perder
a sua atividade (AZEVEDO E CHANSIN, 2004).

1.2 Diamidas: énfase ao chlorantraniliprole

1.2.1 Diamidas (flubendiamida, chlorantraniliprole e cyantraniliprole)

Os estudos sobre os inseticidas iniciaram por volta de 1940, a partir dos
extratos da casca da planta Ryania speciosa (Flacourtiaceae), uma espécie nativa
da América Central e do Sul (JEFFERIES et al., 1992; EDWARDS et al., 1948).
Foram, entdo, identificadas as moléculas receptoras de rianodina RyRs, as quais
possuem atividades inseticidas e que causam paralisia nos organismos-alvo.

Esses novos compostos contam com estruturas modificadas e elevada
atividade inseticida através de duas amidas. Passaram entdo, a serem
desenvolvidas as moléculas inseticidas que atuam nos receptores da rianodina, as
“diamidas” (CAMPOS et al., 2015; GARZON et al., 2015; HUSSETH et al., 2015).
Estas moléculas estdo presentes nos musculos, nos neurdnios, nas células epteliais
e em outros, tanto de mamiferos como de insetos.

As “flubendiamidas” sdo as moléculas oriundas do é&cido ftalico e foram
descobertas pelo grupo fabricante de agroquimicos Nihon Nohyaku e desenvolvidos

em conjunto com a Bayer CropScience.
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Em seguida, foi descoberto o “chlorantraniliprole” e, mais recentemente, o
“cyantraniliprole”, ambos derivados do &cido antranilico e comercializados pela
Dupont e Syngenta.

Os moduladores, geralmente, agem de maneira semelhante, partilhando o
mesmo local de ligacdo com a rianodina. Tanto as diamidas do acido fitalico quanto
as do &cido antranilico possuem um novo mecanismo de acdo, ligando-se a um
novo sitio no RyR, da rianodina (CORDOVA et al., 2006).

Sendo a rianodina um inseticida natural e com afinidade a canais de Ca?*, foi
possivel transforma-lo em inseticida sintético. Essa nova molécula causa diversos
efeitos no inseto, como cessacao subita de alimentacao, letargia, paralisia e por fim
a morte (SATTELLE, 2008).

Atualmente, o emprego das diamidas na agricultura moderna € extremamente
significativo para o controle de uma gama de insetos herviboros e pragas,
especialmente da ordem Lepdoptera (Trocska et al., 2015). No entanto, apesar das
diamidas serem bastante tolerantes, apds varios anos de aplicacfes na agricultura,
relatou-se casos de desenvolvimento de resisténcia as diamidas para algumas
espécies de lepidopteros, registrando-se, inclusive, a resisténcia cruzada entre
flubendiamida (diamida ftalica) e o chlorantraniliprole (diamida antranilica) para
algumas espécies de lagartas (RODITAKIS E. et al.,, 2015; THOMAS, 2013). As

férmulas estruturais estdo representadas na Figura 2.

Figura 2. Férmula estrutural das diamidas ftalicas e antranilicas.

FLUBENDIAMIDA CHLORANTRANILIPROLE CYANTRANILIPROLE

Fonte: Liu, Ye et al. (2016).
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1.2.2 Chlorantranilioprole

Devido ao crescimento da populagdo mundial, houve um aumento significativo
na demanda de alimentos e na otimizacao da agricultura, tornando os pesticidas um
dos principais contribuintes para o crescimento da produtividade agricola. Para
tornar esta estratégia eficaz, estdo sendo utilizados pesticidas pertencentes a
diferentes grupos quimicos, 0s quais desempenham um papel importante na
agricultura a fim de minimizar as perdas causadas por insetos, visando a otimizagao
da cultura (SATYAVANI et al., 2012; LARSON et al., 2012).

O chlorantraniliprole € um inseticida pertencente a classe toxicologica Il e ao
grupo das diamidas antranilicas (ANVISA, 2015). Esta molécula surgiu como uma
nova classe promissora de inseticidas quimicos, devido a sua poténcia e a sua
especificidade, bem como ao seu novo mecanismo de acdo (RODRIGUES et al.,
2015; BARBEE et al., 2010; CORDOVA et al., 2006), esta substituindo de maneira
eficaz os inseticidas neonicotindides, piretroides, organofosforados, carbamatos e
organoclorados e estd sendo comercializado no Brasil, pela DuPont desde de 2007
(FENOLL at al., 2015).

Esta registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA sob n°® 08909 e apresenta a formula molecular: 3-Bromo-N-[4-cloro-2-metil-
6-(metilcarbamoil)fenil]-1-(3-cloropiridin-2-il)-1H-pirazole-5-carboxamida.

O chlorantraniliprole atua através da ativacdo dos receptores de rianodina
(RyRs), estimulando a liberacdo de calcio™ de reservas internas, o que afeta a
homeostase do calcio em células nervosas e musculares. Esses efeitos, além de
provocarem a contracdo do musculo normal e causarem a inibicdo da alimentacéao,
causam paralisia e morte dos insetos (CORDOVA et al., 2006; SATTELLE et al.,
2008; LAVTIZAR et al., 2015). A maioria dos agroquimicos utilizados atualmente
para o controle de pragas pertence a categoria dos neurotoxicos, portanto, o
principal alvo de acdo destes inseticidas é o Sistema Nervoso Central (SNC).

As pragas nas culturas de campo tém tido um crescimento expressivo em
todo o mundo, fato decorrente principalmente da resisténcia a inseticidas de
diversas classes quimicas, portanto, torna-se essencial o incremento de novas

substancias com diferentes mecanismos de acdo (GONTIJO et al., 2015).
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Na Tabela 2, de acordo com o IRAC-BR (2005), os inseticidas com seus
diferentes mecanismos de acado, estdo assim dispostos: os organofosforados e
carbamatos inibem as enzimas acetilcolinesterase e causam sintomas que atingem
0S sistemas respiratorio, cardiovascular, prejudicam a musculatura, causam
agitacao, tremores, ansiedade, convulsdes e coma.

Os antagonistas de GABA (acido gama-aminobutirico) ligam-se aos
receptores de GABA, suprimindo o fluxo de Cl - para o interior do axénio, provocando
a morte do inseto por hiperexitacao.

Quanto aos moduladores de canais de sédio, estes sdo 0s inseticidas que
agem afetando o tempo de abertura de canais de s6dio da membrana do axénio e
levando o inseto a morte, por hiperexitacao.

Os agonistas ou os ativadores dos neurotransmissores de acetilcolina
competem pelos seus receptores e, por ndo serem suscetiveis a hidrolise por
acetilcolinesterase, causam a morte do inseto por hiperexitacdo. Diferentemente, 0os
ativadores dos canais de cloro ligam-se aos receptores GABA, estimulando o fluxo
de CI- para o interior da membrana, bloqueando a transmissao do estimulo nervoso
e causando a morte do inseto por imobilizag&o e paralisia.

Os interferentes e o0s analogos do hormdnio juvenil s&o inseticidas
reguladores do crescimento de insetos e afetam a embriogénese.

Por fim, vem os moduladores de receptores de rianodina, 0s quais regulam a
liberacdo de Ca** intracelular, causando a contragcdo muscular, que € o caso da

diamida antranilica, o chlorantraniliprole.

Tabela 2. Mecanismo de acgéo de alguns grupos de inseticidas.

MODO DE ACAO GRUPO DE INSETICIDAS PRINCIPIO ATIVO
Inibidores de Carbamatos Aldicarbe, Carbofuran, etc.
Acetilcolinesterase Organofosforados Parathion, Malathion, etc.
Antagonistas de canais Ciclodienos Chlordane,Endosulfan, Lindano.
de GABA-CI Fenilpirazéis Ethiprole, Fipronil.
Moduladores de Piretroides e Piretrinas Tetrametrin, Kadethrin, etc

canais de Na** DDT e Metoxicloro DDT e Methoxychlor.
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Acetamiprid, Thiamethoxan,

Agonistas de Neonicotindides .
etc.
receptores — ——
o Nicotina Nicotina
de Acetilcolina
Sulfoxaflor Sulfoxaflor
Ativadores de o .
Spinosinas Spinosad e Spnetoran

receptores de Acetilcolina

Ativadores de canais de ) ] o ] ) )
Avermectinas e Mibemicinas Abamectin, Lepimectin, etc.

Cloro
Analogos do hormonio )
Interferentes ) ) Hidroprene, Methoprene, etc.
. juvenil
do horménio i :
] ) Fenoxicarb Fenoxicarb
juvenil i i
Pyriproxyfen Pyriproxyfen
Bloqueadores Pymetrozine Pymetrozine
seletivos da alimentacéo Flonicamid Flonicamid
Inibidores do crescimento Clofentezine e Hexythiazox Clofentezine e Hexythiazox
de &caro Etoxazole Etoxazole
Moduladores dos . -
o Chlorantraniliprole, Cyaniliprole
resceptores Diamidas

_ ) e Flubendiamida
de rianodina

Fonte: Comité Brasileiro de Agdo a Resisténcia de Inseticidas - IRAC-BR (2015). (Adaptado)

A diamida antranilica, chlorantraniliprole, tem sido aplicada em diversas
regidbes, com resultados eficazes no combate a diversas pragas como lagartas,
besouros, acaros, percevejos, moscas-brancas, pulgdes, traca-do-tomateiro e broca-
pequena-do-fruto e outras pragas da ordem Lepidoptera e Helicoverpa, Coleoptera,
Diptera e Hemiptera (LAHM et al., 2009) e seus usos registrados para aplicacao
foliar em diversas culturas agricolas (US.EPA, 2008).

Evidencia-se com frequéncia a utilizacdo deste pesticida nas culturas de
arroz, abobora, abobrinha, aveia, milho, brdocolis, café, cana-de-agucar, couve-flor,
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cevada, algodao, chuchu, citros, couve, couve-chinesa, batata, couve-de-bruxelas,
girassol, maca, pepino, maxixe, meldo, melancia, péssego, repolho, soja, feijao,
tomate e trigo. Além disto, também é usado para controlar pragas-chave de culturas
frutiferas como maca, pera, uva e plantas produtoras de grdos como milho e soja
(ANVISA, 2014; AYALEW, 2015).

Altas concentracbes de chlorantraniliprole poderdo acarretar efeitos
deletérios no ambiente. Ao alcancar os corpos de agua 0 agente toxico impacta sua
estrutura e funcao, alterando a composicédo de espécies e comprometendo toda a
cadeia tréfica, desde comunidades de algas, as quais, devido o seu curto ciclo de
vida, permite uma rapida resposta fisiologica (SATYAVANI et al., 2012,
RODRIGUES et al., 2003). Além disso, o chlorantraniliprole é caracterizado como
um pesticida persistente em ambientes aquaticos (DHAWAN, 2009), com mobilidade
no solo e com uma meia-vida de 10 a 22 dias a 20 °C em sistemas naturais de agua
de sedimentos (EFSA, 2013; SHARMA, 2014).

Em algumas regibes do Brasil, os formulados com este principio ativo,
passaram a ser comercializados pelas empresas DuPont e Syngenta e séo
conhecidos no mercado por: Premio, Durivo, Coragem, Volian, Dermacor, Ampligo,
Altacor, com est4 elucidado na Tabela 3.
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Tabela 3. Relagédo dos formulados contendo o chlorantraniliprole, como principio

ativo, comercializados no Brasil.

MARCA EMPRESA INGREDIENTE
COMERCIAL REGISTRANTE ATIVO
ALTACOR DU PONT CHLORANTRANILIPROLE
AMPLIGO SYNGENTA LAMBDA CIALOTRINA+CHLORANTRANILIPROLE
CORAGEN DU PONT CHLORANTRANILIPROLE
DERMACOR DU PONT CHLORANTRANILIPROLE
DURIVO SYNGENTA THIAMETOXAM + CHLORANTRANILIPROLE
PREMIO DU PONT CHLORANTRANILIPROLE
VOLIAM FLEXI SYNGENTA THIAMETOXAM + CHLORANTRANILIPROLE
VOLIAM TARGO SYNGENTA ABAMECTINA + CHLORANTRANILIPROLE

1.3 Limites de exposicdo segura para agrotoxicos: Enfase para a

ecotoxicidade aquatica.

