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RESUMO

PATRICIO, Fabio de Castro. Avaliaciio da toxicidade do pesticida aldicarbe a
duas espécies de peixes de dgua doce Brachydanio rerio (Hamilton-
Buchanan, 1822) (Teleostei,Cyprinidae) e Orthospinus franciscensis
(Eigenmann,1929) (Teleostei, Characidae). UFLA,1998. 76p. (Dissertagio
de Mestrado em Entomologia)

A dsteccdo de residuos do inseticida-nematicida aldicarbe em
reservatorios de dgua e riachos, nas proximidades de campos agricolas, onde é
utilizado, motivou-nos a estudar os seus efeitos sobre organismos de 4gua doce.
Utilizou-se de biotestes em laboratério, avaliando-se o efeito agudo e o potencial
de impacto do aldicarbe sobre peixes, como representantes da biota aquética.
Selecionon-se, para a realizagio dos testes, a espécie Brachydanio rerio
(Hamilton-Buchanan,1822) e a Orthospinus franciscensis (Eigenmann,1929). A
espécie O. franciscensis é de importincia forrageira, servindo de alimento para
outros peixes camivoros. Os espécimes utilizados nos testes foram coletados num
brago da represa de Trés Marias, localizado no municipio de Felixlindia - MG,
local de pouca influéncia antrépica, sendo os peixes da espécie B. rerio
(paulistinha), adquiridos de criadores, no comércio da cidade de Belo Horizonte.
O B. rerio é uma espécie onamental originaria da india, sendo bastante utilizada
em biotestes. Os testes com o inseticida aldicarbe, avaliando seus efeitos sobre
diferentes estagios de vida (ovos, larvas e adultos) da espécie B. rerio, mostraram
uma sensibilidade maior da fase adulta, seguindo-se do estagio de ovo e
posteriormente da fase de larva. Os efeitos agudos, causados pela exposicio ao
inseticida nematicida aldicarbe, foram verificados pela determinagdo da CLso, 96
h com intervalo de confianga ao nivel de 95 %. Para o B. rerio, a CLs,, 96 h foi
de 2,1ppm (1,80 ppm - 2,33 ppm) e para o O. franciscensis, a CL3, 96 h foi de
0,95 ppm (0,84 ppm - 1,07 ppm). Apés exposicdo dos peixes as diversas
concentragdes utilizadas nos testes, determinou-se a bioconcentraggo do inseticida
em questdo. Os resultados mostraram um fator de bicacumulagdo préximo de 1,0
(um), indicando que o aldicarbe ndo foi cumulativo para as espécies testadas
durante o periodo de teste.

Orientador: René Luis de O. Rigitano- UFLA



ABSTRACT

PATRICIO, Fabio de Castro. EVALUATION OF THE TOXICITY OF THE
PESTICIDE ALDICARB ON TWO SPECIES OF FRESH WATER
FISH Brachydanio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)
(Teleostei,Cyprinidae) and Orthospinus franciscensis (Eigenmann,1929)
(Teleostei, Characidae). UFLA, 1998. 76p. (Dissertation - Master Program
in Entomology)

The detection of residues of the insecticide-nematicide aldicarb in water
reservoirs and streams in the proximities of fields where it is used in Minas
Gerais state motivated us to study the effects of this pesticide on fish species that
inhabit the waters of the referred State. In this work, tests were carried out in
laboratories to evaluate the effects and potential of the chemical impact on fish, as
representatives of the aquatic biota. The species were selected for
accomplishment of the tests. The species Brachydanio rerio (Hamilton-
Buchanan, 1822) and Orthospinus franciscensis (Eigenmann,1929). The species
O. franciscensis is of forage importance, serving as food for another fish. The
specimens used in the tests were from Trés Marias dam, located in the city of
Felixlandia - MG. The B. rerio (paulistinha), were acquired in the trade market of
the city of Belo Horizonte. B. rerio is an omamental specie of India oragin,
largely used in toxicity tests, using eggs, larvae or adults. The results showed that
adults of B. rerio were more sensitive to the chemical, folowede by the egg and
larval phases. With regard to acute effects, CLso, (96 h) values for aldicarb to B.
rerio and O. franciscensis were, respectively, 2,1 ppm (1,80 ppm - 2,33 ppm)
and 0,95 ppm (0,84 ppm - 1,07 ppm). After exposition of the fishes to the several
concentrations used in the tests, the bioconcentration factor of the insecticide was
shown to be close to one, indicating that the chemical was not cummulative during
the test period.

Guidance: René Luis de O. Rigitano - UFLA



1 - INTRODUCAO

A agricultura moderma vem-se deparando com um grande desafio:
conciliar o aumento da produtividade de biomassa com a demanda de energia e
alimentos, decorrentes do crescimento das populagdes consumidoras.

Até o presente momento, uma resposta economicamente viavel para se
reduzirem perdas na produgdo, causadas por insetos-pragas, sobretudo em
culturas extensivas, ainda tem sido o emprego de produtos quimicos denominados
usualmente agrotoxicos. Os agrotoxicos, também conhecidos como pesticidas,
agem diretamente sobre as pragas reduzindo sua densidade populacional,
temporariamente, viabilizando assim, o aumento da produgdio. Apesar de
intimeros esforgos para obtengdo de novas técnicas agricolas que venham reduzir
ou mesmo substituir o uso de agrotoxicos, ainda estamos longe da isengio de seu
uso.

Existem atualmente inumeras substincias quimicas empregadas na luta
contra os insetos e outros organismos considerados pragas agricolas, sendo os
inseticidas um grupo numeroso e destacado. No entanto, as consequéncias de seu
uso, nio sdo unicamente positivas. Muitos dos compostos sio altamente toxicos
ao homem e animais e, portanto, h4 um &nus adicional que, do ponto de vista
ambiental, ¢ representado pelo comprometimento de outros componentes do meio,
significando uma diminuigio do potencial de usos multiplos dos recursos
ambientais e reduzindo também as possibilidades de seu uso econdmico.

Minas Gerais, assim como outros estados do pais, pelo seu nivel de
desenvolvimento econdmico, pelo seu parque agroindustrial e seus recursos

naturais, € efetivamente um grande consumidor de agrotéxicos. Por esta razdo



tomou-se urgente um posicionamento técnico-cientifico sobre os riscos
ambientais agregados ao uso de agrotoxicos.

Paralelamente ao desenvolvimento industrial e agricola no Estado, tem-se
verificado um crescente aumento no aparecimento de residuos toxicos nos cursos
d’4gua. A identificacio de casos de contaminacio e o desenvolvimento de
alternativas de manejo adequadas no sentido de minimizar os problemas gerados
pelo uso de agrotoxicos, especialmente no caso dos reservatérios de agua
utilizados para abastecimento doméstico, tomam-se necessarios e urgentes.

A detecgio de residuos do inseticita-nematicida aldicarbe em
reservatorios de dgua e riachos, nas proximidades de campos onde se cultiva
batata no Estado de Minas Gerais (Rigitano,1995), motivou-nos propor o estudo
dos efeitos do referido pesticida sobre organismos de agua doce, levando-se em
conta a escassez de dados referentes a atuagdo de pesticidas sobre espécies de
peixes que habitam as aguas do referido Estado.

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos
toxicologicos agudos e o potencial de impacto do aldicarbe sobre duas espécies de

peixes de dgua doce.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O destino de inseticidas no ambiente

O destino dos inseticidas, apés sua aplicagdo, ja vem sendo bastante
discutido ha algum tempo. De maneira geral, diversos autores direcionaram seus
estudos no sentido de compreender a movimentag3o, persisténcia e degradagdo de
pesticidas no ambiente. Fellenberg (1980) comenta que em todo o mundo sdo
aplicados 1,5 milhGes de toneladas de pesticidas, anualmente, e que cerca de 50%
dessa quantidade n3o atingem seu destino, perdendo-se no ambiente.

Independentemente do modo de aplicacdo, todo pesticida eventualmente
alcanga o solo, onde processos de natureza quimica e fisica determinardo se o
produto permanecera adsorvido nas camadas agricultaveis do solo ou se movera
até atingir camadas mais profundas.

A contaminagio ambiental por inseticidas pode ser devido a aplicagdes
diretamente no solo, propagacdo pelo vento, pelo despejo de restos de solugdes,
descarte inadequado da agua de limpeza dos recipientes e utensilios utilizados nas
aplicagdes, contaminacio do solo por substincias aplicadas nas plantas, etc.

Uma vez no ambiente, os inseticidas podem persistir por algum tempo até
serem degradados através de reagdes quimicas e também pela agio de
microrganismos (biodegradagio). De acordo com Felsot (1989), a biodegradagio
é o termo usualmente utilizado quando se refere a0 metabolismo microbiolégico
de produtos quimicos no solo ou na agua. O tempo de degradagio de um pesticida
¢ medido em termos de “meia-vida”. Por defini¢do, segundo Rao et al. (1983),
tem-se que cada unidade de meia-vida mede a quantidade de tempo gasto para ser
desativado um pesticida no solo, na metade de sua quantidade inicial. Ou,



também, como sendo o tempo requerido para que a metade da quantidade
aplicada de um pesticida seja degradada e desprendida como diéxido de carbono.

No solo, o inseticida e seus produtos de degradagio ficam sujeitos a ag¢do
de substincias que podem ou ndo interagir, facilitando ou dificultando a sua
movimentacdo. Devido a propriedades fisico-quimicas dos solos, o transporte dos
pesticidas no mesmo ocorre principalmente por fluxo de massa, Juntamente com a
agua. Souza (1996) relacionou duas formas basicas pelas quais os pesticidas
podem ser transportados: a) sobre a superficie do solo, quando os pesticidas sdo
arrastados juntamente com a dgua que nio consegue infiltrar no solo (enxurrada),
caracterizando o escoamento superficial; b) através do perfil do solo, quando os
pesticidas podem ser transportados juntamente com a &gua que infiltra,
caracterizando a lixiviagio.

Dessa forma, os pesticidas podem atingir diretamente os mananciais
hidricos ou o lengol fredtico e consequentemente pogos, minas e demais corpos
d’agua, (Rao et al 1983). Isto implica no comprometimento da utilizagdo de
recursos multiplos dos corpos e reservatérios de agua.

Cox (1992) e Corréa (1996) citaram que num relatério da Ageéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency),
foi informado que pelo menos 46 pesticidas tém sido detectados nas analises de
dgua subterrdnea nos 26 Estados daquele pais como resultado de praticas

agricolas.

2.2 Problemas e efeitos causados pela utilizaciio de inseticidas a ambientes
aquaticos.

Os problemas causados por pesticidas a biota aquatica, sio motivos de
preocupagdo ja ha algum tempo. Edwards (1973) comentou que a concentragio



de substancias toxicas processa-se nas biocenoses aquaticas a0 longo das cadeias
alimentares, transferindo-se da matéria organica para os organismos plancténicos,
em seguida para os peixes, e posteriormente para as aves que se alimentam de
organismos aquaticos. Tal afirma¢dio pdde ser esclarecida através do caso
classico do “Clear Lake”, na Califérnia, de bastante repercussio na época. Nesse
lago, apos aplicagdo do inseticida organoclorado DDT para destruir larvas de
mosquito, a 4gua apresentou uma concentragdo de 1 parte por 70 milhdes. O
produto concentrou-se, passando do meio liquido (1/70 milhdes) para o0s
organismos plancténicos (5/1 milhdo) em seguida para os peixes de planctéfagos,
para os peixes camivoros, atingindo finalmente as aves consumidoras de peixe
(mergulhdes) em concentragGes que variam de 40 a 2500 partes por 1 milho, o
que provocou uma mortalidade extremamente elevada em sua populagio. A
analise da came dos peixes revelou concentragdes elevadas de DDT e seus
produtos de degradagdio, que podem assim ser considerados como responsaveis
pela morte das aves.

Tais fenémenos dependem da persisténcia do pesticida no ambiente,
disponibilidade e afinidade com a matéria orginica. Os inseticidas mais
persistentes no ambiente tém uma maior chance de se mostrarem disponiveis e
consequentemente mais propicios a serem agentes contaminantes, podendo atingir
niveis de concentracdo elevados capazes de causar agdo toxica aos organismos.
Segundo comentirio de Belo Horizonte (1996), a biodisponibilidade é a
propriedade do agente quimico determinar o efeito toxico no organismo.

Veiga (1994), classificou os efeitos dos pesticidas em:

a) crGnico-agdo cujos efeitos podem ser observados apés longos periodos
de exposicdo do organismo a0 poluente e podem ser expressos através de
mudancas comportamentais, alteragdes fisiologicas e genéticas, efeitos na

comunidade e até mesmo a morte;



b) agudo - agdo cujos efeitos podem ser observados em tempos
relativamente curtos, sendo o efeito morte, o mais observado;

c¢) cumulativo - agdo cujos efeitos sdo observados no decorrer da
acumula¢io da substéncia no organismo ou através da cadeia alimentar;

d) bioconcentragdo - processo pelo qual o produto téxico entra no
organismo por ingestio ou absor¢do epitelial através da agua;

e) bioacumulagdo - processo pelo qual os agentes quimicos sdo
absorvidos e retidos pelos organismos, a partir do ambiente em que vivem ou
através da sua alimentagdo;

f) biomagnificagdo - € o aumento da concentragdo da substincia toxica
no decorrer da cadeia alimentar. Refere-se ao processo resultante total, incluindo
a bioconcentragdo e bioacumulagdo, processos pelos quais a concentragio dos
toxicos nos tecidos pass.a para niveis troficos mais elevados.

E importante observar que os mecanismos de bioconcentragio,
bicacumulagdo e biomagnificacio, sio apenas processos que determinam o
destino do contaminante e ndo sua a¢do toxica. Johnson (1973) ressaltou
problemas de bioacumulagio de pesticidas em peixes considerando a
possibilidade dos niveis de residuos nos organismos superarem seus niveis de
tolerdncia, o que provocaria a redugiio dos recursos alimentares proveniente de

peixes, bem como a inviabilizagio da recreacio em ambientes contaminados.

2.3 Estudos relativos a toxicidade de inseticidas sobre peixes

A toxicidade pode ser definida, segundo Veiga (1994), como sendo o
potencial de uma sustincia quimica em causar efeitos adversos sobre os
organismos vivos. Considerando-se efeitos adversos ou tdxicos como sendo uma

medida do quanto o organismo estid fora da faixa normal de um organismo



saudavel (morte, comportamento, crescimento, reproducdo etc.), esses efeitos
podem ser expressos de diversas maneiras, utilizando determinagdes de taxas ou
indices de efeito, sendo estes resultantes da concentragio do poluente e do tempo
de exposi¢do dos organismos vivos ao mesmo.

Outra maneira de se expressarem os efeitos de uma substincia téxica é
através da determinacdo da concentragdo letal 50 (CLso ). Ou seja, é o valor da
concentra¢ido da substincia capaz de matar 50 % dos animais de prova em um
determinado tempo.

Para avaliagdo da toxicidade de determinada substincia, recorre-se aos
testes de toxicidade ou bioensaios. Para tais estudos, diversos autores, como
Bertoletti (1990), Herricks (1991) e Fanta (1997), vém propondo o uso de
métodos e técnicas de biotestes para avaliagdo de riscos e impactos sobre os
recursos hidricos.

A utilizacio do bioensaio visa a avaliar a poténcia relativa de um produto
quimico, sobre organismos vivos, pela comparacdo de seu efeito com o de uma
solucdo padronizada. A populagio padrdo a ser testada deve apresentar uma
resposta ao efeito causado pela solugdo padronizada, dentro de uma faixa de
sensibilidade prédeterminada para a substincia utilizada. J4 nos biotestes,
verificam-se os efeitos de substincias ou misturas delas em espécies ndo
padronizadas para bioensaio. Com base nesses principios, diversos estudos
podem ser realizados de acordo com os interesses ou objetivos das pesquisas.

Alabaster (1969) testou a influéncia de 164 substincias, dentre elas,
inseticidas e herbicidas sobre algumas espécies de peixes. Determinou a CLs
apds 24 e 48 horas de exposicdo s substincias testadas.

Landau e Tucker (1984) estudaram os efeitos do aldicarbe e do EDB
(dibrometo de etileno) sobre o desenvolvimento de embrides e larvas de peixes

Centropomus undecimalis Bloch, 1792 e Cyprinodon variegatus Gunther,1865



avaliando-se também a toxicidade aguda sobre as duas espécies. As
concentragdes de aldicarbe testadas, foram 0,025; 0,100; 0,250 e 0,500 ppm.
Determinou-se a CLso do aldicarbe, apés 36 horas, como sendo de 0,04 ppm para
embrides de C. undecimalis e 0,1 ppm para as larvas das duas espécies testadas.
Nas concentragdes de 0,25 e 0,50 ppm observaram-se efeitos de contorgio e
morte das larvas e granula¢des na gema dos ovos.

Heath et al. (1993) estudaram os efeitos de 3 inseticidas (metil paration,
molinato e carbofuran) em concentragdes subletais, sobre larvas do peixe
Oryzias latipes Temminek & Schlegel Larvas dessa espécie com 1 a 2 dias de
vida foram expostas aos inseticidas, analisando-se diversos parimetros bioldgicos
ao final da exposi¢do, tais como: performance de natagdo, atividade muscular
espontinea, crescimento e peso, taxas de RNA:DNA e atividade da
acetilcolinesterase. Como resultado, observou-se que os efeitos dos inseticidas
testados foram muito sutis, com exce¢do da baixa de acetilcolinesterase,
acentuada.

Kaur e Dhawan (1993) estudaram a variagio de sensibilidade da carpa,
Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 aos inseticidas carbaryl, carbofuran, malathion
e phosphamidon, sobre as fases de ovo, larva e pos larva da espécie. Verificou-se
a viabilidade dos ovos, menor que 50 % na presenca dos inseticidas nas
respectivas concentragdes: carbaryl, 3 - 5 mg/l; carbofuran, 2 - 4 mg/l; malathion,
25 - 30 mg/l e phosphamidon 300 - 400 mg/l. A analise dos valores de CLs, 96 h
revelou uma variagio na sensibilidade em fungdo do estagio de vida, ou seja, ovos
> larvas > adultos para carbamatos (carbaryl e carbofuran) e larvas > adultos >
ovos para organofosforados (malathion e phosphamidon).

Srivastava et al (1995) determinaram a toxicidade aguda do inseticida
chlorpyrifos para a espécie de peixe Heteropneustes fossilis Bloch, 1894. Nesse
estudo, foi determinada a CLs, , 96 h do inseticida com os valores de 2,20 (1,88 -



2,57 mg/l), utilizando-se o método estatistico proposto por Litchifield e Wilcoxon
(1949). Com esse resultado, a espécie H. fossilis, mostrou ser a mais resistente ao
chlorpyrifos, quando comparados as outras espécies de peixes até entdo testadas.

Gallo et al. (1995) determinaram a CLs, 96 h dos inseticidas aldicarbe e
carbaryl para as espécies, Brachydanio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) e
Poecilia reticulata Eigenmann,1895. Observou-se uma alteragdo do equilibrio,
com nado circulares das duas espécies, seguido de hipoatividade e consequente
morte, quando os individuos foram expostos a altas concentragdes dos inseticidas.
Em concentragdes menores dos inseticidas observaram-se as mesmas reagdes,
porém somente apds o 3° e 4° dias. A CLs, obtida apds 96 h com o inseticida
aldicarbe, foi de 52,9 pumol/l para o B.rerio e 3,5 umol/l para o P. reticulata. Os
valores obtidos da CLs 96h obtida com o inseticida carbaryl, foram 46,0 pmol/l
para o B. rerio e 12,5 umol/l para o P. reticulata.

No Brasil, os estudos relativos a toxicidade de pesticidas sobre peixes,
s80 escassos e poucos s3o os centros de pesquisa capacitados para tais estudos.
No entanto, alguns trabalhos vém sendo realizados no pais. Zagatto et al (1981)
verificaram a toxicidade de alguns organoclorados, organofosforados,
clorofosforados e herbicidas, sobre trés espécies de peixes B. rerio, P. reticulata
e Hemigrammus marginatus Ellis, 1911. Os resultados foram expressos em
termos de CLso , 96 h, verificando-se que o DDT foi o mais toxico em termos de
principio ativo, seguido pelo BHC e malathion, triclorfon e 2,4 D. Os valores de
CLso , 96 h para o DDT situaram-se na faixa de 1,5 x 10 ** ppm; para o0 BHC e
malathion variaram entre 0,2 e 0,7 ppm; para o triclorfon entre 2 e 4,5 pPpPm e
para 0 2,4 D ao redor de 400 ppm, para as trés espécies.

Toledo, Jonsson e Yokomizo (1989) estudaram a toxicidade e o aciimulo
do inseticida endosulfan sobre a espécie B. rerio. A CLso, 24 h determinada foi de
1,6 ppm (1,3 - 2,1 ppm), mostrando ser um composto altamente toxico para a



espécie estudada. Altera¢Ses comportamentais foram também observadas nesse
experimento, quando os peixes foram expostos a concentragdes mais elevadas do
endosulfan.

Jonsson e Toledo (1993), avaliaram a eliminagdo e bioacumula¢io do
endosulfan no peixe Hyphessobrycon bifasciatus Ellis,1911. Os peixes foram
coletados em um lago do Campus da Universidade de Campinas - UNICAMP,
transportados para laboratério, aclimatados e expostos a concentragdes de 0,2 -
0,4 mg / | de endosulfan por 21 dias.

2.4 Testes de toxicidade

2.4.1 Tipos de testes

Os testes de toxicidade s3o usados para medir a capacidade inerente do
agente txico em produzir efeitos deletérios a organismos vivos, (Bertoletti 1990).
Dessa forma, os testes de toxicidade podem ser classificados de acordo com o
tempo de execucdo e também pela renovacdo da substincia, conforme citado por
Belo Horizonte (1996):
« Teste estatico: em recipiente adequado com dgua em repouso;
« Teste dindmico: com agua corrente;
» Teste agudo: com 48 a 96 horas de duragdo;
+ Teste subagudo: com 28 a 30 dias de duragio;
» Teste crénico: com duragio de 90 a 365 dias ou mais de durag3o.