E necesséario o incremento de novos ingredientes ativos ambientalmente
seguros e que apresentem diferentes mecanismos de ac¢ao, afim de contribuir com
0 MIP - Manejo Integrado de Pragas (REGNAULT-ROGER et al., 2012). Porquanto,
0s pesticidas empregados na agricultura tornam-se uma ameaca para o ambiente,
sobretudo pelo comportamento ambiental de degradacdo dos produtos quimicos, 0s
quais diferem do principio ativo (SPADOTTO et al.,, 2004). De acordo com
RODGHER et al. (2003) e AMIZADEH et al. (2015), os elementos quimicos, de
forma isolada, ndo asseguram a protecdo da vida aquatica, pela possibilidade de

ocorrer o0 sinergismo entre todas as substancias.
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Segundo o CONAMA 357/2005 as classes de aguas doce observam
condicbes e padrbes de qualidade de agua, determinando valores maximos

permitidos de alguns organicos (Tabela 4).

Tabela 4. Valores maximos de parametros de alguns organicos para aguas doce das
classes 1 e 2 permitidos pelo CONAMA 357/2005.

PARAMETROS ORGANICOS

VALOR MAXIMO

Acrilamida 0,5 pg/L
Alacloro 20 ug/L
Aldrin + Dieldrin 0,005 pg/L
Atrazina 2 ug/L
Benzeno 0,005 mg/L
Benzidina 0,001 pg/L
Benzo(a)antraceno 0,05 pg/L
Benzo(a)pireno 0,05 pg/L
Benzo(b)fluoranteno 0,05 pg/L
Benzo(k)fluoranteno 0,05 pg/L
Carbaril 0,02 pg/L
Clordano (cis + trans) 0,04 pg/L
2-Clorofenol 0,1 pg/L
Criseno 0,05 pg/L
2,4-D 4,0 ug/L
Demeton (Demeton-O + Demeton-S) 0,1 pg/L
Dibenzo(a,h) antraceno 0,05 pg/L
1,2-Dicloroetano 0,01 mg/L
1,1-Dicloroeteno 0,003 mg/L
2,4-Diclorofenol 0,3 pg/L
Diclorometano 0,02 mg/L
DDT (p,p’-DDT + p,p’-DDE + p,p’-DDD) 0,002 pg/L
Dodecacloro pentaciclodecano 0,001 pg/L
Endossulfan (a + b + sulfato) 0,056 pg/L
Endrin 0,004 pg/L
Estireno 0,02 mg/L
Etilbenzeno 90,0 pg/L
Fenois totais (subst. que reagem com 4-aminoantipirina) 0,003 mg/L C6H50H
Glifosato 65 pg/L
Gution 0,005 pg/L
Heptacloro epoxido + Heptacloro 0,01 pg/L
Hexaclorobenzeno 0,0065 pg/L
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,05 pg/L
Lindano (g-HCH) 0,02 pg/L
Malation 0,1 ug/L
Metolacloro 10 ug/L
Metoxicloro 0,03 pg/L
Paration 0,04 pg/L
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PCBs - Bifenilas policloradas 0,001 pg/L
Pentaclorofenol 0,009 mg/L
Simazina 2,0 yg/L
Subst. tensoativas que reagem com o azul de metileno 0,5 mg/L LAS
2,45-T 2,0 yg/L
Tetracloreto de carbono 0,002 mg/L
Tetracloroeteno 0,01 mg/L
Tolueno 2,0 yg/L
Toxafeno 0,01 pg/L
2,4,5-TP 10,0 ug/L
Tributilestanho 0,063 ug/L TBT
Triclorobenzeno (1,2,3-TCB + 1,2,4-TCB) 0,02 mg/L
Tricloroeteno 0,03 mg/L
2,4,6-Triclorofenol 0,01 mg/L
Trifluralina 0,2 yg/L
Xileno 300 pg/L

Fonte: CONAMA 357/2005.

A ecotoxicidade aquatica causada pelas atividades antropicas, pode ser
avaliada através da integracdo das andlises fisicas, quimicas, biolégicas e
ecotoxicoldgicas ocasionadas, sobretudo, pelas atividades antrépicas (MAGALHAES
e FERRAO-FILHO, 2008; RAND e PETROCELLI, 1985).

Testes de toxicidade sdo realizados, tanto para avaliar os efeitos agudos,
como para detectar os efeitos cronicos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2011,
LOMBARDI, 2004; ADAMS, 1995). Preferencialmente, sdo selecionados
organismos aquaticos que sejam sensiveis e representativos (BAZANTE et al., 2008;
COELHO, 2008; ANDERSEN e BUCKLEY, 1998; SEE e BAILER, 1998).

Os testes de toxicidade aguda avaliam a mortalidade e a imobilidade em 50%
dos organismos-teste, por um periodo de 48, 72 e 96 horas. Sao realizados testes
gue avaliam os “efeitos” em 50% da populacéo, tanto de invertebrados como de
vertebrados. Em organismos invertebrados como os microcrustaceos, estes efeitos
sdo estimados através da Concentracdo Mediana Efetiva (CE50) e os efeitos
manifestados em vertebrados como 0s peixes, sdo estimados através da
Concentracao Mediana Letal (CL50) (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2011).

Os testes crbnicos sdo estimados a partir da Maior Concentracdo de Efeito
N&o-Observado (CENO) e da Menor Concentracdo de Efeito Observado (CEO). O
Valor Crénico (VC) é obtido através da média geométrica entre CENO e CEO.

Segundo ZAGATTO e BERTOLETTI (2011), os testes de toxicidade sé&o
estabelecidos por associagfes e organizagées de normatiza¢do internacionais como
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a Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD), International
Organization for Standardization (ISO), Comunidade Econémica Europeia (ECC),
American Water Works Association (AWWA), Association Francaise de
Normalisation (AFNOR), American Society for Testing and Materials (ASTM), United
States Environmental Protection Agency (US EPA), European Food Safety
Authority (EFSA) e, no Brasil, a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

A Comunidade Econbémica Europeia (ECC) definiu, por meio da Diretiva
80/778/EEC de 15 de julho de 1980, que a concentracdo maxima individual dos
ingredientes ativos de agrotoxicos inseticidas (organoclorados, organosfosforados e
carbamatos) deve ser inferior a 0,1 ug.L! e a soma de todos os ingredientes ativos
herbicidas, fungicidas, policlorobifenilos (PCBs) e policlorotrifenilos (PCTs), ndo pode
exceder 0,5 pg.L™.

No Brasil, o CONAMA 357/2005, determinou valores maximos permitidos para
essas substancias tdxicas serem lancados no ambiente. Como se pode observar na
Tabela 5.

Tabela 5. Apresentagdo dos Valores Maximos Permitidos (VMP) de algumas
classes de substancias toxicas no ambiente, segundo o CONAMA 357/2005.

SUBSTANCIAS VALORES MAXIMOS PERMITIDOS

10,0 ug.L* a 1,0mg.L?

Compostos organofosforados e .
(para aguas de classe 1 a 8)

Carbamatos totais

Compostos Organoclorados 0,05 mg.L?

(pesticidas, solventes, etc)

Outras substancias em De acordo com limites a serem
concentragcdes que podem ser fixados pelo CONAMA
prejudiciais

Fonte: CONAMA/2005.
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Segundo o Conselho Nacional do Maio Ambiente — CONAMA 357/2005 -
Art.3°, as aguas doces, salobras e salinas do Territorio Nacional estéo classificadas,

estabelecendo-se os seus devidos fins para seus usos, descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Classificacdo das aguas quanto a protecao e preservacao do equilibrio
natural das comunidades aquaticas, de acordo com o0 CONAMA N° 357/2005.

Protecédo e Protecéo e Protecéo e
Classes preservacdo de preservacgao de preservacgao de
das Aquas organismos organismos organismos
9 aquaticos de aquaticos de aquaticos de
aguas doces aguas salinas aguas salobras
Classe Especial Sim Sim Sim
Classe 1 Sim Sim Sim
Classe 2 Sim N&o N&o
Classe 3 N&o N&o N&o
Classe 4 Nao ) -

Fonte: CONAMA, 2005. (Adaptado)

Os organismos aquaticos estéo protegidos pela OECD e US.EPA, quanto as

contaminacgdes por agentes quimicos (Tabela 7).

Tabela 7. Protocolos da OECD e US.EPA para protecdo de organismos aquaticos

nao-alvo, quanto a toxicidade de agrotoxicos.

. N° Protocolo .
Toxicidade OECD e US.EPA Tipo De Produto

Microcrustaceo (agudo) 202 e 850.1010 *PT e »*PF

Microcrustaceo (crbnico) 211 e 850.1300 *PT

*PT: Produto Técnico; **PF: Produto Formulado. (adaptado Rebelo e Caldas, 2014)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

e Avaliar a toxicidade aguda e crbnica do pesticida chlorantraniliprole sobre o

microcrustaceo C. dubia.

e Contribuir com informacdes ecototoxicoldégicas para avaliacdo de risco

ambiental do composto.

2.2 Objetivos especificos

¢ Determinar a Concentracéo Efetiva Média CE50 (48h) para C. dubia.
e Estabelecer CENO (Maior Concentracdo de Efeito Nao Observado), CEO
(Menor Concentracéo de Efeito Observado) e VC (Valor Cronico) do pesticida

chlorantraniliprole para a C. dubia.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo e manutencdo do microcrustaceo Ceriodaphnia dubia

Para a realizacdo dos testes, foi necessario o cultivo e a manutencdo do
microcrustaceo da espécie Ceriodaphnia dubia, utilizada como organismo-teste, e
da microalga Raphidocelis subcapitata (anteriormente conhecida como Selenastrum
capricornutum e Pseudokirchneriella subcapitata), a qual foi utilizada como alimento
do referido organismo-teste. Tais procedimentos seguiram as normas (adaptadas)
da ABNT NBR 13373 (2010) e ABNT NBR 12648 (2011), respectivamente. O cultivo
e testes ecotoxicol6gicos foram realizados no LATHIS (Laboratério de Toxicologia de
Contaminantes Ambientais e Histologia) — Unesp de Sorocaba.

A escolha do organismo-teste (Figura 3), se deu pela ampla faixa de
sensibilidade as substancias toxicas; pela importancia ecolégica; pela facilidade de
cultivo em laboratério e pelas informacdes literarias sobre a espécie e seu ciclo de
vida (HOFFMAN, 2003).

C. dubia é popularmente conhecida como “pulga d’agua”, devido a seu
movimento vertical na coluna d’agua com pequenos saltos. Medem 0,8 — 0,9 mm de
comprimento e sua reproducdo se da por partenogénese. Possui 5 ou 6 pares de
patas achatadas e 2 pares de antenas cefalicas, as quais sao utilizadas para captura
de alimento. Para sua locomocéo, usa as antenas, em especial o segundo par, que
e bifurcada e com inimeras cerdas rigidas. Seu ciclo de vida varia entre 1 e 2
semanas. Os ovos séo incubados na cavidade dorsal e ddo origem a novos
individuos (ESTEVES, 2011).
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Figura 3. Microcrustaceo Ceriodaphnia dubia.

100 pm

Fonte: CFB, 2016.

Para o cultivo da C. dubia, foram selecionados 16 a 20 organismos,
separados em lotes por faixas etarias, ficando assim distribuidos: (0 - 1 semana), (1 -
2 semanas) e (2 - 3 semanas). Os organismos foram mantidos em incubadoras da
marca TECNAL, modelo TE-4020 LED , com temperatura entre 23°C e 27°C, com
fotoperiodo de 16h/luz e 8h/escuro.

O cultivo dos organismos se deu em recipientes de vidro com agua
reconstituida, devidamente vedados com papel fiime de PVC contendo pequenas
perfuracdes na superficie para a entrada de ar.

A agua de cultivo foi reconstituida a partir de agua mineral comercial, ajustada
para os seguintes parametros fisicos e quimicos: pH (7,0 a 7,6), condutividade (72 a
212 uS/Cm), temperatura (23°C a 27°C), oxigénio dissolvido (> 3 mg/L) e dureza (40
a 48 mg CaCOs/L).