Quanto aos objetivos dos testes, Veiga (1994) relatou que a avaliagio de
toxicidade visa a estimar a faixa de concentra¢io de um contaminante que produz
uma ou mais respostas, facilmente observadas e quantificadas Vem um grupo de
organismos de mesma espécie, sob condi¢des controladas em laboratério.

10



No caso da execugdo de testes agudos, podem ser caracterizadas as
rea¢Ges ou respostas abaixo descritas:
1. Alteracdo do ritmo das fungdes vitais - frequéncia respiratéria, intensidade da
natacio, modifica¢do da secre¢do mucosa, comportamento ao contato, etc.;
2. Distirbios das fun¢des nervosas (paralisia incipiente ou estimulo das reagdes
nervosas ao nivel dos orgdos dos sentidos);

3. Manifestagdes corporais externas (descoloragdo, mucosidade, hemorragia).

No teste subagudo sio determinados: Varia¢des do sistema sangiiineo (taxas de
agicar sangiiineo e de colesterol, valor hemotdcito, etc.); transtomos
histopatologicos em sangue, figado, bago e rim; modifica¢des do comportamento
normal (toxicologia da conduta).

Com relagdo ao teste crénico, de maior duragio, atende-se entdo as
variagdes bioquimicas e histopatologicas.

Os resultados obtidos pela exposi¢io de organismos a substincias
toxicas, em diferentes concentragdes, sdo plotados graficamente relacionando a
concentra¢do da substéincia versus percentual de organismos afetados. PressupGe-
se que as respostas observadas sdo causadas pela exposicdo 4 amostra e que a
severidade das respostas é fungdo da concentragio da mesma.

Qualquer valor de toxicidade se baseia em trabalhar com uma agua
teoricamente padronizada. A comissdo de qualidade de agua do interior dos USA
(1968), propds a cifra de oxigénio de 5 mg/l, que pode reduzir-se a 4 mg/l durante
breves periodos, mas sem nunca descer a essa quantidade. As flutuacdes na taxa
de oxigénio diminuem o crescimento do peixe e, a niveis minimos, provocam mas
formagBes. Quando o oxigénio fica escasso, o peixe passa a respirar com mais
rapidez. A escassez de oxigénio aumenta a taxa de gas carbdnico no sangue,

podendo provocar, muitas vezes, a intoxicagio por acido carbanico.
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A temperatura desempenha em todos os processos toxicologicos um papel
essencial. Regularmente, 0 aumento da temperatura acelera todos os processos
quimicos, como o consumo de oxigénio, a velocidade de todos os processos
fisiolégicos, a formagio de substincias imunizantes, a velocidade de reacgdes

bioquimicas, etc..

2.4.2 Tipos de peixes utilizados

Conforme visto anteriormente, vdrias espécies de peixes podem ser
utilizadas em ensaios de toxicidade; contudo, tais organismos devem atender a
certos requisitos que determinam sua viabilidade ou ndo para execuggo dos testes.
A Norma ISO 7346/1-1984 recomenda para testes de toxicidade, o peixe zebra B.
ren‘o,.também conhecido como “Paulistinha”, procedente do sudeste asiatico,
devendo-se também acrescentar outras espécies de agua doce, para maior
aceitabilidade dos resultados. A lista a seguir apresenta algumas espécies citadas
na referida norma, que também podem ser utilizadas em adicsio aos testes com o
Paulistinha sdo: Cichlasoma nigrofasciatum (Teleostei, Cichlidae); Lepomis
macrochirus (Teleostei, Centrarchidae); O. Iatipes; Pimephales promelas
(Teleostei, Cyprinidae); P. reticulata.

De acordo com o método de ensaio, CETESB L5.019- (Teste de
Toxicidade Aguda com Peixes), outras espécies da Familia Characidae, de
sensibilidade semelhante, podem ser utilizadas.

Segundo Belo Horizonte (1996), dentre os espécimes a serem utilizados,
deve-se observar o fator de condicdo da populagdo trabalhada, selecionando
exemplares de tamanho e forma homogéneos (fator de corpuléncia) e também
padronizando-se o aspecto fisiologico (classe de peso, replegio intestinal) assim
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como sua origem. Os peixes utilizados nos testes toxicolégicos também devem
Teunir os seguintes requisitos:

» dispor de quantidade suficiente durante todo o ano;

+  ser de pequeno tamanho e ndo terem grandes exigéncias de espago.

« ter sensibilidade média a escassez de oxigénio, influencias toxicas, iluminagio,

temperatura e demais estimulos externos;

2.5 Descrig¢io das espécies utilizadas nos testes

2.5.1 A espécie Orthospinus franciscensis

A espécie Orthospinus franciscensis (Eingenmann, 1929), é um
teledsteo pertencente & ordem Characiformes, familia Characidae, subfamilia
Stethaprioninae (figura 1). Britisk, Sato e Rosa (1988) descrevem suas
caracteristicas morfolégicas como sendo de corpo comprido e alto, altura 1,8 a
2,1 no comprimento, cabega 3,9 a 4,4 no comprimento; olho 2,1 a 2,6, focinho
4,2a 5,8, interorbital 2,4 a 2,9 na cabega; altura do pedinculo caudal 4,5 a 5,2
na altura do corpo. Dorsal com 10 a 11 raios; ventral com 8, is vezes com 7
raios; anal com 34 a 37 raios, sendo os primeiros prolongados. 34 a 37 escamas
na linha lateral; 8 a 9 tanto acima quanto abaixo na linha transversal. A série
extema do pré-maxilar tem 4 a 5, raramente um dente. Uma faixa longitudinal ao
longo do flanco; primeiros raios da anal negros. Comprimento maximo 80 mm.

Vulgarmente conhecida como piaba nas regiGes do norte de Minas, sdo de
indole pacifica, logo se habituando com a presenca do homem; vém 2 beira dos
ribeirdes e lagos em busca de alimentos. Como a maioria dos peixes, desovam
pela época das cheias, sempre com abundincia. Devido a isso, é comum em
certas regiGes encontraram-se piabinhas no mercado, por preco insignificante.

Mas se as piabas nio possuem o valor comercial desejado para o homem, valem
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muito como alimentagio de outros peixes e também como controladores de
densidade de organismos plancténicos, ocupando lugar de destaque na cadeia
alimentar, conforme Santos et al.(1994).

2.5.2 A espécie Brachydanio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)

O Brachydanio rerio (Hamilton-Buchanan,1822) é uma espécie
omamental, originaria da India. Seu colorido é prateado, omado com 5 faixas
azul-escuras longitudinais, lembrando a bandeira paulista. A figura 2 demonstra
as caracteristicas morfolégicas extemnas da espécie utilizada nos ensaios.

E de ficil criagio em aquarios, sendo vulgarmente conhecido como
Paulistinha ou Peixe-Zebra. Sobrevive facilmente a uma temperatura de 24 a
27 °C, em aquarios com cerca de 40 litros de agua, com intensa luminosidade,
porém sem luz solar.

A fémea possui fecundidade variando de 100 a 400 évulos por postura,
geralmente depositados nas raizes de plantas aquaticas. Quando aduito, pode
atingir cerca de 5 cm de comprimento, segundo Nomura (1984). Quando em
aquario, possui habito natatério sem nivel preferencial, sendo a espécie pacifica e
gregaria. Devido s facilidades de criago, manutengdo e reprodugdo controlada,
essa espécie ¢ bastante utilizada em testes de toxicidade, podendo ser executados
testes nas fases de ovos, larvas e adultos, estando disponiveis o ano todo, quando

mantidos em condi¢Ges ideais de criagdo.
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FIGURA 1- HNustracdo da cspécic Orthospinus franciscensis
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FIGURA 2-llustracdo da cspécic Brachvdanio rerio A= macho ; B= fémea



2.6 O inseticida-nematicida aldicarbe

2.6.1 Caracteristicas

Indicado para a protegdo de varias culturas, especialmente citros, batata e
café, o aldicarbe é comercializado na formulagdo granulada a 15 % de ingrediente
ativo. Segundo publicagio da Union Carbide Produtos Agropecuarios, este
produto é formulado como granulado, somente com a finalidade de se reduzir os
riscos de absorgio dérmica em homens e animais. Os granulos de gesso sdo
recobertos com o ingrediente ativo aldicarbe juntamente com um agente de coesao
e um agente de fluidez, conferindo aos granulos extrema dureza e resisténcia a
abrasdo, impedindo assim, a formagdo de p6 quando em transito, devido ao atrito.

O aldicarbe é um éster do acido carbamico, cuja formula molecular é

CsHis N, 0, S. A sua formula estrutural pode ser assim representada :

ot i
CH,-S-C-CH=N-0-C-N-CH,
! [
CH,3 o
A sua nomenclatura segundo a TUPAC é assim descrita: 2-metil - 2-
(metil-tio) propionaldeido - O - (metilcarbamamoil) oxima
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2.6.2 Toxicologia do aldicarbe

O aldicarbe é um inseticida-nematicida pertencente ao grupo dos
carbamatos. Seu mecanismo toxico de a¢do e de seus metabélitos (sulféxido e
sulfona), envolve a reagdo com a enzima acetilcolinesterase, resultando na
mibicdo da mesma. Essa reagio é considerada o efeito bioldgico mais
significativo do aldicarbe, responsavel pela sua toxicidade aguda, conforme
publicagio da Union Carbide Produtos Agropecuarios (1983).

Segundo Cox (1992), a enzima acetilcolinesterase é componente essencial
no mecanismo de reagdo que envolve a transforma¢io do neurotransmissor
acetilcolina em colina e acido acético. Por possuirem, o aldicarbe e a acetilcolina,
uma formula estrutural semelhante, infere-se que o aldicarbe também possui
habilidade de rea¢do com a enzima, resultando na sua inibi¢o.

De acordo com a publica¢do da Union Carbide Produtos Agropecuarios
(1983), a toxicidade do aldicarbe foi estabelecida sobre animais em seguida a
exposi¢ao aguda, subcrénica e crénica por uma variedade de vias, verificando-se
que o aldicarbe ¢ extremamente toxico, com uma DLy, oral aguda em ratos de
aproximadamente 1 mg/kg de peso vivo.

A toxicidade do aldicarbe para organismos de agua doce possui grande
variagdo, dependendo da temperatura e dureza da dgua. Os moluscos aquéticos
sdo pouco sensiveis aos efeitos do aldicarbe, ao passo que para Daphnia leavis
Birge, 1878, o sulfoxido de aldicarbe é mais toxico que o aldicarbe. Para peixes,
os valores de CL 5o 96 h encontrados variam entre 52 e 2420 pg/l a diferentes
temperaturas e dureza da agua. Sdo citados, pelo fabricante, trabalhos de
toxicidade com as espécies de peixes Salmo gairdneri Linnaeus, 1758, Lepomis
macrochirus Hartweg,1958 e Barbus conchonius (Pisces, Cyprinidae), porém as

referéncias dos artigos ndo foram citadas (WHO,1991).