A cada 2 dias a agua dos lotes da cultura era renovada, ocorrendo
semanalmente a triagem dos organismos, a qual era organizada pelo tempo de vida
para o controle das idades de cada lote. Neste momento, ocorria também a
contagem e a  separacdo dos neonatos. Tal procedimento auxiliava no
monitoramento da cultura e na formacao de novos lotes reserva (Figura 4). Todos
0s procedimentos de cultivo seguiram as recomendac¢des das normas (adaptadas)
da ABNT NBR 13373 (2010).
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Figura 4. Imagem demonstrando o cultivo da C. dubia mantido em incubadora com

controle de temperatura e fotoperiodo.

Fonte: Acervo pessoal

Os organismos-teste cultivados no laboratério foram alimentados diariamente
com alga da espécie R. subcapitata (Figura 5), na proporcdo de 0,2 mL/organismo,
além do alimento composto a base de racdo de peixe fermentada (Tetramin) e
fermento biolégico (Anexo VI), a cada 2 dias, de acordo as normas (adaptadas) da

ABNT NBR 13373 (2010).
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Figura 5. Raphidocelis subcapitata observada na camara de Sedgewick-Rafter apds

diluicdo da amostra, para contagem.
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Fonte: www.nies.go.jp

O cultivo da microalga R. subcapitata (Figura 6) ocorreu em meio OLIGO, cujo
preparo esta descrito no Anexo VII, de acordo com a norma (adaptada) da ABNT
NBR 12648 (2011).

O meio Oligo foi autoclavado e, posteriormente, em temperatura ambiente,
inoculou-se 1mL de solucéo algacea concentrada, para cada litro de meio Oligo.

Adaptou-se um sistema de cultivo no qual o frasco era vedado
cuidadosamente e levado a incubadora a temperatura variando de 23 a 27 °C, sob
aeracao e luz continua. Assim que o crescimento exponencial do cultivo era atingido

(geralmente entre 4 a 7 dias), o processo era finalizado.
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Figura 6. Demonstracdo do periodo de repique das algas em incubadora, no

laboratério.

Fonte: Acervo pessoal.

Parte da alga produzida era concentrada para ser utilizada em futuros
repiques, sendo assim, reservada em lotes na geladeira a 4°C. A outra parte da alga
resultante do processo era utilizada na alimentag¢do da cultura do microcrustaceo.

O procedimento para o controle do cultivo se deu através da contagem das
células da solucdo algacea, feita periodicamente, na camara Sedgewick-Rafter e no
microscépio Optico. A quantidade de células era calculada a partir da seguinte

equacao:Q=M.A.D

Onde:

Q = Quantidade de células de R. subcaptata por mL de solugéo;

M = Média do numero de células/mm?2 da camara de Sedgewick Rafter;
A = Area total da camara;

D = Diluic&o utilizada para a contagem

3.2 Teste de sensibilidade com C.dubia

A cultura da C. dubia passou mensalmente por um Teste de Sensibilidade dos
organismos (ANEXO 1V), onde os resultados gerados auxiliavam na elaboracdo da
Carta-Controle (ANEXO V).
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3.3 Preparacao da solucao-estoque e da solucao-diluida para os testes agudos

e crénicos, respectivamente.

A solucéo-estoque na concentracao de 100 mg/L de chlorantraniliprole utilizada
para os testes de toxicidade aguda, foi preparada com 10 mg de chlorantraniliprole
(Padrdo Puro Pestanal® 32510 - Sigma Aldrich) + 100 ml de acetona (Acetona -
Sigma Aldrich P.A 99.5%), esta usada para solubilizar a solugdo. Para realizar tal
preparo, utilizou-se um Baldo Volumétrico (1L) e micropipetas analiticas. Apos o
preparo, a solucdo foi acondicionada em frasco ambar e armazenada a -4°C
(freezer).

Para o preparo da solucdo-diluida, foi necessério fazer uma diluicdo da
solucéo-estoque de 100 mg/L para uma concentracdo de 6,0 mg/L. Esta solucéo foi
em seguida acondicionada em frasco ambar e armazenada a 4°C (geladeira). As
solucbes-teste para os ensaios, agudos e cronicos foram preparadas no inicio de

cada teste. Os preparos de ambas as solucdes estdo esquematizadas na Figura 7.

Figura 7. llustracédo da preparacao da solucéo-estoque (100 mg/L) para os
testes agudos e da solucao-diluida (6 mg/L) para os testes cronicos.

AGUDOS CRONICOS

100 mLde acetona 47 mL de agua Milli-Q

+ +

10 mg de chlorantraniliprole 3 mL da solucdo-estoque

SOLUCAO-ESTOQUE SOLUCAO-DILUIDA
100 mg/L 6 mg/L

Fonte: Autoria prépria.
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3.4 Teste de toxicidade aguda (preliminar) com chlorantraniliprole

Foi realizado um teste preliminar de toxicidade aguda com a finalidade de se
estabelecer uma faixa de concentracdo de chlorantraniliprole, que permitisse o
calculo da CE(50)48h. As concentracdes deste ensaio foram definidas com base
nos resultados da literatura de testes cronicos (21 dias), com a espécie do
microcrustaceo Daphnia magna, onde apresentaram uma CENO de 4,47 ug/L
(US.EPA, 2008 e EFSA, 2013).

O teste preliminar contou com o preparo de solucdes do chlorantraniliprole com
5 concentracdes intermediarias com uma progressao geométrica de fator 3 (0,5
Mg/L; 1,5 pgl/L; 4,5 ug/L; 13,5 ug/L, 40,5 pg/L) (Tabela 8 e ANEXO I).

Este teste consistiu em um controle somente com agua de cultivo, 5
concentracfes pré-estabelecidas do pesticida e mais 5 concentracbes compostas
por dgua de cultivo + acetona (por ser o solvente da solugdo) na quantidade
proporcional a cada concentragéo do teste.

Cada concentracdo foi composta por 10 réplicas, contendo 1 organismo-teste

inserido em um volume de 20 mL em béqueres de vidro (50 ml) (Figura 8).

Figura 8. Demonstragao dos testes de toxicidade com C. dubia.

Fonte: Acervo particular
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Na montagem do experimento, foram oferecidos como alimento 0,02
mL/organismo de “alimento composto” e 1 a 5x10° células/organismo de “solucao
algal”, sendo a alga ministrada diariamente.

O experimento foi mantido por 48h em incubadora marca TECNAL, modelo
TE-4020 LED, com temperatura entre 23°C e 27°C, com fotoperiodo de 16h/luz e
8h/escuro, segundo as recomendacdes (adaptadas) da ABNT NBR 13373/2010.

3.5 Testes de toxicidade aguda (definitivos) com chlorantraniliprole

Para medir a toxicidade aguda do chlorantraniliprole sobre a C. dubia foram
definidas 5 concentracbes em progressdo geométrica utilizando fator 1,5. Estas
novas concentracdes foram estabelecidas a partir da concentracdo de 4,5 ug/L (do
teste preliminar), por ter apresentado um resultado significativo de 50% de
mortalidade dos organismos-teste.

As concentracdes ficaram definidas assim: 0,88 pg/L; 1,3 pg/L; 2,0 pyg/L; 3,0
Ma/L, 4,5 ug/L. Os experimentos foram realizados em trés periodos: 13/03/2015;
10/04/2015 e 05/06/2015 (ANEXO 1) e utilizou-se lotes de diferentes periodos da
cultura de C. dubia, a fim de se comprovar a reprodutibilidade dos dados obtidos
para CE(50) 48h. Os procedimentos para a execucédo dos testes foram idénticos aos

citados anteriormente no item 3.4 e como se pode ver na Figura 9.
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Figura 9. llustracdo da preparacédo para os testes de toxicidade aguda e crbnica
com C. dubia.

20 mL de volume de solucéo teste
0,02 mL/org de alimento composto
1 a 5x10° cel/org de solucdo concentrada de alga
10 réplicas de agua reconstituida (para o controle)

10 réplicas de cada concentragao teste

Fonte: Autoria prépria

A partir dos resultados para os testes agudos, 0s quais avaliaram a
mortalidade e imobilidade em 48 horas, foram calculadas as estatisticas dos testes
1, 2 e 3, utilizando o Software ICPIN e o método de Interpolacdo Linear.

Confirmadas nas Figuras 11, 12 e 13, a sequir.

3.6 Teste de toxicidade cronica (Preliminar) com chlorantraniliprole

Foi realizado um teste preliminar para encontrar uma concentragao inicial e,
consequentemente realizar os trés testes definitivos (Anexo ).

As concentragdes dos ensaios cronicos foram definidas a partir do valor medio
de CE(50)48h de 2,9 ug/L (obtidos por meio da analise de trés testes agudos
descritos no item 3.5), dividindo-o por 10, ou seja, de 0,29 ugl/L.

Ficaram estabelecidas 5 concentrac¢des: 0,13 pg/L; 0,19 ug/L; 0,29 ug/L; 0,44
Mg/L e 0,65 pg/L para a realizagéo dos ensaios cronicos preliminares.

Este ensaio preliminar foi realizado com neonatos de C. dubia com idade entre
6h a 24h. A duragéo do ensaio foi de 7 a 8 dias, com troca total da solugéo-teste a

cada 48h. O alimento fornecido diariamente foi a alga da espécie R. subcapitata (1
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a 5x10° células/organismo) e a cada renovacao de solucao, foi ministrado o alimento
composto (0,02 mL/individuo). O ensaio permaneceu em incubadora com controle
da temperatura (23 a 27°C) e fotoperiodo (16h-luz e 8h-escuro).

Os procedimentos para a execucao deste teste foram idénticos aos citados

anteriormente no item 3.4.

3.7 Testes de toxicidade crdnica (definitivos) com chlorantraniliprole

Foram realizados trés testes cronicos definitivos com as concentracdes
ajustadas a partir do teste preliminar. Ficaram assim definidas: 0,25 ug/L; 0,37 pg/L;
0,56 ug/L; 0,84 ug/L; 1,26 pg/L.

Esta faixa permitiu o calculo das variaveis acima citadas, para a proposta de
um valor de exposi¢cdo ambiental seguro para a protecédo da vida aquatica, com base
no organismo-teste C. dubia. (ANEXO II).

Foram totalizados trés ensaios que permitissem o calculo de CENO, CEO e
VC para o clorantraniliprole. Para estes testes avaliou-se a reproducdo em
comparacdo ao grupo controle, por meio de analise estatistica que utilizou o
Software BioStat 5.3 (Ayres, 2007) e o método de Kruskal-Wallis.

Tanto o ensaio preliminar quanto os definitivos foram realizados com
neonatos de C. dubia com idade entre 6h a 24h. A duragéo dos ensaios foi de 7 a 8
dias, com troca total da solucéo-teste a cada 48h. O alimento fornecido diariamente
foi a alga da espécie R. subcapitata (1 a 5x10° células/organismo) e a cada
renovacao de solucgdo, foi ministrado o alimento composto (0,02 mL/individuo).

Os ensaios permaneceram em incubadora com controle da temperatura (23 a
27°C) e fotoperiodo (16h-luz e 8h-escuro). Os procedimentos para o preparo e
execucado dos testes foram idénticos aos citados anteriormente no item 3.4. Os
parametros pH, dureza e condutividade foram monitorados a cada troca, para
analise de possiveis interferéncias na reproducdo, de acordo com a ABNT NBR
13373 /2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Toxicidade aguda

Conforme citado no item 3.4 os resultados do teste agudo preliminar realizado
com C. dubia expostas por 48h ao pesticida chlorantraniliprole, revelaram que a
CE(50) 48h permaneceu entre as concentracbes de 1,5 pg/L e 4,5 pg/L, com
mortalidade correspondente a 20% e 40%, respectivamente. Observado no Anexo |
e Tabela 8.

Tabela 8. Resultados das mortalidades obtidas no ensaio agudo preliminar, no qual

a espécie C. dubia foi exposta por 48h ao chlorantraniliprole.

Mortalidade(%)

Controle Acetona 0,5ug/L 15pupg/L  4,5pug/L 13,0 yg/L 40,5 ug/L
10 20 0 20 40 100 100

Considerando-se que, para o calculo de CE(50) 48h, o ideal é ter uma faixa de
concentracdes, sobretudo, onde ndo ocorram mortalidades acima de 20% e uma
concentracdo com 100% de mortalidade, de acordo com as normas adaptadas da
ABNT NBR 13373 (2010).

Sendo assim, a partir deste resultado, foram determinadas as novas
concentragcdes para os trés testes definitivos de toxicidade aguda. Conforme Anexo
1.

Os 3 ensaios definitivos utilizaram a mesma faixa de concentracdes, no
entanto, as porcentagens de mortalidade variaram devido a possivel oscilagdo da

faixa de sensibilidade dos organismos. (Figura 10).
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Figura 10. Resultados dos ensaios de toxicidade aguda com chlorantraniliprole para

avaliacao de mortalidade utilizando-se C. dubia.
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Os resultados dos trés testes de toxicidade aguda estdo expressados

estatisticamente, através das Figuras 11, 12 e 13, a seguir.

Figura 11. Andlise estatistica para o 1° teste de toxicidade aguda com C. dubia.

w3 Inhibition Concentration Percentage Estimate s
Toxicant/Eff luent: v

Test Start Date: 13.03.15 Test Ending Date: v

Test Species: v

Test Duration:

DATA FILE: fAgudol.icp

Number Concentration Response
Replicates . Response Means

0.960

0.960
0.960
0.960

Number of Resamplings: 80 BO Rezamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.8371 Standard Deviation: 0.1137
Original Confidence Limits: Lower: 3.7241 Upper: 4.1016
Resampling time in Seconds: 1.59 Random_Seed: 695725850

Press Any Key to Continue

= =

E DOSBox 0.74, Cpu speed: 3000 cycles, Frameskip 0, Program:  ICPIM El_léj




Figura 12. Andlise estatistica para o 2° teste de toxicidade aguda com C. dubia.

B DOSBox 0.74, Cpu speed: 3000 cycles, Frameskip 0, Program: ICPIN |.5|_|éj

=x= [nhibition Concentration Percentage Estimate seee
Toxicant~Eff luent: v
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Resampling time in Seconds: 1.38 Random_3Seed: —-652466982
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Figura 13. Andlise estatistica para o 3° teste de toxicidade aguda com C. dubia.

B DOSBox 0.74, Cpu speed: 3000 cycles, Frameskip 0, Program: ICPIN El_lﬁ
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The Bootstrap Estimates Mean: 1.7431 Standard Deviation:
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Rezampling time in Seconds: 1.38 Random_Seed: 2105186970
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Obteve-se um valor maximo e minimo de CE(50)48h de 3,84 ug/L e 1,74 ug/L,
nos testes 1 e 3, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados de CE50 (48h) dos testes de toxicidade aguda.

1° Teste 20 Teste 3° Teste
Ho/L
CE50 (48h) 3,84 3,41 1,74

Diante dos resultados estatistiscos, foi calculado um valor médio de CE(50)
48h entre os trés testes realizados e determinou-se, entdo, que a CE50 (48h) para
C. dubia sob os efeitos do inseticida chlorantraniliprole foi de 2,9+1,11 ug/L.

Na Tabela 10 pode-se constatar os limites ambietalmente seguros para

algumas espécies de organismos aquaticos descritos na literatura (EFSA, 2013 e
US.EPA 2008).



44

Tabela 10. Valores de CE(50) e CL(50) 48h de chlorantraniliprole, obtidos na

literatura para algumas espécies de invertebrados e microcrustaceos de agua doce

(US.EPA, 2008 e EFSA, 2013).

INVERTEBRADOS ORDEM CES50 e CL50(48h)
DE AGUA DOCE
Ceriodaphnia dubia Cladocera CES50 2,9 pg/L *
Daphnia magna Cladocera CES50 9,4 pg/L**
Daphnia magna Cladocera CE50 11,6 pg/L
Centroptilum triangulifer Ephemeroptera CL50 11,6 pg/L
Chimarra atterima Trichoptera CL50 11,7 pg/L
Gammarus pseudolimnaeus Amphipoda CL50 35,1 pg/L
Chironomus riparius Diptera CL50 85,9 ug/L
Hyallella azteca Amphipoda CL50 >389 pg/L
Soyedina carolinenses Plecoptera CL50 978 ug/L

* presente pesquisa.
** | avtizar et al. (2015).
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4.2 Toxicidade crbnica

A partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda, iniciaram-se 0s
ensaios cronicos, os quais avaliaram os efeitos do chlorantraniliprole sobre a
reproducéo da C. dubia, a longo prazo.

Foram realizados 4 testes, sendo 1 preliminar e 3 definitivos, contudo,
somente 2 dos definitivos apresentaram resultados significativos em relacdo ao

grupo controle, os testes 1 e 3. (Figura 14).

Figura 14. Resultado dos testes de toxicidade crdnica utilizando concentracfes de
0,25 a 1,26 pgL de clorantraniliprole, as quais 0os organismos-teste foram expostos
por 7 dias, havendo diferencas significativas nos testes 1 e 3.
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Controle Acetona 0,25 0,37 0,56 0,84 1,26

Concentragdes (ug/L)
BTestel OTeste2 BTeste3 * p<0,05

*Diferenca significativa

De acordo com o grafico acima, observa-se que houve diferenga significativa
somente nos testes 1 e 3. Sendo assim, pode-se constatar que no teste 1 (preto) a
CEO ficou em 1,26 pugL e a CENO em 0,84 ugL. No teste 3 (cinza) a CEO ficou em
0,56 pugL e a CENO em 0,37 pgL. Ficou determinado para os testes 1 e 3, um valor
meédio de 0,91 * 0,49 ug/L para CEO e de 0,61 + 0,33 pg/L para CENO e, a partir
destas médias, foi calculado o VC de 0,74 ug/L (Tabela 11).
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Tabela 11. Demonstracdo das estatisticas médias de neonatos e desvios dos testes

de toxicidade crénica I, Il, Il para C. dubia.
Concentracfes Controle  Acetona 0,25 0,37 0,56 0,84 1,26
Neonatos pg/L

Média e desvio  18+6,93 15+3,77 17,7+3,23  13+4,67 12,9+3,11 11,6+5,40 8,5+5,13
|

Média e desvio  12,3+6,57 15,5¢4,06 15,7+3,80 15,6+1,96 14,3+4,37 11,5¢597 10,9+2,80
I

Média e desvio  17,7+5,40 16,6£3,90 16,9+5,20 11,1+4,90 8,2+4,30 9,4+3,10 9,3+4,10
I

Lavtizar et al. (2015) avaliaram também os efeitos crbénicos do
chlorantraniliprole sobre a espécie de microcrustaceo, Daphnia magna e de acordo
com os seus resultados ndo foram observados efeitos cronicos significativos para D.
magna, ao longo de 21 dias de exposicdo ao pesticida. Todavia, na presente
pesquisa foram observados os efeitos crénicos de reproducédo ao longo de 7 dias
para Ceriodaphnia dubia.

Em 2015, Rodrigues et al., utilizaram em suas pesquisas 0s insetos
Chironomus riparius no periodo larval. Estes colonizam ambientes aquaticos
como lagos, rios, riachos, pocas de agua, além de serem considerados organismos
bentbnicos na fase laval de suas vidas. Eles tiveram como objetivo, examinar as
respostas sub-letais do C. riparius aos efeitos do chlorantraniliprole e encontraram a
CEO de 3,1 ug/L em 28 dias de exposi¢éo ao pesticida e a CL50 (48h) de 77,5 pg/L.
Ao final, atestaram que o0s impactos causados pelo inseticida chlorantraniliprole
sobre C. riparius comprometeram negativamente o desenvolvimento e crescimento
da espécie. Seus resultados corroboram a pesquisa da EFSA (2013), onde
estabeleceram a CENO de 2,5 pg/L para C. riparius em 28 dias de teste com o
mesmo pesticida para 0 meio aquoso, assim como o valor de 5,0 yg/L para o

sedimento.
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O valor obtido na presente pesquisa (2,9 pg/L) possui valor menor do que 0s
resultados previamente relatados pelo EPA (2008) e EFSA (2015) de 11,6 ug / L
para diversas espécies de invertebrados de &agua doce. Pode-se observar
CE50(48h) maiores para a cladocera D. magna de 11,6 pg/L, para a Ephemeroptera
Centroptilum triangulifer de 11,6 pug/L e CL50 (48h) de 11,7 ug/L para a Trichoptera
Chimarra atterima (Tabela 9). Assim como comparandondo-o com os resultados de
Lavitzar et al. (2015) para D. magna de 9,4 pg/L.

Nas pesquisas de Lavitzar et al. (2014) sobre a transformacdo do
chlorantraniliprole em meio aquoso, eles observaram uma rapida degradacdo do
produto. No entanto, apesar dessa caracteristica encontrada, quando o0s
organismos-teste deste estudo foram expostos a concentracdes elevadas
inicialmente para os testes agudos, foi observado um efeito de imobilidade e
mortalidade em 2 dias de exposicdo ao pesticida. Vale ressaltar que em todos o0s
seus testes de toxicidade cronica houve a renovacéo da solugéo-teste.

Nas pesquisas de Sumon et al. (2016) sobre os cultivos de arroz associado
com com cultivo de camardo, eles puderam constatar que as aplicacdes de
pesticidas como o chlorantraniliprole sobre a agricultura, podem causar efeitos
diretos reduzindo a abundéncia dos organismos pelo aumento da mortalidade ou
pela reducdo da fecundidade ou mesmo podem alterar padrbes de comportamento
normais, da fisiologia, causando toxicidade aguda e crbénica nas populacbes de
microcrustaceos cultivados. Concluiram que a aplicacdo de pesticidas na producao
de arroz pode levar a contaminacdo dos ambientes aquaticos, os quais podem se
dispersar através da deriva de pulverizacdo, do escoamento e da lixiviacdo do
produto.

Na Etidpia, Ayalew (2015), pesquisou alguns pesticidas utilizados no combate
a Tutta absoluta, a praga do tomateiro e 10 inseticidas de 4 classes diferentes
fizeram parte do seu estudo, dentre eles as diamidas. Como resultado, a infestacéo
no fruto foi significativamente menor, em areas tratadas com o inseticida diamida
chorantraniliprole, causando menos danos as frutas.

Outras pesquisas foram realizadas para analisar os efeitos do
chlorantraniliprole sobre a praga do tomateiro, T. absoluta e constataram a sua
eficiéncia (Karaagac S. U., 2015) e alguns resultados descrevem os efeitos do

chlorantraniliprole.
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Takao (2011), utilizando algumas espécies de invertebrados estudou a
atividade do inseticida chlorantraniliprole. Verificou que sobre as principais pragas
do tomateiro, as doses de 20, 40 e 80 g i.a.hal, sdo eficiente para o controle de
Liriomyza huidobrensis e Tuta absoluta e as doses de 40 e 80 g i.a.ha’ sdo
eficientes para Bemisia tabaci biétipo B e Frankliniella schultzei. Pelos resultados
obtidos nos seus experimentos, constatou-se que 0 novo inseticida podera ser
utilizado no controle das principais pragas do tomateiro, constituindo-se como nova
opcdo para 0 manejo das pragas na cultura do tomate e, associado aos
neonicotindides. Constatou também que as aplicacdes sequenciais e frequentes de
inseticidas de grupos mais antigos e de maior toxicidade como organofosforado,
carbamatos e piretroides devem ser evitadas.

Martinou et al. (2014) testaram os efeitos letais de 6 inseticidas com
mecanismos de acgdo diferentes, dentre eles o chlorantraniliprole, sobre o
Macrolophus pygmaeus, predador natural da Tuta absoluta, no entanto, ndo houve
diferenca significativa, causada pelo clorantraniliprole, sobre o predador. Em 2015,
esses mesmos pesquisadores estudaram os efeitos subletais de 2 inseticidas, sendo
um deles o chlorantraniliprole, sobre os predadores da Ephestia kuehniella. Nesse
estudo, ndo houve efeito cronico sobre as espécies predadoras, Macrolophus
pygmaeus e Nesidiocoris tenuis ao se alimentarem dos ovos.