17



Os sintomas colinérgicos de intoxicagio aguda e severa aparecem
rapidamente e podem levar a morte por falha respiratéria. Contudo, o efeito de
iibicdo da enzima pelo aldicarbe é rapidamente reversivel. Também é informado,
pelo fabricante, que o aldicarbe nfio permanece por muito tempo no orgaﬁismo,
porém sob exposicdo continua, ocorre um atraso na diminuigio dos efeitos de
mibi¢do da acetilcolinesterase.

A afinidade do aldicarbe pela acetilcolinesterase, pode ser melhor
compreendida comparando-se a estrutura molecular da acetilcolina, do aldicarbe e
seus metabolitos, conforme mostra a sequéncia:

CH; H
(] !
CH;-S-C‘-CH=N-O-C-N-CH3 Aldicarbe;
I
CH; (o)
0 cn ;
CH; - S - (ll- CH=N - O - ("3 - N- CH;
CH; o) Sulfoxido de aldicarbe;
0 o ;
CH; - ?- C- CH=N- O - F- N - CH;
] ]
O CH; (0] Sulfona de aldicarbe e
CH, (n)
]
CH; - N-CH;- CH;,- O- C- CH;
1
CH, Acetilcolina.
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2.6.3 Estudos relacionados com o destino e persisténcia do
aldicarbe no ambiente.

Em inumeros estudos sobre o aldicarbe, em campo ou em condigdes de
laboratorio, tém-se investigado sua movimentag3o, persisténcia e degradagio, no
solo e na dgua. Uma vez incorporado ao solo e em condigdes favoraveis de
umidade, inicia-se o processo de transformagio do composto, que apresenta como
primeiro estagio a oxidagdo por meios biologicos para sulféxido de aldicarbe; em
seguida, uma parte deste sulféxido sofre nova oxidagio, transformando-se em
sulfona de aldicarbe. O sulféxido e a sulfona de aldicarbe formados, hidrolizam-
se como resultado de reagSes quimicas ou agiio microbiana, formando suas
respectivas oximas, que sao lentamente degradadas a compostos nio toxicos.
Esta rota de degradacdo é considerada como o principal caminho na
transformago do aldicarbe no ambiente (Union Carbide Produtos Agropecuarios,
1983; Piffer, 1989; WHO, 1991; Given e Dierberg, 1985).

CHs H Aldicarbe
CH;- S- C- CH=N- 0- C - N- CH
CHs 0
U
o cH, H Sulféxido De
CHy- S- C- CH=N- 0-C - N- CH Aldicabe
CH; 0
y
o cH H Sulfona De
CH3-§-(|:- CH=N-O-(5-N-CH3 Aldicarbe
o CH 0
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Estudos referentes & degradagiio do aldicarbe no ambiente témm
produzido resultados variados, sendo que a meia vida atribuida ao aldicarbe é
bastante variavel, dependendo do meio onde se encontra (WHO, 1991). Dessa
forma, toma-se dificil prever o risco de contaminagio de determinada area, tendo
em vista essas variagdes no tempo de permanéncia do inseticida e de seus
produtos de degradagdo no ambiente. Conforme mencionado anteriormente, os
inseticidas mais persistentes no ambiente tém maior chance de se mostrarem
disponiveis e consequentemente mais propicios a serem agentes contaminantes. A
reducdo da biodisponibilidade do produto quimico resulta em uma diminui¢o de
seu efeito toxico.

Lightfoot et al. (1987), estudando a degradagdo do aldicarbe em solos da
Carolina do Norte - E.U.A., observaram que o tempo de degradagiio do aldicarbe
foi de 44 dias em amostras de solo; e que o tempo de degradagio em amostras da
regido do lencol freatico foi de 123 dias. Piffer (1989) observou o movimento ¢ a
degradagdo de aldicarbe e sulfona de aldicarbe em dois tipos diferentes de solo,
na regido de Lavras - Minas Gerais. Para o aldicarbe a meia vida de degradagdo
determinada foi de 18 dias.

Scorza Janior (1997) avaliou a utilizagiio de alguns modelos matematicos
para simulagdo do movimento e degrada¢io de sulfona de aldicarbe, em um
Latossolo Vermelho Amarelo na regido de Lavras. Nessa avaliagdo, concluiu-se
que o sulfona de aldicarbe apresentou-se com um alto potencial de lixiviagio no
solo estudado, e a meia vida encontrada para o mesmo, nas condi¢des estudadas,
foide 51 dias.

Em monitoramento prolongado, na regifio de Quebec, Canada, Priddle et |
al. (1992) verificaram a concentragio do inseticida aldicarbe em pogos
localizados abaixo dos campos de cultura de batata. Nesses campos foram
utilizados o inseticida aldicarbe e neles foram detectados residuos 4 anos apés a
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ultima aplicagdo do produto. Atribui-se a menor degradagdo do inseticida as
baixas temperaturas, ocorridas na regido. O aparecimento de concentragdes de
residuos coincidem também com a elevagdo do nivel de agua do lengol freatico,
fazendo com que o aldicarbe armazenado em regides insaturadas do solo, seja
novamente movimentado.

A degradagdo do aldicarbe na agua também foi verificada seguindo um
extensivo trabalho sob condigSes controladas em laboratério, por Given e
Dierberg (1985). Nesse trabalho os autores reportaram que a hidrdlise do
aldicarbe é dependente do pH. Para aguas com pH proximo a neutralidade, entre
6 e 8, e temperatura de 20 °C, a taxa de hidrélise era muito baixa, mantendo-se
praticamente constante durante muito tempo. Nas condi¢des de laboratério, com
solugdo tamponada para estabilizagio do pH, a meia vida do aldicarbe foi
determinada como sendo de 559 dias em pH igual a 6,02; 324 dias para pH de
7,96 e somente 6 dias para pH de 9,85.

Zaki et al. (1982) encontraram residuos na agua de centenas de pogos de
uma regido produtora de batatas em Suffolk County (New York), relacionando
essas concentra¢des de aldicarbe encontradas nos pogos com as respectivas
distincias dos campos produtores de batatas. Constatou-se que pessoas estavam
consumindo agua desses pogos, contaminada com o aldicarbe. No monitoramento
extensivo, realizado em cooperagdo entre o municipio, estado e govemo,
Jjuntamente com a Union Carbide Corporation, constatou-se que em cerca de
13,5% dos pogos analisados, a concentragdo méaxima de 7 ppb (partes por
bilhdo) de aldicarbe na dgua, na qual nfo se apresentam riscos & saiide humana,
fol ultrapassada.

No Brasil, a ocorréncia de aldicarbe em 4guas utilizadas para consumo
humano péde ser constatada por Rigitano e Gouvea (1995), em monitoramento
realizado no periodo de margo de 1993 a fevereiro de 1994 na regiio de Maria da
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Fé - MG. Encontraram-se residuos de aldicarbe e forato em amostras de agua e

sedimento ao longo da bacia hidrogrifica do corrego Cambui. Os niveis
maximos de aldicarbe encontrados na 4igua chegaram a 5,0 pg /1 em um
determinado ponto de amostragem. Souza (1996) também mencionou a
ocorréncia do aldicarbe em trés subbacias hidrograficas da regido de Conselheiro
Lafaiete - MG.
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3 - METODOLOGIA

3.1 A escolha das espécies a serem utilizadas nos testes

Nesse trabalho, inicialmente tentou-se adaptar peixes do género
Astyanax, conhecidos popularmente como lambaris ou piabas. Coletados no
reservatorio de agua do Sistema Serra Azul, da Companhia de Saneamento de
Minas Gerais - COPASA, em local de pouca influéncia antrépica, os lambaris do
rabo vermelho Astyanax fasciarus (Cuvier, 1819) mostraram-se apropriados
devido & sua abundancia durante todo o ano. Contudo, os espécimes coletados
apresentaram-se com uma média de peso relativamente elevada com cerca de 7 a
8 gramas por individuo. Com essa média de peso, seria necessario um volume
muito grande de agua, bem como frascos testes também de tamanhos maiores, de
forma a se obter a relagdo de 1g de peixe por litro de agua, o que os tomou
inadequados para se trabalhar em laboratorio.

Outra espécie também aclimatada em laboratério, foi o lambari bocarra
Oligosarcus argenteus Gunther, 1864, obtido na estagdo de piscicultura da
Universidade Federal de Vigosa - MG. Essa espécie também mostrou-se
favoravel para utilizacio em testes; porém, novamente ndo se conseguiu o
tamanho adequado na época necessaria.

Uma nova tentativa de se obterem outras espécies para os ensaios, foi
realizada na regido de Felixlindia - MG., onde foram coletadas diversas espécies
de peixes com idade e tamanho adequados. Isto facilitou ndo s6 o transporte,
como também o manuseio e aclimatacio dos peixes. Dentre as espécies coletadas
e aclimatadas, optou-se por trabalhar com Orthospinus franciscensis e
Moenkhausia costae (Steindachner, 1907) devido a sua abundincia e facilidade

de se obterem espécimes jovens em um largo periodo do ano. Contudo, a espécie

23



M. costae apresentou um alto indice de mortalidade apés alguns dias de
cativeiro, sendo assim excluida das espécies a serem trabalhadas.

Apés essa selegdo optou-se por trabalhar com O. franciscensis, que ¢
uma espécie regional de importdncia na cadeia alimentar da represa, e que se
adaptou bem as condi¢des de laboratério. Também utilizou-se a espécie
Brachydanio rerio por se tratar de uma espécie largamente utilizada em testes no

mundo, servindo, assim, como referéncia na comparagio dos testes efetuados.

3.2 Obtengio e aclimatagio dos peixes

Os peixes da espécie B.rerio (paulistinha), foram adquiridos de criadores,
no comércio local da cidade de Belo Horizonte. Foram transportados em sacos
plasticos com 4gua e atmosfera de oxigénio, para os laboratérios do CETEC,
onde foram aclimatados para as condi¢des do novo ambiente.

Os peixes da espécie O. franciscensis, juntamente com outras espécies,
foram coletados num brago da represa de Trés Marias, localizado no municipio
de Felixlandia - MG, num local de muito pouca influéncia antrépica.

Para captura dos peixes utilizou-se uma rede de arraste de nylon com
malha de 0,2 mm e peneiras de metal, forradas com tela de nylon também de 0,2
mm, para evitar que os peixes capturados sofressem lesdes. Ainda nas margens
da lagoa, os peixes eram transferidos para baldes contendo a agua da mesma e
imediatamente conduzidos a um tanque também com agua da represa, onde eram
estocados. Apés uma rapida triagem, os peixes eram transferidos para sacos
plasticos contendo dgua da represa, lacrando-os apés injetar-se oxigénio. Feito
isto, foram transportados até os laboratérios do CETEC o mais rapido possivel.
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Nos laboratorios, os peixes passaram por uma segunda triagem onde se
processou a separacgdo, pesagem e identificagdo dos exemplares. A identifica¢do
das espécies coletadas foi baseada em chaves contidas em Britski (1988)
“Chaves de identifica¢do para os peixes da bacia do Sio Francisco”.