Nas pesquisas de Abees et al. (2015) foram testadas a toxicidade aguda e
crénica do chlorantraniliprole sobre a espécie de inseto Bracon nigricans, predador
natural da T. absoluta, ndo sendo evidenciados resultados significativos contra o
inseto predador. J& nos resultados dos trabalhos de Campos et al. (2015)
constataram alguns efeitos negativos do chlorantraniliprole sobre dois predadores
naturais, o Amphiareus constrictus e Blaptostethus pallescens Poppius, com reducao
do numero de ninfas no estagio adulto, alterando assim a préxima geracdo da
populacao.

As mutacdes que afetam o mecanismo de acdo dos insecticidas sdo muito
comuns e estao relacionados com a resisténcia dos organismos ao ingrediente ativo.
Li X. et al. (2015) avaliaram a suscetibilidade da traca da couve, Plutella xylostella,
ao chlorantraliniliprole e, apos diferentes ensaios, constataram a sua resisténcia a

diamida.
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No entanto, Shane et al. (2015) estudaram os efeitos de 4 inseticidas, dentre
eles o chlorantraniliprole, sobre a espécie Drosophila melanogaster e constataram
que, devido aos diversos mecanismos de acdo dos inseticidas, a espécie em
guestao foi menos sucetivel a diamida. Enquanto que, nas pesquisas de Campos et
al. (2015), as diamidas foram altamente eficazes contra T. absoluta, evidendiando-se
a resisténcia cruzada entre elas.

Em Karnataka, na india, foi realizada uma pesquisa de campo na
Universidade de Ciéncias Agricolas, no distrito de Dharwad, onde foram observados
os efeitos de diferentes inseticidas sobre a broca da soja, Cydia ptychora e os
resultados revelaram que a agao do chlorantraniliprole foi significativamente superior
na reducédo da populacéo de larvas (Vinod M. e Patil R.H., 2015).

Robles-Vargas (2015) pesquisou os efeitos de organoclorados e carbamatos
sobre D. magna e C. dubia e concluiu que houve uma grande variacdo nos valores
de EC50 e cronicos. Quando testou o organoclorado Lindano sobre a D. magna
encontrou uma EC50(48h) de 1700 pg/L e 45 ug/L para C. dubia, valores maiores
gue os encontrados na literatura, sendo 15 vezes maior do que o determinado neste
estudo. Para o carbamato Carbaril a EC50(48h) ficou estabelecida em 12 pg/L para
ambas as espécies citadas, valor também maior que os determinados na literatura,
sendo 4,5 vezes maior do que a apresentada nesta pesquisa. Os resultados para os
testes cronicos para o organoclorado Lindano foram estabelecidos em 340 ug/L para
D. magna e 13 pg/L para C. dubia, sendo assim 17,5 maior que o valor cronico
apresentado no presente estudo.

Na presente pesquisa, 0s resultados da toxicidade causada por
clorantraniliprole nos testes crénicos registraram um valor 3,9 vezes menor do que
os resultados dos testes de toxicidade aguda.

Observa-se que, apesar de nao haver significancia no teste cronico I, houve
uma reducdo de mais de 50% em relagdo ao numero de neonatos na maior
concentragao testada (1,26 pg/L) quando comparado ao grupo controle, como se
pode visualizar na Tabela 11. Este fato pode ser atribuido a provavel variacdo da
faixa de sensibilidade dos organismos-teste durante todos os experimentos.

Alguns valores encontrados na literatura para testes agudos com Daphnia
magna foram maiores e outros menores que o resultado da presente pesquisa
(CE(50) 48h de 2,9 pg/L para C. dubia). Conforme apresenta abaixo a Tabela 12.
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Nas pesquisas abaixo relacionadas utilizou-se como organismo-teste a D.

magna, espécie diferente ao da presente pesquisa, além de utizarem diversos

inseticidas com principios ativos e mecanismos de acdo diferentes. No entanto

considera-se 0 mesmo periodo de exposicao (48h).

Tabela 12. Comparacéo de EC50(48h) de inseticidas com diferentes mecanismos

de acéo sobre Daphnia magna.

INSETICIDA EC50(48h) REFERENCIA
chlorantraniliprole 9.4 ug/L Lavtzar et al. (2015)
chlorantraniliprole 11.6 ug/L US.EPA (2008)

cyantraniliprole 20 pg/L EFSA (20013)

flubendiamide >60 ug/L EFSA (20013)

imidacloprid 84,000 pg/L Pavlaki et al. (2011)

thiamethoxam
thiacloprid
clothianidin
carbaryl
pirimicarb
methomyl
aldicarb
chlorpyrifos
malathion
dimethoate
diazinon
permethrin
A-cyhalothrin

deltamethrin

>100,000 pg/L
>85,100 pg/L
100,800-119,000 pg/L
0.016 pg/L
16.0 pg/L
28.7 pg/L
583.0 pg/L
0.6 pg/L

28.1 yg/L
1100 pg/L

0.7-1.25 pg/L
0.32 pg/L
0.39 pg/L

0.15 pg/L

FAO (2014)
FAO (2010)
US.EPA (2003)

FAO (2007)
Andersen et al. (2006)
Fernandez-Alba et al. (2002)
Moore et al. (1998)
Moore et al. (1998)
Rassoulzadegan, M.; Akyurtlakli, N (2002)
Andersen et al. (2006)
Turner, L. (2002)
WHO (2011)

Barata et al. (2006)

Barata et al. (2006)

Fonte: Lavtizar et al. (2015). (adaptado)
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A variagdo nos resultados encontrados na literatura para os diversos
inseticidas pode estar relacionada ao novo mecanismo de ag&o do chlorantraniliprole
que utiliza a contracdo muscular, enquanto os organoclorados, carbamatos e 0s
demais atuam diretamente no SNC, causando excitacdo, descontrole motor e
blogueio de impulsos nervosos.

As diamidas, tanto o chlorantraniliprole (antranilica), quanto a flubendiamida
(ftalica), se mostram eficientes devido seu novo mecanismo de acdo. Porém,
segundo o IRAC deve-se ter cautela quanto ao incremento desses inseticidas, para
gque nao sejam agregados cocomitantemente no mesmo programa de
gerenciamento, para se evitar a resisténcia cruzada das espécies nas populacdes de
insetos a essas substancias.

No entanto, € de suma importancia que o Brasil fomente programas de
manejo afim de se identificar possiveis impactos e se estabebeler novos parametros
que limitem o lancamento destes inseticidas nos ecossistemas de modo geral
(Ansante et al, 2015). Devido ao excelente desempenho do inseticida
chlorantraniliprole e por possuir cacteristicas de qualidades ecotoxicologicas, ele
podera ser inserido em planos de gestdo ambiental como o MIP — Manejo Integrado
de Pragas (Ansante et al., 2015; Doker et al., 2015; Zhang, 2015; Gradish et al.,
2010).

Segundo as pesquisas de Lavtizar et al. (2015), o chlorantraniliprole
demonstrou ser o representante mais toxicos dentro de seu proprio grupo, 0S
insecticidas diamidas, corroborando os resultados do EFSA (2013), que afirma que
este inseticida € muito toxico para os invertebrados aquaticos e organismos que
vivem nos sedimentos, para toxicidades aguda e crénica.

Embora o chlorantraniliprole seja um inseticida qualificado e esteja
substituindo com eficiéncia os ja existentes no mercado, é importante que o0s
estudos e as pesquisas avaliem 0s seus impactos negativos, sobretudo para
estabelecer um limite ambientalmente seguro.

Portanto, a presente pesquisa constatou que o chlorantraniliprole demonstrou
ser o representante mais toxicos da classe das diamidas, para os microcustaceos e,
diante do exposto, este estudo propds um limite de exposicdo segura de 0,74 pg/L
com base em testes de toxicidade com C. dubia, afim de garantir a protecdo da vida

aguatica.
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5 CONCLUSAO

A presente pesquisa avaliou os efeitos do pesticida chlorantraniliprole sobre o
microcrustaceo Ceriodaphnia dubia e relatou os impactos causados a espécie.
Apresentou resultados para toxicidade aguda, através da CE50 (48h) de 2,9+1,11
po/L.

Os testes de toxicidade crénica revelaram CENO (Maior Concentracdo de
Efeito Nao Observado) de 0,61+ 0,33 pg/L e CEO (Menor Concentracdo de Efeito
Observado) de 0,91+ 0,49 ugl/L.

O VC (Valor Crbnico) encontrado e estabelecido, pela presente pesquisa,
como concentracdo recomendavel do principio ativo do pesticida chloraniliaprole

para protecao da vida aquatica foi de 0,74 pg/L.
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Anexo |- Testes de toxicidade Aguda com C. dubia

*\V=vivo/M=morto/N=neonato

Ensaio agudo (Preliminar)

Montagem: 07/ 03/2015 Dur: 45 pH: 8.01 Cond: 168,30 OD: 6,01
Desmontagem: 09/03/2015 Dur: 45 pH: 8,03 Cond: 160,01 0OD:5,30
Controle Acetona 0,5 pg/L 1,5 pg/L 45 pg/L 13,0 pg/L 40,5 pg/L
01 \ 4N V ON \% ON \% ON \% ON M ON M ON
02 |V 4N V  ON \Y, ON vV  ON vV  ON M ON M ON
03 \ 5N V  ON \ ON \% ON \% ON M ON M ON
04 \% IN V  ON \ ON \Y ON M ON M ON M ON
05 \ IN V  ON \ ON \% ON M ON M ON M ON
06 \% IN V  ON \ ON \Y ON \Y ON M ON M ON
07 \ 2N V ON \% ON \% ON M ON M ON M ON
08 \% IN V  ON \ ON \Y ON M ON M ON M ON
09 \ 2N V  ON \ ON \% ON \% ON M ON M ON
10 \% 2N V  ON \ ON \Y ON M ON M ON M ON
pH 8,02 pH 7,571 pH 8,01 pH 8,01 pH 8,03 pH 8,04 pH 8,23
OD 6,33 oD 7,19 oD 7,21 OD 6,03 OD 7,54 OD 6,12 OD 6,01
Cond 168,14 | Cond 169,21 Cond 161,01 Cond 198,6 Cond 198,26 Cond 198,75 Cond 191,6
Dur 51 Dur 57 Dur 55 Dur 55 Dur 54 Dur 55 Dur 55
Ensaio agudo |
Montagem: 13/ 03/2015 Dur: 45 pH: 8.215 Cond: 170,90 OD: 6,45
Desmontagem: 16/03/2015 Dur: 45 pH: 8,32 Cond: 161,44 OD:5,55
Controle Acetona 0,88ug/L 1,3ug/L 2,0pg/L 3,0pg/L 4,5ug/L
01 \ ON \ ON \% ON \Y ON \Y 3N \% ON M ON
02 \% ON \% 3N \ ON \% ON \% ON \% 2N M ON
03 \ ON \ 2N \% ON \% ON \% ON \% ON M ON
04 \% ON \% 2N \ ON \% ON \% ON \% 2N M ON
05 \ 2N \ 2N \% ON \% 1N \% ON \% 3N M ON
06 \% ON \% 3N \ ON \% ON \% 1N \% ON V  ON
07 M ON \ 3N \% ON \% 1N \% ON \% ON M ON
08 \% ON \% 3N \ ON \% ON \% ON \% ON M ON
09 \ ON \ 2N \% ON M ON \% ON \% ON M ON
10 \% ON \% AN \ ON \% ON \% ON \% ON M ON
pH 8,039 pH 7,674 pH 8,106 pH 8,437 pH 8,240 pH 8,743 pH 8,529
OD 6,11 oD 7,29 OD 7,40 OD 6,36 oD 7,79 OD 6,91 OD 6,76
Cond 166,44 | Cond 168,36 | Cond 161,16 Cond 200,6 Cond 199,26 | Cond 103,75 | Cond 195,6
Dur 52 Dur 58 Dur 55 Dur 61 Dur 61 Dur 60 Dur 62