Conforme recomenda a norma L5.019-1 da CETESB, afim de se evitar
que as condigdes ambientais afetassem de forma significativa a sensibilidade do
peixe ao agente toxico, a agua proveniente da represa foi substituida
gradativamente até sua totalidade, ficando, assim, somente adgua de manuteng3o,
onde os peixes foram criados. Em alguns casos, os peixes tiveram de ser
submetidos a uma profilaxia para se evitar mortandade devido a presenca de
fungos. Para isso, optou-se pela exposi¢do dos peixes afetados a uma solugdo de
permanganato de potassio 3,0 ppm durante 30 minutos, retomando-os aos
tanques logo apés. Canforme recomenda a norma, aguardou-se um prazo de 15

dias para utilizagdo dos mesmos nos testes.

3. 3 Manutenciio de peixes em laboratério

A agua de manutencdo pode ser de mananciais de boa qualidade ou
mesmo desclorada de rede publica de abastecimento, segundo recomenda a norma
técnica L5.019-1 da CETESB. No caso, optou-se pela utilizagdo da agua da rede
publica, desclorada por aeragio constante, a temperatura de 25°C durante sete
dias, aproximadamente, antes de ser empregada. A manuten¢io foi feita
semanalmente com renovacdo da agua pelo menos uma vez a cada sete dias.

Para alimenta¢do dos peixes, utilizou-se ragdo especifica para peixes
contendo teores garantidos em analises: proteina bruta 46 % (minimo), fibras
2,0 % (maximo), gorduras 5 % (minimo).
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Os peixes foram mantidos em aquarios de vidro com capacidade para 40
litros de agua e também em caixas d’agua de amianto revestidas intemamente
com tinta epoxi, com capacidades para 100, 250 e 1000 litros. Foi mantida
aeragdo constante da agua, nas caixas e aquarios, utilizando-se de bombas de ar
proprias para tal finalidade, ou seja, isentas de 6leos e residuos toxicos.

A estabilizagdo da temperatura da agua dos aquarios foi mantidaa 25
+/— 2 °C, utilizando-se aquecedores de aquario e sala climatizada. A cada 3 dias,
foram retiradas amostras de 4gua de cada aquirio, para determinagdo dos
seguintes pardmetros fisico-quimicos: pH, condutividade, temperatura, salinidade,

solidos totais e oxigénio dissolvido.

3.4 Obtencio do aldicarbe

O inseticida-nematicida aldicarbe foi obtido a partir do produto
comercial, que contém 15 % do ingrediente ativo aldicarbe. Uma amostra desse
produto foi dissolvida num frasco de vidro tipo Erlenmayer (250 cc, com tampa),
ao qual em seguida foram adicionados 100 ml de acetona. Apés agitagio em mesa
agitadora por 30 minutos, procedeu-se a filtragem da mistura em algodio.
Retirada a parte sélida (gesso e grafite), adicionou-se agua destilada a solugio
cetdnica, de forma lenta e gradual, até a recristalizacio do aldicarbe. Os cristais
formados foram separados em papel de filtro, sendo posteriormente dissolvidos
novamente em 30 ml de acetona, obtendo-se uma solugdo estoque de aldicarbe.

O teor do inseticida na solugdo estoque foi posteriormente determinado
por cromatografia de gas-liquido.
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3.5 Execucio dos testes

Os testes foram conduzidos no laboratério de Bioensaios e
Ecotoxicologia do CETEC, seguindo-se a metodologia proposta pela CETESB de
S&o Paulo. Os testes consistiram na exposi¢io de peixes, das espécies B. rerio e
O. franciscensis, a concentragdes de aldicarbe, compreendidas entre 0,56 e 100
ppm, por um periodo de 96 horas nas condi¢des também prescritas pelas Normas
ISO 7346/1; 1SO 7346/2 e ISO 7346/3 de 1984. Tais procedimentos permitem
determinar a concentragdo letal para 50 % dos organismos testados durante 96
horas de exposigio ao agente téxico em estudo.

Os testes foram executados seguindo as etapas:

a) teste preliminar, realizado para determinagio do intervalo de
concentragdes no teste definitivo;

b) teste definitivo, que permite calcular a CL s; 96h

Para os testes de CLy, e de sensibilidade de ovos e larvas de B. rerio,
optou-se pelo sistema estatico, ou seja, sem a renovagdo das solugdes durante o
periodo de teste, uma vez que o referencial tedrico demonstra a baixa taxa de
degradagdo do aldicarbe nas condi¢Ses de temperatura e pH do experimento. A
agua utilizada para o preparo das solug3es teste (dgua de diluicio) foi do tipo
reconstituida, ou seja, dgua destilada ou deionizada, adicionada de solucdes
salinas, de forma a se obter uma dureza total de 40 a 48 mg/l em CaCO; pH entre
7,2 ¢ 7,6 e com condutividade de aproximadamente 160 pS/cm.

Os peixes utilizados foram mantidos em aclimatagio por 7 dias, em
aquario com volume adequado (1 g de peixe por litro de agua), sendo que nos 3
primeiros dias efetuou-se a troca paulatina da dgua de manutengio pela agua de
dilui¢3o, até a metade do volume, sendo o restante substituido até 48 horas antes

do inicio do teste.
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As espécies testadas pertenciam a um lote homogeéneo, e mesma idade,
com sensibilidade a substincia de referéncia (dicromato de potassio), semelhantes
aquelas espécies normalmente utilizadas em testes de toxicidade, ou seja, a CLsp
para esta substancia de 90 mg/l. A mortalidade natural dos individuos testes, do
lote utilizado, ndo foi superior a 5 % nas 48 horas que precederam os biotestes.
Também individuos com malformagdes ou doentes foram descartados.

Optou-se também pela realizac3o de testes com ovos e larvas da espécie
B. rerio, considerando a hipétese de que nessas fases os individuos possam ser
mais sensiveis a a¢do do inseticida. Para o O. franciscensis nio foi possivel a
realizacio dos testes nessas fases (ovo e larva), pelo fato de nio se dominaram as
técnicas de reproducdo induzida para a espécie, consequentemente a nio obtengdo

de ovos e larvas no momento desejado.

3.5.1 Preparo da 4agua reconstituida

O preparo da agua reconstituida seguiu basicamente o procedimento
CETESB/L5.019 proposto pela CETESB.

Apos o preparo do volume necessirio para a realizagdo dos testes,
anotou-se o numero do lote em uma ficha de controle. A seguir introduziu-se
aeracdo constante durante pelo menos 24 horas, para solubilizagio e manutengio
da saturacdo de oxigénio dissolvido e estabilizagio do pH. Determinaram-se
entdo os parametros fisico-quimicos: pH, dureza, oxigénio dissolvido e
condutividade. Havendo necessidade de se ajustar o pH para faixa de 7,2 a 7,6,
devem-se utilizar solugdes de acido cloridrico HC1 IN, ou solugio de hidroxido

de sédio NaOH IN. Apés o acerto de pH, retira-se a aera¢do e verifica-se a
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dureza em CaCO;, que devera estar na faixa de 40 a 48 mg. Caso a dureza ndo
esteja nessa faixa, a dgua deverd ser desprezada e outro lote deve ser preparado.

Todos os reagentes utilizados para os testes foram de grau analitico.

3.5.2 Determinagao da CLs,, 96 h do aldicarbe sobre O. franciscensis

Com os dados relativos ao peso médio da populagio a ser testada,
determinou-se o volume dos frascos de vidro a serem utilizados, obedecendo-se
sempre & relacdo de no minimo 1g de peixe por litro de 4gua ou de solugio. Como
o peso médio dos peixes amostrados foi de 0,085 g, optou-se pela utilizagio de
béqueres com capacidade para 1000 ml contendo, no maximo, 10 individuos/
unidade.

Em todos os testes, tomou-se o devido cuidado com a temperatura da
agua e das solugdes de forma a se evitar que os individuos testados sofressem
choque térmico. Também a distribuigio dos peixes nas solugdes-teste foi feita de
forma aleatdria e uniforme, sendo colocados no maximo 2 individuos em cada
solugdo por vez. Os individuos mortos durante o experimento foram retirados
com o auxilio de um tubo de vidro com uma borda alargada e uma pera de
sucgdo. Em seguida foram armazenados em tubos de vidro, devidamente
totulados e levados ao congelador para posterior anilise. Ao final de cada teste,

todos os individuos utilizados foram também armazenados em congelador.
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3.5.2.1 Teste Preliminar com o O. franciscensis

Como ndo se dispunha de dados referentes 4 toxicidade do aldicarbe para
a espécie O. franciscensis, realizou-se uma bateria de teste preliminar,
determinando-se a faixa de concentrag3o a ser utilizada nos testes definitivos.

Nos testes preliminares, utilizou-se uma larga faixa de concentragio do
inseticida, a fim de se determinar o intervalo de concentragio com mortalidade
entre 10 e 90%. Seguindo-se uma tabela recomendada pela Metodologia
CETESB/L5.019 e baseando-se em informagdes de literatura, optou-se pelas
concentragdes de 100; 32; 10; 3,2 e 1 ppm ou mg/l do inseticida.

Para cada concentra¢do, inclusive o grupo controle, utilizaram-se 20
individuos, distribuidos de forma aleatéria em dois béqueres de 1000 ml de
solugdo.

O tempo total de exposi¢do foi de 96 horas, sendo que todos os dados

observados no decorrer dos testes foram anotados.

3.5.2.2 Teste definitivo com o O. franciscensis

De acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares, verificou-se
que a faixa ideal para o teste definitivo ficou compreendida entre 0,56 e 5 ppm.
Dessa forma, utilizou-se a tabela proposta pelo CETESB/L5.019, com 7
concentragdes testadas dentro dessa faixa, mais o grupo controle. As
concentragdes utilizadas foram: 0,56 ; 1,0;1,3;1,8;2,4;3,2e 5 ppm. Para
cada concentragdo, utilizaram-se 20 individuos, distribuidos aleatoriamente em 2
béqueres contendo cerca de 1000 ml de solugio teste, sendo que, no final do
experimento, foram totalizadas 5 repeticdes de testes.
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3.5.3 Determinagiio da CLs, 96 h do inseticida aldicarbe sobre B. rerio
3.5.3.1 Teste Preliminar com B. rerio

Os procedimentos executados, nos testes com a espécie B. rerio, foram os
mesmos utilizados para O. franciscensis. O peso médio dos individuos testados
foi de 0,15 gramas, determinando-se, assim, um volume préximo de 2 litros para
cada frasco-teste.

3.5.3.2 Teste definitivo com B. rerio

De posse dos resultados obtidos nos testes preliminares, verificou-se que
a faixa ideal para o teste definitivo, com esta espécie, também ficou
compreendida entre 0,56 e 5 ppm. Dessa forma, avaliaram-se 7 cancentragdes
dentro dessa faixa, mais o grupo controle. As concentragdes utilizadas foram:
0,56; 1,0; 1,3; 1,8; 2,4;3,2 ¢ 5 ppm.

Da mesma forma que realizada para a espécie anterior, em uma bateria
de teste, para cada concentragdo, utilizaram-se 20 individuos, distribuidos
aleatoriamente em 2 béqueres contendo cerca de 1000 ml de solugdo teste. No
final do experimento, foram totalizadas 3 baterias de testes em fungfio do nimero
de individuos disponiveis, no lote, para testes.