64

Ensaio agudo |l

Montagem: 10/04/2015 Dureza: 44 pH: 8,222 Cond: 160,69 OD:5,28
Desmontagem: 13/04/2015 Dureza: 45 pH: 8,17 Cond: 161,44 OD: 5,04
Controle Acetona 0,88ug/L 1,3ug/L 2,0pg/L 3,0pg/L 4,5ug/L
01 V. ON vV ON M ON vV  ON vV ON V  ON M ON
02 V. ON vV  ON vV  ON \Y, IN vV ON V  ON M ON
03 M ON \% ON \% ON \% ON M ON V  ON M ON
04 V. ON vV ON vV ON vV 2N vV ON M  ON M ON
05 vV 2N vV  ON M ON vV  ON M ON M ON M ON
06 \% ON \ ON \ ON \% ON \% ON V  ON M ON
07 \% ON \ ON \ ON \% ON M ON M ON M ON
08 \% ON \ ON M ON M ON M ON M  ON M ON
09 \% ON \ ON \ ON M ON \% ON V  ON M ON
10 M ON M ON \ ON \% ON M ON V  ON M ON
pH 8,571 pH 8,199 pH 7,969 pH 7,840 pH 7,810 pH 7,798 pH 6,57
oD 7,33 OD 6,77 oD 7,32 oD 7,89 OD 8,01 OD 7,98 OD 7,98
Cond204,3 Cond205,7 Cond201,8 Cond207,3 Cond207,0 Cond203,5 Cond201,2
Dur 46 Dur 48 Dur 55 Dur 54 Dur 50 Dur 57 Dur 65
Ensaio agudo I
Montagem: 05/06/2015 Dureza: 43 pH: 8,215 Cond: 165,82 OD: 4,68
Desmontagem: 07/06/2015 Dureza: 44 pH: 7,236 Cond: 166,88 OD: 5,08
Controle Acetona 0,88ug/L 1,3pg/L 2,0]pg/L 3,0ug/L 4,5ug/L
01 \ ON V 1IN \% 4N \% 2N M ON M ON M ON
02 \ IN V 3N \% AN \% 1N M ON M ON M ON
03 \ 2N V 2N \% 3N \% 3N M 1N M IN M ON
04 \% IN V 3N \ AN Vv ON M ON M ON M ON
05 \ ON V 5N \% ON \% 3N \% ON \% ON M ON
06 \% IN V 3N \ 3N Vv 2N M ON M ON M ON
07 \ ON V 2N \% 4N \% 1N M ON M ON M ON
08 \% IN V 2N \ 3N Vv ON M 2N M ON M ON
09 \ 2N V 1IN \% 5N \% 1N \% ON M ON M ON
10 \% ON V ON \ 6N Vv 3N M ON M ON M ON
pH 8,440 pH 8,522 pH 8,576 pH 8,499 pH 8,471 pH 8,411 pH 8,82
OD 6,50 OD 6,69 oD 7,58 OD 7,65 OD 6,88 OD 6,11 oD 7,21
Cond 188,72 | Cond 190,06 | Cond 190,28 Cond 195,03 | Cond 192,54 | Cond 194,04 Cond 194,08
Dur 45 Dur 48 Dur 48 Dur 48 Dur 48 Dur 48 Dur 48




Anexo

*V=vivo/M=morto/N=neonato

Ensaio Crénico (Preliminar)

Il - Testes de toxicidade Cronica com C. dubia
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Montagem: 06/ 09/ 15 Dureza: 44 pH: 8,501 Cond: 171,03 OD: 6,03
12 Troca 09/ 09/ 15 Dureza: 44 pH: 8,156 Cond: 170,38 OD: 5,46
Controle Acetona 0,13ug/L 0,19ug/L 0,29ug/L 0,44ug/L 0,65ug/L
01 V 5N V 4N V 4N V 4N V 4N V 4N V 4N
02 V 1N V 4N V 3N vV 2N V 4N V 4N V 3N
03 V 6N V 4N V 5N V 5N vV 3N V 2N V ON
04 V 3N V 6N V 5N V 5N V 9N V 1N V 5N
05 V 4N V 3N V 6N V 5N vV 3N V 4N V 3N
06 V 3N V 3N V 5N V 4N vV 3N V 4N V 4N
07 V 4N V 4N V 3N V 4N V 4N V 3N V 5N
08 V 4N V 3N V 1N vV 7N V 4N V 3N V ON
09 V 3N V 2N V 4N vV 1IN V 4N V 4N V 3N
10 V 5N V 5N V 5N vV 3N vV 2N V 3N V 3N
pH 8,443 pH 8,723 pH 8,517 pH 8572 pH 8,612 pH 8,675 Ph 8,745
OD 6,38 OD 6,22 oD 6,18 OD 6,64 OD 6,61 0D 7,32 oD 7,11
Cond 173,2 Cond 184,2 Cond 183,6 Cond 191,5 Cond 182,1 Cond 182,1 Cond 182,3
Dur 48 Dureza 46 Dur 46 Dur 48 Dur 47 Dur 47 Dur 47
22 Troca 12/09 15 Dureza: 44 pH: 8,303 Cond: 167,49 OD: 6,49
Controle Acetona 0,12ug/L 0,18ug/L 0,27ug/L 0,41ug/L 0,61ug/L
01 V 5N V 5N V ON V 6N V 1IN V 2N V  ON
02 V 4N V 11N V 2N V 3N V 2N M 2N V 1IN
03 V 5N V 2N M 2N V 6N V 6N V  ON V 2N
04 V 1N V 12N M  ON V 2N V ON V 8N M  ON
05 V 7N V 4N V 10N M 2N V 3N V  ON V 8N
06 V 8N V 8N V 6N V 6N M  ON V 9N V  ON
07 V 8N V 5N V 3N V 3N V ON V 8N V 5N
08 V 2N V 3N V ON V 1N M  ON V 1IN V  ON
09 V 6N V 10N V 3N V 2N V ON V 4N M ON
10 V 3N V 13N V 10N V 4N V  ON V 7N V  ON
pH 8,856 pH 8,763 pH 8,776 pH 8,793 pH: 8,835 pH 8,749 pH 8,675
oD 7,87 OD 8,22 OD 6,94 OD 8,96 OD 8,75 OD 8,98 OD 6,94
Cond 201,6 Cond 181,0 Cond 205,2 Cond:200,9 Cond 209,2 Cond 183,4 Cond 182,2
Dur 55 Dur 50 Dur 55 Dureza:55 Dur 55 Dur 52 Dur 52




Desmontagem 13/ 09/ 15

66

Controle Acetona 0,12ug/L 0,18ug/L 0,27ug/L 0,41ug/L 0,61ug/L
01 | M ON V 10N V 9N V 6N M 3N \Y, 9N \Y 10N
02 |V ON \% 2N V 12N V 7N \% 1N M ON \% 7N
03 |V 4N V. 6N M ON V 4N vV 7N \Y, ON M 3N
04 |V 7N VvV 17N M  ON vV 7N vV 8N \Y 7N \Y ON
05 |V 7N M 7N V 8N M ON \% 2N \% 8N \% 7N
06 |V 1IN VvV 12N vV 7N V 10N M ON \Y, 8N \Y 6N
07 |V 9N \% 8N V 9N V 7N \% 2N \% 9N \% 7N
08 |V 2N vV 7N V 6N V 7N M ON \Y 9N \Y ON
09 |V 7N V 9N V 7N V 7N \% 6N \% 5N M ON
10 | V 5N vV 8N V 11N V 8N V 11N \Y 7N \Y 5N
pH 8,807 pH 8,489 pH 8,463 pH 8,521 pH 8,543 pH 8,487 pH 8,442
OD 8,75 OD 8,30 oD 8,73 OD 8,60 OD 6,91 oD 6,83 OD 8,93
Cond 169,3 | Cond 1715 Cond 184,1 Cond 183,8 Cond 183,2 Cond 176,0 | Cond 175,6
Dur 47 Dur 44 Dur 47 Dur 46 Dur 45 Dureza 45 Dur 44
Ensaio Cronico |
Montagem: 11 /10 /2015 Dureza: 44 pH: 8,468 Cond: 179,91 OD: 6,55
12 Troca 14 /10 /2015 Dureza: 44  pH: 8,561 Cond: 168,31 OD: 5,67
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37ug/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26pg/L
01 \% ON \% ON \% ON \Y ON \Y ON \% ON \% ON
02 \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON Vv ON \Y ON
03 \% ON \% ON \% ON \Y ON \Y ON \% ON \% ON
04 \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON Vv ON \Y ON
05 \% ON \ ON \ ON \% ON \% ON \% ON \% ON
06 \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON
07 \% ON \ ON \ ON \% ON \% ON Vv ON \% ON
08 \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON
09 \% ON \ ON \ ON \% ON \% ON \% ON \% ON
10 \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON
pH 8,78 pH 8,66 pH 7,54 pH 8,22 pH 8,04 pH 8,12 pH 8,33
OD 7,99 oD 7,52 OD 6,54 oD 7,91 oD 7,65 oD 7,95 OD 6,44
Cond 201,6 Cond 198 Cond 202 Cond 201,1 Cond 198,2 Cond 180,4 Cond 179,2
Dur 55 Dur 55 Dur 51 Dur 53 Dur 55 Dur 54 Dur 54
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22 Troca 17/ 10/ 2015 Dureza: 44 pH: 8,32 Cond: 172,44 OD: 5,81
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37pg/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 \ 10N V 14N V 14N \% 8N V 5N V 6N V 1N
02 |V 2N \Y 6N V 10N vV 9N V 6N V 9N V 5N
03 \ 1IN \% 7N \% 8N \% 7N V 4N V 7N V 4N
04 |V 10N \Y 8N VvV 1IN V 10N V 5N V 6N V 4N
05 |V 8N \Y 4N \ 8N V 10N V 8N V 10N V 2N
06 \ 1IN V 10N \% 6N \% 6N V 10N V ON V 2N
07 \% 15N vV 12N \% 8N \ 7N \% 8N V 9N V 9N
08 \ 13N V 10N vV 1IN \% 7N \% 5N V 8N V 6N
09 \% 13N \% 8N \% 8N \ 7N \% 1N V 6N V 6N
10 \ ON V 10N V 10N \% IN \% 6N V 4N V 2N
pH 8,04 pH 8,88 pH 7,58 pH 8,21 pH 8,82 pH 8,71 pH 8,67
OD 7,99 oD 7,92 OD 6,84 OD 7,99 oD 7,25 OD 7,28 OD 6,74
Cond 202 Cond 185 Cond 201 Cond 201,1 Cond 200,1 Cond 198,4 Cond 188,2
Dur 51 Dur 52 Dur 55 Dur 54 Dur 56 Dur 53 Dur 51
Desmontagem 18/10/2015
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37pg/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 V 9N V 1IN V 10N \% 5N V 6N vV 8N V 4N
02 V 7N V 6N V 8N \% ON V 6N V  ON V 6N
03 M 10N V 8N V 7N \% 4N vV 7N vV 7N M 3N
04 | V 10N V 9N V 6N V 10N V 6N vV 7N V 6N
05 V 8N V 7N V 10N \% 9N vV 7N V 6N V  ON
06 V 10N V 10N V 8N \ 6N V 9N V  ON V 4N
07 V 10N V 9N V 9N \ 6N vV 7N V 9N V 9N
08 V 10N V 7N V 7N \% 9N vV 7N vV 8N V 8N
09 V 10N V 4N V 6N \ 6N vV 7N M 1IN V 4N
10 V 3N M ON V 12N \% 3N vV 7N V 5N V 2N
pH 8,89 pH 8,65 pH 7,21 pH 8,54 pH 8,23 pH 8,11 pH 8,25
OD 7,69 oD 7,12 OD 6,64 oD 7,86 oD 7,85 oD 7,88 OD 6,84
Cond 200,1 | Cond193,1 | Cond 202,2 | Cond 206,1 Cond 202,1 Cond 183,2 Cond 188,3
Dur 56 Dureza 55 Dur 53 Dur 55 Dur 55 Dur 56 Dur 55




Ensaio Crbnico Il
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Montagem: 22 /10 /2015 Dureza: 45 pH: 8,468 Cond: 180,91 OD: 6,67
12 Troca 25/10 /2015 Dureza: 44  pH: 8,561 Cond: 166,51 OD: 5,47
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37ug/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 \% ON \% IN \% ON \% IN \% 3N \% ON \% IN
02 vV 2N vV 2N vV 2N vV 3N vV 2N vV ON vV  ON
03 \% 2N \% 2N \% ON \% 2N \% 3N \% 1N \% ON
04 V. ON \Y, IN \Y, IN vV 2N vV 2N vV ON vV ON
05 \% IN \% IN \% IN \% 4N \% IN \% ON \% IN
06 \% ON \ 3N \ 2N \Y 2N \Y ON \% 2N \Y ON
07 \% IN \ 2N \ 4N \Y 4N \Y 3N \% ON \Y ON
08 \% 3N \ 3N \ 3N \% 3N \% IN \% 2N \% ON
09 \% 2N \ IN \ 4N \Y 4N \Y IN \% ON \Y ON
10 \% 2N \ IN \ 3N \% 3N \% 4N \% ON \% ON
pH 8,66 pH 8,67 pH 7,55 pH 8,33 pH 8,05 pH 8,52 pH 8,63
OD 7,69 oD 7,32 oD 7,51 oD 7,84 oD 7,75 Oob 7,32 OD 6,74
Cond 200,6 Cond 199 Cond 200,1 Cond 191,3 Cond 188,2 Cond 1734 | Cond 171,3
Dur 54 Dur 55 Dur 52 Dur 53 Dur 54 Dur 54 Dur 54
22 Troca 28/ 10/ 2015 Dureza: 44 pH: 8,11 Cond: 168,34 OD: 5,69
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37pg/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 \ ON \% 4N \% 5N \% 7N \% 6N Vv 8N \% 5N
02 \ 4N \% 3N \% 6N \% 5N \% 4N \% 4N \% 3N
03 \ 5N \% 6N \% 5N \% 5N \% 5N \% 5N \% 2N
04 |V 2N \% 6N \% 6N \% 6N \% 3N Vv 7N \% 3N
05 \ 4N \% 2N \% 5N \% 5N \% 7N \% 4N \% 5N
06 \% ON \% 6N \% 5N \ 5N Vv 9N \% 9N \% AN
07 \ 8N \% 9N \% 6N \% 6N \% 4N \% 3N \% 4N
08 \% 5N \% 8N \% 9N \% 5N Vv 9N \% 3N \% 5N
09 \% 3N \% 7N \% 8N \% 7N Vv 7N \% 3N \% 7N
10 \ 5N \% 5N \% 8N \% 6N \% ON \% 4N \% 6N
pH 8,01 pH 8,48 pH 7,66 pH 8,44 pH 8,31 pH 8,56 pH 8,65
oD 7,61 oD 7,45 OD 6,01 Oob 7,83 Oob 7,21 oD 7,01 OD 6,04
Cond 199,2 Cond 191 Cond 200 Cond 201,2 Cond 199,1 Cond 185,4 Cond 196,1
Dur 52 Dur 52 Dur 55 Dur 55 Dur 56 Dur 54 Dur 52
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Controle Acetona 0,25ug/L 0,37ug/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 | M ON V. 6N vV 6N V 10N M ON V 10N V. 5N
02 V 10N \% 6N \% 6N \% 7N \% 2N \% 6N \% 6N
03 |V 8N vV 7N V 5N vV 3N vV 8N V 11N \Y 7N
04 |V 4N V 10N vV 9N vV 9N vV 7N vV 7N V. 5N
05 V 10N \% 8N \% 8N \% 7N \% 8N \% 6N \% 7N
06 |V ON V 10N vV 7N vV 6N V 10N V. 9N V. 5N
07 V 12N \% 7N \% 9N \ 7N \% 6N \% 4N \% 6N
08 V 10N V 12N V 10N \% 5N V 11N M ON Vv 8N
09 V 12N \% 7N \% 8N \ 6N \% 5N \% 5N V 10N
10 \% 8N \% 5N \ 8N \ 7N V 10N \% 7N Vv 6N
pH 8,02 pH 8,65 pH 7,01 pH 8,94 pH 8,93 pH 844 pH 8,33
oD 7,01 OD 6,98 OD 6,94 oD 7,99 oD 7,31 OD 7,98 OD 6,76
Cond 199,1 Cond195,1 | Cond 201,2 | Cond 203,1 | Cond 201,1 Cond 191,2 Cond 198,3
Dur 55 Dureza 55 Dur 54 Dur 55 Dur 55 Dur 56 Dur 56
Ensaio Crénico Il
Montagem: 22/11/2015 Dureza: 43 pH: 8,76  Cond: 178,4 OD: 7,55
12 Troca 25/11/2015 Dureza: 45 pH: 8,67 Cond: 178,31 OD: 6,67
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37pg/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON Vv ON V  ON
02 \% ON \% ON \% ON \Y 4N \% ON \% 2N V 5N
03 \% ON \% ON \% ON \% ON \% 5N Vv 2N V  ON
04 \% ON \% ON \% ON \Y ON \% ON \% 4N V 3N
05 \% ON \% ON \% ON \Y ON \Y ON \% ON V 3N
06 \% 3N \% ON \ ON \% ON \% ON Vv ON V  ON
07 \% ON \% ON \% 3N \% ON \% ON \% ON V  ON
08 \% ON \% ON \ 4N \% 5N \% ON \% ON V 4N
09 \% 4N \% ON \% ON \% ON \% ON \% ON V 3N
10 \% ON \% ON \ ON \% 4N \% ON Vv ON V 4N
pH 8,58 pH 8,66 pH 7,54 pH 8,22 pH 8,04 pH 8,12 pH 8,33
oD 7,32 oD 7,12 OD 6,84 oD 7,81 oD 7,34 OD 7,65 OD 6,32
Cond 202,6 Cond 198,2 Cond 200,1 Cond 200,1 Cond 199,2 Cond 199,0 | Cond 192
Dur 54 Dur 55 Dur 55 Dur 56 Dur 52 Dur 54 Dur 56
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22 Troca 28/11/ 2015 Dureza: 46 pH: 8,42 Cond: 197,31 OD: 6,91
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37ug/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26pg/L
01 |V 10N V 15N vV 9N \Y, 7N \ 3N \Y 6N \Y, 6N
02 V 10N V 11N V 12N \% 9N \% 8N \% 4N \% 1N
03 |V 15N VvV 12N V 16N vV 9N \ 3N \Y 6N \Y, 10N
04 |V 18N V 14N VvV 1IN V 13N \ 12N \Y 6N \Y, 8N
05 V 14N V 13N V 15N \% 5N \% 8N \% 9N \% 6N
06 |V 7N VvV 1IN vV 7N vV 7N \ 3N vV 3N \Y, 7N
07 V 14N V 17N V 13N \% 10N \% 7N \% 7N \% 3N
08 \% 14N vV 18N vV 12N \ 4N \% 5N Vv 7N \Y 10N
09 \ 6N V 16N V 14N \% 2N \% 6N \% 7N \% 2N
10 \% 13N \% 8N V 14N \ 4N \% 8N Vv 5N \Y 1N
pH 8,12 pH 7,98 pH 7,88 pH 8,31 pH 8,67 pH 8,56 pH 8,97
oD 7,89 oD 7,01 oD 7,84 oD 7,69 oD 7,87 oD 7,88 OD 6,56
Cond 198,1 | Cond 198,2 | Cond 203 Cond 201,1 Cond 198,7 Cond 197,2 Cond 189,2
Dur 56 Dureza 53 Dur 55 Dur 54 Dur 55 Dur 53 Dur 54
Desmontagem 29/11/2015
Controle Acetona 0,25ug/L 0,37pg/L 0,56ug/L 0,84ug/L 1,26ug/L
01 V  ON \% 7N \% 6N \% 5N M 2N Vv 4N M 3N
02 V  ON \% 4N \% 7N \% ON \% ON \% 5N M 1N
03 V 7N \% 3N \% 8N \% ON \% 4N Vv 4N \% 4N
04 |V ON V 7N \% ON \% 5N \% 6N \% 6N \% ON
05 V 8N V  ON \% 6N \% 2N \% ON Vv ON \% 6N
06 V 5N V 3N M ON \% ON \% ON \% 5N \% ON
07 V 5N V  ON \% ON \% 6N \% 2N \% ON M ON
08 V 6N V 4N \ 5N \ 3N Vv ON \% ON \% ON
09 V 7N V  ON \% 1N M ON \% ON \% 2N \% 3N
10 V 2N V 3N \ 6N \% 7N Vv ON M ON \% ON
pH 8,99 pH 8,15 pH 8,02 pH 7,21 pH 7,23 pH 8,23 pH 8,01
OD 7,59 OD 8,12 OD 7,64 oD 7,11 oD 7,15 oD 7,11 OD 6,74
Cond 200,1 | Cond193,2 | Cond 202,1 Cond 209,1 Cond 202,1 Cond 1835 Cond 188
Dur 56 Dur 55 Dur 53 Dur 55 Dur 55 Dur 56 Dur 55
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Anexo lll - Teste de Sensibilidade Ceriodaphnia dubia

Este teste avalia a inibicdo da capacidade reprodutiva através da CE50
(concentracdo inibitéria a 50% da populagcédo exposta). Para cada concentracdo e
para o controle (contendo somente agua de diluicdo, a qual avalia as condi¢des do
ensaio). Prepara-se 10 réplicas contendo 1 organismo de 6 a 24h de idade.

Conforme o quadro a seguir.

Solucbes/Concentracdes N° de réplicas
Controle 10
0,30g/L de NaCl 10
0,45g/Lde NaCL 10
0,67g/L de NacCl 10
1,0g/L de NaCl 10
1,5g/L de NaCl 10

Os organismos sao inseridos na montagem dos ensaios, com duracéo do de
7 dias e, se necessario, 8 a 10 dias, caso ndo tenha atingido o nimero minimo de
neonatos (15 neonatos) em 6 réplicas no minimo, para a validacdo do ensaio.
Momento em que ocorre a desmontagem do ensaio.

A troca da &gua da cultura ocorre 2 vezes no decorrer do ensaio, ocasido em
gue é doado o alimento composto. A suspensado algacea € administrada a cultura,

diariamente, na proporc¢éo de 0,02 mL por organismo.



Anexo IV - Resultados dos Testes de Sensibilidade com

Ceriodaphnia dubia

DEZEMBRO DE 2014
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Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm-1) (mgL-1) CaCO3L-1)
Controle 10 8,2+0,3 166,5+15,1 - 461
0,3 60 8,2+0,3 871,1+66,6 - 470
0,45 80 8,2+0,3 1.085,4+13,2 - 47+2
0,67 90 8,1+0,3 1.539,7+50,8 - 47+0
1 90 8,0+0,3 2.174,3+115,4 - 471
15 90 8,1+0,3 3.471+308,2 - 45+1
JANEIRO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (S cm-1) (mgL-1) CaCO3L-1)
Controle 0 8,4+0,3 160,0+14,1 - 4545
0,3 10 8,1+0,2 735,6+25,1 - 44+1
0,45 20 7,4+1,6 1.018,3+29,7 - 44+1
0,67 70 8,2+0,3 1.440+42 - 440
1 60 8,1+0,1 2.195,6+195,7 - 43+1
15 60 8,1+0,2 3.017,1+214,7 - 43+1
FEVEREIRO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (S cm-1) (mgL-1) CaCO3L-1)
Controle 0 7,9+0,2 164,9+4,9 3,6+0,5 46+2
0,3 10 7,8+0,1 770,8+50,5 3,7+0,5 4542
0,45 10 7,6+0,0 955,9+33,2 5,2+1,1 441
0,67 10 7,6+0,2 1.398,8+7,3 5,4+0,9 44+1
1 0 7,7+0,2 2.035,7+38,2 5,5+0,4 421
15 80 7,7+0,0 3.201,5+578,7 5,1+0,5 39+3
MARCO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (S cm-1) (mgL-1) CaCO3 L-1)
Controle 0 8,1+0,1 211,7457,2 8,6+0,0 48+2
0,3 0 8,1+0,0 819+53,9 8,6+0,0 4544
0,45 10 8,0+0,1 1.086,6+98,7 8,3+0,0 474
0,67 50 8,0+0,0 1.542,3+132,9 8,3+0,0 4614
1 50 7,9+0,1 2.542,0+485,5 8,6+0,0 4645
1,5 100 7,7+0,1 3.440,0+91,0 8,2+0,0 44+2
ABRIL DE 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm-1) (mgL-1) CaCO3L-1)
Controle 0 8,2+0,0 156,4+42,4 - 474
0,3 0 7,9+0,1 801,4+30,9 - 47+4
0,45 10 7,9+0,1 1.028,4+39,6 - 48+5
0,67 40 7,7+0,1 1.434,5491,3 - 474
1 100 7,8+0,1 1.841+0,0 - 48+5
1,5 100 7,5+0,0 3.671+0,0 - 485