3. 5. 4 Teste com ovos de B, rerio

Para realizacdo desses testes, utilizaram-se ovos com cerca de 24 horas
de idade, adquiridos na CETESB de Sio Paulo. Cerca de 600 ovos recém-
ovipositados, apés desova induzida, foram acomodados em um recipiente de vidro

contendo agua de manuten¢io, convenientemente vedados e transportados até os



laboratérios do CETEC-MG, em Belo Horizonte. Nos laboratérios de Criacdo e
Manuten¢do de Macro-invertebrados e Peixes, efetuou-se a separagdo dos ovos
invidveis, retirando-se aqueles contaminados com fungos. Os ovos viiveis foram
divididos em dois lotes, utilizando-se um para os testes com ovos, e o outro para
os testes com larvas apos a eclosdo.

Os testes foram montados, utilizando-se as mesmas concentragdes uzados
nos testes definitivos dos peixes, acrescido da concentragdo de 10 ppm, mais um
grupo controle. Utilizaram-se béqueres de 50 ml de capacidade, contendo cada
um cerca de 40 ml de solugdo e dez ovos vivos cada, sendo colocados
aleatoriamente nos béqueres. O mimero de repeti¢des por concentragiio foi de trés,
totalizando-se 30 ovos por tratamento.

Realizou-se, leituras periddicas a cada 24 horas, sendo observados os
efeitos.

Devido a evaporagdo das solugdes nos béqueres, houve a necessidade de
substitui-las a cada 24 horas por uma nova solugdo de mesma concentragio em
um novo béquer, com o devido cnidado de se controlar a temperatura das
solugdes para ndo causar choque térmico nos individuos. Os béqueres foram
mantidos em cimara encubadora a uma temperatura de 25 °C, e fotoperiodo de
12 horas, durante todo o experimento .

3. 5. 5 Testes com larvas de B. rerio

Utilizou-se as mesmas concentragdes do item 3.5.4 para os testes
definitivos. As larvas recém eclodidas foram distribuidas aleatoriamente nos
béqueres de 50 ml, contendo cerca de 40 ml de solugdo e 10 larvas cada. Para
cada uma das concentragGes e para o grupo controle, totalizaram-se 30 individuos
testados. Conforme procedimento mencionado no item anterior, optou-se também
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pela substitui¢do das solugdes teste a cada 24 horas e a manuten¢do da bateria de
testes em camara incubadora com foto periodo de 12 horas de luz. O periodo de
96 horas foi estabelecido, de forma a abranger a maior parte do periodo larval da

espécie.

3. 5. 6 Determinacao do fator de bioconcentrac¢iio nos peixes

O fator de bioconcentragdo foi determinado apés a anilise
cromatografica dos peixes e das suas respectivas solugdes as quais foram
expostos. Assim, para cada lote de peixes expostos ds respectivas concentragdes,
determina-se o fator de bioconcentragdo, utilizando-se a seguinte expressio de
acordo com Veiga (1994):

Fator de Bioconcentragdo =  concentracfio média do inseticida nos peixes
concentragdo média na solugdo testada

3. 6 Quantificacfio do aldicarbe por cromatografia em fase gasosa
3.6.1 Andlise da soluciio estoque

Para quantificagio do aldicarbe na solugio estoque do composto,
retiraram-se duas aliquotas de 0,1 ml da solugdo estoque, as quais foram
transferidas a balGes de vidro ( 50 cc, fundo redondo). A seguir, proceden-se a
oxidagdo do aldicarbe a sulfona de aldicarbe, adicionando-se, a cada baldo, 1 ml
de uma solugdo de acido peracético a 2 % em acetato de etila. Tal oxidacdo é
necessaria, uma vez que o detetor fotométrico de chama do cromatografo
utilizado ¢ sensivel apenas a sulfona de aldicarbe. Apés trés horas de contato com

o acido peracético, todo aldicarbe ali contido é transformado em sulfona de
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aldicarbe. Prossegue-se a andlise com a evapora¢do da solugio de acido
peracético através de um fluxo de ar fomecido por uma bomba pneumatica.

Os residuos de sulfona de aldicarbe aderidos as paredes do baldo apés a
evaporacdo foram, entdio, solubilizados com um pequeno volume de acetona e
transferidos para tubos graduados, os quais foram devidamente etiquetados e
novamente armazenado sob refrigeragdo para posterior quantificagio pela analise
em cromatografia gasosa, quando entio procedeu-se a diluigio ou manteve-se o

volume inicial conforme necessidade da analise.

3. 6. 2 Anilise de solugdes aquosas

A partir da solugdo estoque do aldicarbe em acetona, foram preparadas
solucbes do inseticida em agua, para uso nos bioensaios. Para verificagdo da
concentracdo do inseticida nas solugdes iniciais e finais de cada experimento,
adotou-se a metodologia utilizada por Piffer e Rigitano (1991). De cada solugdo
aquosa retirou-se uma aliquota de 5 ml, a qual foi transferida para um tubo de
ensaio (vidro com 20 cc, com tampa) e submetida a extragio do composto através
de agitacdo manual com 3 fragdes sucessivas de 5 ml de acetato de etila durante
um minuto cada fragdo. Com auxilio de uma pipeta, as fases organicas superiores
foram transferidas a um tnico baldo de fundo redondo, o qual foi posteriormente
adaptado a um rotavapor (modelo RE 120 fabricado pela Buchi) para
evaporacdo do solvente. Em seguida procedeu-se 4 oxidagdo e quantificacdo dos
residuos conforme descrito no item anterior.

A quantificacdo de sulfona de aldicarbe foi realizada comparando-se a
altura de pico obtida apés a injegdo de padrdes, com a altura de pico obtida apés
injecdo da amostra. Os picos do grafico foram fomecidos pelo registrador do
cromatografo a gas. O cromatégrafo utilizado foi o de modelo 370 fabricado pela
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indistria Instrumentos Cientificos C.G. Ltda, equipado com detector fotométrico
de chama “TRACTOR”, operando com filtro para comprimento de onda na faixa
compativel para detec¢do de enxofre. Utilizou-se uma coluna cromatografica de
vidro, com 1,8 m de comprimento por 2 mm de didmetro interno, contendo SP -
1000 a 5 % em supelcoport 100/200 mesh. As condi¢des de operagdo do
cromatdgrafo foram as seguintes:

fluxo dos gases: 60 ml/min para o gis de arraste N,

120 ml/min para os gases de chama H,
140 ml/min para o Ar sintético

temperatura da coluna: 220 °C
temperatura do detector: 225 °C
temperatura do vaporizador: 204 °C

Como todas as solugdes pertenciam a um mesmo lote de preparo,
optou-se pela realizagdo de analises de amostras compostas, retiradas de forma
homogénea em cada frasco de repetigdo dos testes. Desta forma, determinou-se as
concentragdes iniciais das amostras, retiradas no tempo zero do teste e também as
concentracgdes finais dos testes, ou seja, apés 96 horas de teste.

As curvas de calibragdo foram obtidas por meio de solugdes padrdo, as
quais variaram entre 2 ng e 40 ng. O padrio analitico do aldicarbe foi obtido
Junto ao fabricante, tendo 0 mesmo uma especificacdo de pureza de 99,2%.

3. 6. 3 Anilise dos peixes

Para a anilise dos peixes, procedeu-se 2 maceracio dos mesmos em um
grau até a formacgdo de uma pasta. Em seguida, homogenizou-se esse material
com 5 fragbes sucessivas de 5 ml de acetona. Com auxilio de uma pipeta, os
extratos cetdnicos foram transferidos a um inico baldo de fundo redondo, apds
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passagem em algodio suspenso em funil de vidro. O extrato foi exposto a
evaporagdo em rotavapor e os residuos foram submetidos a oxidagio e
quantifica¢do conforme descrito no item 3.6.2.

3. 6. 4 Verificaciio da eficiéncia do método de anilise utilizado

A eficiéncia do método foi determinada, analisando-se amostras, de agua
e de peixes, as quais foram previamente adicionadas diferentes concentragdes de
aldicarbe (padrio analitico)

Pesou-se 1g de peixe, da mesma espécie utilizada nos experimentos,
adicionando-se 0,5 ml de solugdo padrdo de aldicarbe 0,01 mg/ml de forma a
obter-se a concentragdo desejada de 5 ppm. Repetiu-se o procedimento,
adicionando-se 0,5 ml de solugdo padrdo de aldicarbe 0,002 mg/ml, de forma a

obter-se uma concentragio de 1 ppm.

Para o teste com a agua, tomou-se um volume de 0,5 ml de solugdo
padrdo de aldicarbe 1 mg/ml e adicionou-se a 99,5 ml de agua, de modo a se
obter a concentragdo de 5 ppm. Diluindo-se 10 ml dessa solu¢do de 5 ppm para
50 ml, obteve-se a solugdo de 1 ppm. A seguir procedeu-se a analise conforme o
método utilizado para as analises. Dividindo-se a concentragdo analisada pelo
valor tedrico inicial, determinou-se o fator de correcdo e a eficiéncia do método

em porcentagem.
3.7 Analises fisico-quimicas das solugées
Os dados referentes as analises fisico-quimicas da adgua de manutengdo,

foram determinados em intervalos de trés dias no maximo. As analises fisico-
quimicas das solugOes teste, foram realizadas no inicio e no fim de cada

36



experimento. Para tal, utilizou-se de medidores digitais portateis, acoplados ‘a
sonda com eletrodos.
A leitura foi feita de forma direta conforme os parametros mostrados a

seguir:

PH. ., Microprocessor pocket-pH / mV - meter pH 325
Condutividade. ......... Microprocessor Condutivity meter LF 325
Temperatura. ............ Microprocessor Condutivity meter LF 325
Salinidade. ................ Microprocessor Condutivity meter LF 325
Sdlidos totais. ........... Microprocessor Condutivity meter LF 325

Oxigeénio dissolvido..... Microprocessor Oxi-meter Oxi 325
Durezaem Ca. .......... Titulagdo com EDTA - via iimida

Todos os instrumentos foram calibrados antes de cada medigdo, conforme

procedimentos descritos em catalogos do fabricante.

3. 8 Anilise Estatistica dos resultados

3.8.1 Principio do método Litchfield-Wilcoxon

Para as anilises estatisticas dos resultados obtidos, utilizou-se o método
proposto por Litchfield-Wilcoxon, por ser um método amplamente usado em
testes de avaliagdo dose x efeito.

Conforme referido na metodologia CETESB - L5.017, o método
consiste em elaborar um grafico com os dados obtidos no teste de toxicidade
aguda de um agente tdxico. Para tal deve-se utilizar papel prob-log, onde sdo
plotadas no eixo logaritmico (x) as concentragdes testadas e no eixo

probabilistico (y) a porcentagem de efeito observado. Observa-se que para
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obten¢do das CLs, neste método é necessario que se obtenha pelo menos uma
porcentagem intermediaria de efeito observado entre os valores de 0 % e 100 %.

3. 8. 2 Procedimento geral do métedo Litchfield-Wilcoxon

a) Preparou-se uma tabela na qual foram registrados os seguintes dados
nas colunas: concentragdes utilizadas; nimero de organismos afetados
sobre o mnumero de organismos testados; porcentagem de efeito
observado, ndo sendo necessario colocar na tabela mais que duas
concentragdes consecutivas de 0 % e 100 %; anotou-se posteriormente os dados
obtidos de efeito esperado;

b) plotou-se, em papel tipo prob-log, os pontos obtidos com a
porcentagem de efeito observado em fungdo das concentragdes testadas, exceto os
valores de 0 e 100%. Ajustar uma reta através dos pontos, levando-se em
consideragao principalmente os pontos que se encontram entre 40 e 60 % de
efeito observado.

¢) introducdo dos valores de 0 e de 100 % de efeito. Através da reta
tracada, sobre o ponto de interse¢do desta com os valores das concentragdes
estudadas, obtive-se as respectivas porcentagens de efeito esperado, anotando-os
na coluna apropriada da tabela. Os valores de porcentagem esperada para
qualquer uma das concentragdes testadas que ficaram abaixo de 0,01 % e acima
de 99,9 % nido form considerados;

Utilizando-se a porcentagem de efeito esperado, (obtida através da tabela
do método), introduziu-se os valores corrigidos para as porcentagens de 0 e 100
% de efeito. Tabulou-se estes valores ao lado das porcentagens de efeito esperado
(obtidos através do grafico). Colocou-se no grafico esses valores e verificou-se

através de calculos que a reta tragada estava adequada;
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d) avaliagdo da reta através do teste do Chi-quadrado (X?)

Para cada concentragdo testada, listou-se a diferenca entre o valor da
porcentagem de efeito observado e o valor da porcentagem de efeito esperado.
Para os valores de 0 e 100 % efetuou-se a diferenca entre os valores da
porcentagem de efeitos esperados corrigidos e os valores das porcentagens de
efeitos esperados obtidos através do grafico. Listou-se as diferencas em valores
absolutos.

Utilizando-se a figura nomografica do método e uma régua, conectou-se o
valor da escala porcentagem de efeito esperado com o valor da diferenga entre o
esperado e o obtido, sendo que no ponto de intercessio na escala do X’ foram
obtidos os valores de contribuigdo do X?para cada concentragiio selecionada.

Somou-se as contribuicdes do X* e multiplicou-se pelo niimero médio de
animais por concentragio (N), isto é, o nimero total de animais dividido pelo
numero de concentragdes testadas. O valor assim obtido foi o X da reta.

Achou-se os graus de liberdade (n) da seguinte maneira: diminuiu-se duas
unidades do nimero de pontos colocados no grafico (k), inclusive os valores de 0
e 100 % (Assim n =k-2).

Verificou-se na tabela do método se o X calculado para a reta foi menor
que o valor do X? tabelado para n graus de liberdade. Verificou-se se a reta
estava bem ajustada;

e) determinagdo da CLs

Através da reta tracada, obteve-se no eixo dos x a concentragio
correspondente a 50 % de efeito observado (eixo dos y). A concentragio assim
obtida foi a CLs;

f) calculo do intervalo de confian¢a a nivel de 95 %

Obteve-se no grafico as concentragdes correspondentes a 16; 50 e 84% de

efeito esperado. Calculou-se a inclinagio da reta (S) de acordo com a férmula:
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S= CLE/ CL& + CLsg/CLlﬁ
2

Obteve-se o valor de N, isto é, o nimero total de organismos utilizados
nas concentragdes testadas, nas quais obteve-se uma porcentagem de efeito
esperado entre 16 e 84 %.

Calculou-se o expoente E para a inclina¢io da reta S e o fator fCLs, conforme
as expressoes:
E=2,77/VN e fCLso= S ©

Calculo dos limites de confianga :

CLs . fCLso = limite superior com 95 % de confianga
CLso / fCLso = limite inferior com 95 % de confianga
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aclimatacio e utilizacfio de espécies nativas regionais

Em rela¢do a aclimatacio dos organismos teste, dentre as espécies icticas
selecionadas, a Orthospinus franciscensis foi a que se mostrou mais viavel a
utilizacdo em testes de toxicidade com duragio de 96 horas. Durante todos os
experimentos, essa espécie apresentou uma taxa de mortalidade inferior a 10%
nos tanques e aquarios onde foram estocados.

As outras espécies, Astyanax fasciatus, Oligosarcus argenteus e Moenkhausia
costae, também testadas para aclimatagio em laboratorio, ndo se adequaram na
ocasido, porém ndo se deve descartar seu potencial de utilizacio em testes. As
caracteristicas por elas apresentadas, com um alto indice de mortalidade apés
alguns dias de cativeiro, tamanho e peso demasiadamente grande dificultando o

manuseio, poderdo ser resolvido através de estudos especificos.

4. 2 Determinagio da concentragio do aldicarbe nas solugées teste

Os resultados obtidos nas analises cromatogrificas das solucdes
utilizadas nos testes de toxicidade, mostraram que houve um decaimento das
concentragdes, apds decorrido o tempo do experimento. Esses valores sdo

apresentados nas tabelas 1, 2 e 3.
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TABELA 1 - Concentrago de aldicarbe nas solugdes-teste utilizadas com
Orthospinus franciscensis , nos laboratérios do CETEC, 1997.

Concentragdo nominal ~ Concentracdo analisada (ppm) Concentragio

média analisada
(ppm) inicial final (ppm)
Controle 0 0 0

0,56 0,7 0,62 0,66

1,0 1,25 0,84 1,045
1,3 1,49 0,92 1,2
1,8 1,63 1,40 1,51
2,4 2,8 2,03 2,41
32 3,74 2,64 3,19

TABELA 2 - Concentragdo de aldicarbe nas solugdes-teste utilizadas com
Brachydanio rerio nos laboratérios do CETEC, 1997.

Concentragfio nominal Concentra¢do analisada (ppm) Concentragio

média analisada
(ppm) inicial final (ppm)
Controle 0 0 0

0,56 0,79 0,74 0,76
1,0 1,29 1,06 1,17
1,3 1,68 1,52 1,6
1,8 2,19 1,90 2,04
24 3,18 2,99 3,08
3,2 3,94 2,83 3,38
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Foi constatada uma diminuigio média em tomo de 20 % na concentragio
do aldicarbe nas solugGes durante o periodo de 96 h, o que é atribuido a
degradacdo do composto nos tanques. As diferengas entre as concentragdes
nominais (tedricas) e as iniciais foram atribuidas a erros experimentais no
preparo das solu¢Ses e na analise dos mesmos. Para os testes com ovos e larvas,
analisou-se apenas as concentrages iniciais, porque as mesmas eram substituidas
a cada 24 horas com a finalidade de se evitarem alteragSes nas concentra¢des
devido & evaporacdo. A Tabela 3 demonstra as concentragdes das solugdes que
foram substituidas a- cada 24 horas no experimento.

TABELA 3 - Concentrago de aldicarbe nas solugdes utilizadas nos testes com
ovos ¢ larvas de Brachydanio rerio, nos laboratérios do CETEC,

1997.
Concentragdo nominal (ppm) Concentraggo inicial (ppm)
0,56 0,89
1,0 1,42
1,3 1,93
1,8 2,41
2,4 3,37
3,2 5,13

Analisou-se também a dgua proveniente da represa, com o objetivo de
verificar se o ambiente onde foram coletados os peixes apresentava contaminagdo
pelo inseticida testado. Nessa anilise ndo se detectou a presenga do inseticida
aldicarbe.
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4.3 Anilises fisico-quimicas das solugdes utilizadas nos testes

Considerando que todos os experimentos foram realizados sob pouca
variagdo climatica e que todas as solugdes foram originadas de um mesmo lote de
agua, obteve-se pouca alteragdo dos pardmetros fisico-quimicos. A Tabela 4
apresenta as variagdes maximas medidas no inicio e no fim de cada experimento.

TABELA 4 - Variagdo maxima dos dados fisico-quimicos das solugdes

utilizadas nos testes.
Parametro inicial final
temperatura 254°C 254°C
condutividade 161,3 uS/cm 160,8 uS/cm
pH 7,46 7,62
dureza Ca 40 mg 39mg
0.D. 67% 62 %

Como pede ser observado na tabela acima, todos os parimetros ficaram
compreendidos dentro dos limites prescritos pela norma seguida.



4. 4 Validagdo dos resultados de anilise

Os testes de recuperagdo do aldicarbe adicionado em concentragdes
conhecidas em amostras de agua e de peixes revelaram indices de recuperagao
superior a 90 % para agua e de a 95 % para os peixes, nio sendo necessaria a
corregdo dos resultados obtidos nas analises, considerando que o erro geral dos
experimentos foi maior.

A metodologia empregada permitiu a quantificacio dos residuos do
aldicarbe até o limite minimo de determinagdo de 0,01ppm em solucdes aquosas e

0,1 ppm nos peixes.

4.5 Determinagéio da CLso, 96 h do aldicarbe para as espécies de peixes

De acordo com o referencial tedrico obtido, a degradaciio do aldicarbe
ocorre em um curto periodo de tempo, razio pela qual optou-se pelos testes
agudos com duragdo de 96 horas de exposiggo.

4.5.1- Determinacio da CLs, 96 h do aldicarbe para B. rerio

O teste preliminar realizado com a espécie B. rerio determinou a faixa de
concentracdo que foi utilizada nos testes definitivos. Conforme pode ser
observado na Tabela 5, a faixa de concentragio adequada para que se determine a
CLs nos testes definitivos, ficon compreendida entre as concentragdes de 3,2 ppm
e 0,56 ppm.
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TABELA 5 -Porcentagem média de mortalidade de Brachydanio rerio em diferentes
periodos, apds exposi¢do ao inseticida aldicarbe, nos laboratdrios do

CETEC, 1997.
Concentragdo n°inicial n°de peixes mortos por periodo (h) % mortes
(ppm)  de peixes 3 6 24 48 72 96 96 h
100 20 20 - - - - - 100
32 20 20 - - - - - 100
10 20 0 2 20 - - 100
3,2 20 0 2 16 20 - - 100
1 20 0 0 0 2 4 9 45
controle 20 0 0 0 0 0 0 0

Nos testes definitivos, os dados obtidos foram agrupados em tabelas, de
forma a prosseguir com os calculos. Na tabela 6 esta apresentado o mimero de
peixes mortos pela ag¢do do inseticida-nematicida aldicarbe, apos 96 horas de

exposi¢ao nos testes realizados com a espécie B. rerio.

TABELA 6 - Mortalidade de Brachydanio rerio, nostestes 1,2 e 3,
pelo inseticida aldicarbe em relagdo as respectivas concentragdes.

Concentragdo  n®inicial  n° de peixes mortos apds 96 h

(ppm) fteste/conc. teste 1 teste 2 teste 3 n°total % mortos
5 20 20 20 20 60 100
32 20 20 20 20 60 100
2,4 20 17 17 15 49 81,67
1,8 20 10 9 12 31 51,67
1,3 20 8 8 9 25 41,67
1 20 2 2 2 6 10
0,56 20 0 0 0 0 0
controle 20 0 0 0 0 0




.2
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Os valores obtidos foram de CLs = 2,1 com intervalo de confianca de
1,802 2,33 ppm.