MAIO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)
Controle 0 8,2+0,1 206,4+6,3 7,2+0,0 461
0,3 20 7,9+0,0 867,5+5,6 8,1+0,0 45+2
0,45 30 7,6+0,2 1.091,8+7,5 8,4+0,0 41+1
0,67 20 7,9+0,1 1.524,8+32,6 8,7+0,0 44+1
1 0 7,9+0,0 2.259,0+42,0 8,5+0,0 450
15 80 7,9+0,0 2.179,0+50,0 8,2+0,0 44+1
JUNHO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)
Controle 0 7,7+0,2 164,9+29,8 6,1+0,7 4542
0,3 40 7,740,3 882,1+57,1 5,2+0,8 44+1
0,45 40 7,6+0,3 1.131,9+184,6 5,8+1,1 44+1
0,67 0 7,6+0,4 1.456,9+34,7 8,7+2,9 44+1
1 40 7,5+0,4 2.124,7+105,5 6,5+0,3 43+1
15 100 7,5+0,3 2.888,0+658,0 7,9+2,3 42+2
JULHO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)
Controle 0 7,240,2 114,9+22,2 6,5+0,5 45+2
0,3 0 7,2+0,3 772,1£52,4 5,9+0,9 44+1
0,45 40 7,7+0,3 1.221,9+143,1 5,6+1,1 44+1
0,67 0 7,5+0,4 1.457,9+32,1 7,725 44+1
1 0 7,5+0,2 2.654,7+102,1 6,8+0,3 43+1
15 80 7,2+0,1 2.852,3+302,0 7,4+2,2 461
AGOSTO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)
Controle 30 8,3+0,1 194,4+101 - 46+1
0,3 40 8,1+0,1 758+49,0 - 4542
0,45 60 8,1+0,2 1.042,0+93,1 - 46+2
0,67 50 8,1+0,2 1.496,6+175,3 - 45+2
1 60 8,0+0,1 1.951,9+31,4 - 44+2
15 80 8,1+0,3 3.136+515,0 - 44+3
SETEMBRO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)
Controle 10 8,1+0,1 235,4+24 8,8+2,8 54+2
0,3 10 8,1+0,1 860,1+25,3 9,3+2,1 49+2
0,45 20 7,8+0,1 1.185,5+103,5 9,0+£2,5 48+1
0,67 0 7,6%0,1 1.608,7+36,9 8,7+2,9 48+1
1 20 7,9+0,1 2.263,7+57,8 8,8+2,5 46+2
15 100 8,0+0,0 3.414+0,0 4,4+0,0 4740
OUTUBRO DE 2015
Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)
Controle 30 8,4+0,1 244,4+14 7,8+2,8 5442
0,3 30 8,1+0,1 832,1+21,3 8,2+2,1 49+2
0,45 40 7,9+0,1 1.323,5+102,5 8,0+2,5 48+1
0,67 46 7,1+0,1 1.545,7+32,9 8,8+2,9 48+1
1 80 8,0+0,1 2.546,7+54,8 8,6+2,5 46+2
1,5 100 8,1+0,0 3.214+0,1 5,4+0,0 47+0
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NOVEMBRO DE 2015
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Tratamento Mortalidade Média pH Condutividade OD (mgL-1) Dureza (mg de
(%) elétrica (uS cm-1) CaCO3L-1)

Controle 10 8,3+0,1 194,4+101 - 45+1
0,3 10 8,1+0,1 758+49,0 - 45+2
0,45 20 8,1+0,2 1.042,0+93,1 - 45+2
0,67 0 8,1+0,2 1.496,6+175,3 - 462

1 30 8,0+0,1 1.951,9+31,4 - 462

15 80 8,1+0,3 3.136+515,0 - 44+3
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Anexo V - Carta-Controle

Por meio dos testes de Sensibilidade com C. dubia determinou-se a CE50 dos
testes conforme o método Trimmed Spearman-Karber de acordo com Hamilton

(1977), os valores estabelecidos podem ser visualizados na tabela 10 abaixo:

Tabela 11. Valores de CE50 estabelecidos por meio dos Testes de Sensibilidade

com C. dubia.

DATA DO TESTE CE50 (g/L) LIMITE INFERIOR (g/L) LIMITE SUPERIOR (g/L)

DEZEMBRO DE 2014 0,42 0,35 0,65
JANEIRO DE 2015 - - -

FEVEREIRO DE 2015 1,08 0,81 1,33
MARCO DE 2015 1,12 0,55 2,09
ABRIL DE 2015 0,98 0,58 0,78
MAIO DE 2015 1,19 1,10 1,38
JUNHO DE 2015 1,28 1,16 1,39
JULHO DE 2015 0,83 0,65 0,96

AGOSTO DE 2015 - - -
SETEMBRO DE 2015 1,21 1,08 1,27
OUTUBRO DE 2015 - - -

NOVEMBRO DE 2015 1,24 1,07 1,4

Fonte: Nogueira, 2016.

A carta-controle referente ao ano de 2015 foi elaborada a partir dos valores de
CE5O0 citados acima na tabela 10.

Os valores de CES0 referentes aos meses de janeiro, agosto e outubro de
2015, ndo foram considerados na Carta Controle, pois ndo apresentaram requisitos
suficientes para geracédo do valor de CE50 (CARVALHO, 2016), porém podem ser

demonstrados no Anexo Il do presente estudo.
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Figura 15. Controle de sensibilidade das culturas de Ceriodaphnia dubia utilizando a
substancia de referéncia cloreto de sbédio. Média acumulada (média das CES50
obtidas mensalmente) = 1,04 g/L; Limite superior = 1,31 g/L; Limite inferior = 0,77
g/L.
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Fonte: Nogueira, 2016.
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Anexo VI - Procedimento Operacional Padrao (POP) para o cultivo

da Ceriodaphnia dubia no Lathis.

Preparo de 4gua reconstituida:

1-Limpeza do aquario (a cadarenovacédo de agua)
Lavar os aquarios com detergente apropriado (Extran) e enxaguar com agua
da torneira, sendo o ultimo enxague com agua deionizada. Quando estiver com

agua, manter o aquéario sempre tampado e com bomba de aeracéo.

2 - Medicao da dureza
Para medir a dureza da agua reconstituida, utiliza-se alguns materias, como:
- Proveta de 100 mL;
- Beéquer de plastico;
- Bureta e suporte.
- Negro de Eriocromo;
- Pipetade 2 mL;
- NH4CI (Cloreto de amonio, na geladeira);
- Solucado de EDTA (na geladeira);
- Erlenmeyer de 250 mL;

- Espatula de metal,

Colocar 100mL de agua do cultivo no erlenmeyer, adicionar 1,5 mL de solucéo
de NH4Cl e acrescentar o eriocromo para que atinja um tom rosa claro. Completar a
bureta com solucdo de EDTA. Por ultimo, fazer a titulacdo até que atinja a nova cor
azul dimetileno.

Obs: A dureza deve estar entre 40 e 48 mg CaCOs/L.
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® Ajuste de dureza <40 mg CaCOs/L
Sao necessarios 0s seguintes materiais:

- Solucgao 1;

- Solucgéao 2;

- Régua ou fita métrica;
- Calculadora;

- Proveta de 100 mL.

O resultado da dureza da-se, subtraindo-se o valor encontrado, de 44 (dureza ideal),
multiplicado por 0,5 e pelo volume total de dgua do aquério. O valor encontrado
corresponde a quantidade em mL de Solucdo 1 a ser adicionada no aquario. Em
seguida, divide-se por 2 o valor desta solucéo e serd o total administrado da Solucao
2.

® Ajuste da dureza <50 mg CaCOs/L

Para o calculo da dureza elevada utiliza-se a seguinte equacao:

ClV1l = C2\/2

Onde:

C! = concentracgédo atual da dureza acima de 50;

V1! = volume de agua no aquario;

C? = dureza ideal (44);

V2 = volume esperado para aquario no valor 44 (ideal)

Obs: Ao final, para ajustar, o volume de agua a ser da torneira a ser adicionada ao

aquario corresponde a V2-V1i.
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3 - Preparo do EDTA

Em balanca analitica mede-se 3,723g de EDTA e coloca-se em 1L de agua
destilada, em baldo volumétrico de 1L. Agita-se até que a solucdo figue homogénea
e depois acondicionada em frasco ambar. Armazenar em geladeira a temperatura
entre 4 a 10°C.

4 - Preparo NH4Cl
Na capela, pesar 16,99 de NH4Cl (cloreto de amoénio) em balanca analitica;
dissolver o NH4Cl em 143 mL de NH4OH (hidroxido de aménio)

5-SOLUCAO 1

Pesar 3g de Sulfato de Calcio Dihidratado (CaS04.2H20) e completar um
baldo volumétrico de 2L com &gua destilada. Acrescentar uma pulga magnética e
colocar o baldo em agitacdo e brando aquecimento brando por 24h para

solubilizacdo. Armazenar em frasco ambar em temperatura ambiente.

6 - SOLUCAO 2

Adicionar a um baldo volumétrico de 2L, 0,4g de KCI (Cloreto de Potassio);
9,6g de NaHCOs (bicarbonato de soédio); 12,2g de MgSOa4.7H20 (Sulfato de
Magnésio Heptahidratado). Completar o volume até o menisco de 2L com &agua
destilada. Agitar bem e armazenar em frasco ambar. Manter sob refrigeracéo entre 4
e 10°C.
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7 - PREPARACAO DO ALIMENTO COMPOSTO PARA CERIODAPHNIA DUBIA.

Para o preparo do alimento composto, coloca-se 5 g de racdo para peixe em
1lmL de agua processada, adaptando sistema de aeracdo para que a racao
permanecga em suspensao por uma semana.

Apés esse periodo, filtrar e acondicionar em pequenos compartimentos na
geladeira a temperatura entre 4 a 10°C, para ser utilizado posteriormente, somente
no momento do preparo. Devera apresentar um teor de solidos totais de 2,5 g/L e
3,1 g/L, condicao suficiente para oferecer 0,02 mL por organismo.

Os cubos devem ser descongelados e filtrados. A solucdo consiste na mistura
de partes iguais da racdo de peixe (processada) e do fermento bioldgico,
previamente diluido (0,50 mg em 50 mL de agua deionizada).

O alimento pronto deve ser acondicionado em recipientes tampados e levados
a geladeira em temperatura entre 4 a 10°C. Podem ser conservados e utilizados em

até 7 dias.
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Anexo VIl - Preparo de MEIO OLIGO

Tabela 12. Solugbes para preparo do meio de cultura L.C. Oligo:

Solucgéo Reagentes Quantitade Preparo
mg

Dissolver e completar para 100 mL

1 Ca(NOg)2.4H20 4000 com agua processada
Dissolver e completar para 100 mL
2 KNO3 10000 com &gua processada
Dissolver e completar para 100 mL
3 MgS04.7H20 3 000 com agua processada
Dissolver e completar para 100 mL
4 K2HPO4 4000 com &gua processada
CuS04.5H20 30
(NH4)6M07024.4H20 60
ZnS04.7H20 60
Dissolver e completar para 1 000 mL
5 CoCl2.6H20 60 com &gua processada
Mn(NO3)2.4H20 60
CsHg02.H20 60
H3BO3 60
CeHsFeO7.5H20 1625
Dissolver e completar para 1 000 mL
6 FeCls.6H20 625 com agua processada
FeSo04.7H20 625
7 NaHCO3 15 000 Dissolver e completar para 1 000 mL

com agua processada

Fonte: ABNT NBR 12.648 (2011).

Em um baldo volumétrico de 1L adiciona-se 1 mL de cada uma das solucbes
1, 2,3 e4;e0,5mL das solugdes 5 e 6, por fim, mais 1 mL da solugéo 7. Completa-
se 0 volume até 1000 mL de agua deionizada. Ajusta-se o pH do meio entre 6,0 e
8,0 com &cido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sodio (NaOH). A solucdo
permanecera sob agitacdo durante uma hora. Autoclava-se o meio por 15 min a 121

°C, ap0s resfriamento realiza-se o repique.