Na Figura 3, estio apresentados o percentual observado de individuos,
adultos da espécie B. rerio, mortos apés 96 horas de exposigdo ao aldicarbe nas
respectivas concentragoes.
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FIGURA 3 - Representagado grafica das concentragdes de aldicarbe x efeito letal

observado sobre o Brachydanio rerio.

Através do grafico representado na figura acima, obteve-se também, os
valores da CLy4 = 3,45 ppm e da CLys = 1,15 ppm, de acordo com o método e

das normas anteriormente citadas.
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4.5.2 - Determinacio da CLg, 96 h do aldicarbe para O. franciscensis

A tabela 7 abaixo demonstra a faixa de concentragio na qual ocorreram
mortes de 0% a 100%.

TABELA 7 - Porcentagem média de mortalidade de Orthospinus franciscensis
em diferentes periodos, apds exposi¢do ao inseticida aldicarbe, nos
laboratorios do CETEC, 1997.

concentracdo n° micial de n° de peixes mortos por periodo (h) % mortes
(ppm) peixes

3 6 24 48 72 96 96 h

100 20 20 - - - - - 100
32 20 20 - - - - - 100
10 20 0 8 20 - - - 100
3,2 20 0 6 20 - - - 100

1 20 0 0 0 2 6 12 60
controle 20 0 0 0 0 0 0 0

Dessa forma péde-se definir a faixa de concentrag3o que foi utilizada nos
testes definitivos. Utilizando-se da tabela proposta em L5.019-1 da CETESB,
definiu-se as concentragdes entre 3,2 ppm e 0,56 ppm, mais o grupo controle,
para os testes definitivos. Nesses testes calculou-se a CLs, baseando-se nos
resultados obtidos pelos 5 testes realizados com a espécie.

A tabela 8 apresenta o percentnal de mortes ocorridas apos 96 horas de
exposicdo dos peixes ao aldicarbe nas concentragdes testadas, nos referidos

testes.
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TABELA 8 - Numero de peixes Orthospinus franciscensis afetados pelo
inseticida aldicarbe, em relagdo as respectivas concentragdes apds
96 horas de exposicao, nos testes realizados (t1 a t5)

Concentragdo n°inicial de n° de peixes mortos apds 96 h % mortes
(ppm) peixes testel teste teste teste teste total 9% h
2 3 4 5
3,2 100 20 20 20 20 20 100 100
24 100 20 20 20 20 20 100 100
1,8 100 20 20 20 20 20 100 100
1,3 100 18 17 20 19 18 92 92
1 100 10 9 10 10 11 50 50
0,56 100 0 1 1 0 1 3 3
controle 100 0 0 0 0 0

A CLso encontrada para espécie O. franciscensis foi de 0,95 ppm com
um intervalo de confianga, de 0,84 a 1,07 ppm ao nivel de 95% de probabilidade.
De acordo com a representagio da Figura 4, pode-se verificar o efeito
letal observado sobre o O. franciscensis referente s respectivas concentragdes de

aldicarbe apos 96 horas de exposigio.
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FIGURA 4 - Representacdo grafica das concentragdes de aldicarbe x efeito letal

observado sobre a espécie Orthospinus franciscensis.

Da mesma forma que para a espécie anterior, obteve-se os valores de

CLis=0,78 ppm e CLyy = 1,15 ppm seguindo-se o método proposto.
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4.5.3 CLs0, 96 h obtidos para as espécies na fase adulta .

A CLso obtida para a espécie regional Q. franciscensis foi de 0,95 ppm
(0,84 - 1,07 ppm), e para a espécie padrdo B. rerio foi de 2,1 ppm (1,8 - 2,33
ppm). A analise comparativa desses resultados mostra uma maior resisténcia ao
inseticida, por parte do B.rerio em relagdo a O. franciscensis. Os valores de
LCs, 96 h encontrados para diferentes espécies de peixes variaram entre 0,05 e
ZZ ppm a diferentes temperaturas e dureza da agua. Essas diferencas apontaram
variagOes de sensibilidade entre as espécies indicando ndo ser aconselhivel a
realizacdo de bioensaios apenas com a espécie padrio B. rerio, uma vez que os
valores obtidos para a mesma podem ndo ser representativos para espécies
regionais. Tais observagdes estdo de acordo com Fanta (1997), a qual analisou os
resultados obtidos de testes de toxicidade com organofosforados sobre diversas
espécies de peixes, concluiu que informagdes apresentadas de forma genérica sio
inadequadas, ja que ha significativas variagdes especificas para a sensibilidade,
intensidade ou rapidez com que os efeitos se manifestam.

Gallo (1995), trabalhando com B. rerio, obteve uma CLs,, 96 h de 10
ppm, para o inseticida aldicarbe. Esse resultado indica que a populagio de
B. rerio. na qual sua equipe trabalhou, apresentou uma maior resisténcia ao
aldicarbe que a do presente trabatho. Tal variagio de resultados pode estar
associada a diferencas nutricionais das populagdes, bem como a outros fatores
ambientais. Para se evitarem variagdes de resultados, os laboratérios que
executam tais ensaios devem recorrer & intercalibragio entre laboratorios,
utilizando-se uma substéncia de referéncia que pode ser o dicromato de potassio.

Da mesma forma, conforme ja mencionado sobre a toxicidade do

aldicarbe, WHO (1991) apontou que a toxicidade desse produto para organismos



de agua doce possui grande variagdo, dependendo da temperatura e dureza da
agua.

4.6 Experimento com ovos de B. rerio

Ocorreram mortes de embrides nos ovos expostos ao aldicarbe, em todas
as concentragdes testadas (Tabela 9). Foram considerados mortos aqueles

embrides que ndo mais apresentaram batimentos cardiacos e circulatérios.

TABELA 9 - Numero de ovos de Brachydanio rerio, mortos diarios e
porcentagem acumulada de mortalidade até 96 horas de exposi¢do
a diferentes concentragdes do aldicarbe.

concentragdo n° inicial n° de ovos mortos por periodo (horas) % mortes
(ppm) de ovos 24 48 72 96 até 96 h
5 30 0 20 30 30 100
3,2 30 0 6 8 15 50
2,4 30 0 9 9 13 43,4
1,8 30 0 7 8 14 46,7
1,3 30 0 3 5 11 36,6
1 30 0 7 8 10 33,3
0,56 30 0 2 2 3 10
controle 30 0 0 0 0

Apods 48 horas do inicio do experimento, todas as larvas do grupo controle
haviam eclodidas.
Os principais efeitos observados nos tratamentos com aldicarbe foram:

a) morte do embrido, com o cessar de movimentos cardiacos e circulatoérios;



b) morte do embrido, seguida da fixagdo de fungos filamentosos sobre a casca
dos ovos; ¢) impossibilidade de rompimento da casca do ovos; d) dificuldade de
liberagdo da casca do ovo, apds seu rompimento pela larva. A casca do ovo
permanecia envolvida na cabega da larva; e) atraso no tempo de eclos3o, para os
organismos expostos, quando comparados com o grupo controle.

As caracteristicas dos ovos com embrides normais, afetados e mortos,

estio apresentadas na Figura 5.
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FIGURA 5 - Ovos de Brachydanio rerio, sendo A = ovos normais com
embrides vivos e B = ovo contendo embrido morto.
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4.7 Experimento com larvas de B. rerio

No experimento com as larvas de B. rerio, observou-se¢ mortes apenas

nas concentragdes de 5 e 10 ppm, conforme pode ser observado na Tabela 10.

TABELA 10 - Namero de larvas de Brachydanio rerio, mortas diarias e
porcentagem acumulada de mortalidade até 96 horas de exposigdo
a diferentes concentrac¢des do aldicarbe.

Concentragdo n° inicial n° de larvas mortas por pericdo (h)

(ppm) de larvas 24 48 72 96
10 30 30 - - -

5 30 30 - - -
3,2 30 0 *0 0 0
24 30 0 *0 0 0
1,8 30 0 *0 0 0
1,3 30 0 *0 0 0

1 30 0 *0 0 0
0,56 30 0 0 0 0
controle 30 0 0 0 0

* Inicio de efeitos visiveis na locomogdo e deformacdo da coluna vertebral.

Nas concentragdes menores que 3,2 ppm nio se constatou mortes das
larvas durante as 96 horas de exposigdo; porém, observou-se efeitos sobre o
comportamento e deformagdes na coluna vertebral. Apés 48 horas de exposigio
das larvas ao inseticida, detectou-se modificagdes comportamentais de
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locomogdo, com as larvas apresentando hipoatividade, pouca resposta a estimulos
extemnos quando provocados pela aproximagdo de um estilete e deformagdes na
coluna vertebral. Todas as reagdes detectadas foram comparadas com as reagdes
do grupo controle, que serviu de base comparativa do padrio normal de
comportamento.

As deformagdes detectadas na morfologia extema das larvas variaram
desde pequenos desvios em forma de angulo, até deformagdes em forma de “S”,
bastante retorcido. Dentre essas deformagdes detectadas, as de maior intensidade
ocorreram nas concentragdes maiores, diminuindo gradativamente até a
concentragio de 1 ppm, na qual os efeitos eram de pouca intensidade, porém
detectavets. Também observou-se em alguns casos uma grande dilatacio da
regido abdominal. Na concentragdo de 0,56 ppm ndo foi detectado efeito na
locomog¢do e nem de deformagio aparente na coluna vertebral durante as 96
horas. Os efeitos observados sobre a coluna vertebral e na regiio abdominal das
larvas, comparados com a estrutura de uma larva normal, estio apresentados na
Figura 6.
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FIGURA 6 - Comparagao entre larvas de Brachydanio rerio normais ¢ afetadas
pelo aldicarbe. A = larvas normais; B = larvas afetadas na
morfologia longitudinal e C = larvas com abdomem dilatado.
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4.8 Discussiio sobre os resultados dos testes com ovos e larvas de B. rerio

Nos testes realizados com ovos de B. rerio, verificou-se uma redugio de
cerca de 50 % na viabilidade de eclosdio das larvas nas concentragdes de 3,2 ppm,
decaindo gradativamente em concentragGes mais baixas. Essa redugdo pode
implicar, de forma anéloga, no declinio da densidade populacional das espécies,
quando expostas ao inseticida aldicarbe em seu habitat, nas concentragdes
observadas.

Com relagio ao efeito sobre as larvas, apesar de ter ocorrido morte
apenas nas concentragdes mais altas, foram registrados efeitos caracterizados por
deformagdes na coluna vertebral e, em menor escala, por dilatagGes no abdomem,
além de retardamento de respostas a estimulos extenos. Levando-se em
consideragio o desenvolvimento total do individuo até atingir sua fase aduita, tais
efeitos tendem a se acentuar implicando novamente num impacto negativo para
populagio exposta ao aldicarbe.

Observou-se ainda que a sensibilidade ao aldicarbe nas concentragdes
testadas foi diferenciada entre as fases de desenvolvimento de B rerio, sendo
maior na fase adulta, seguindo-se o estigio de ovo e posteriormente o larval. A
gradacdo verificada provavelmente esta relacionada a fatores fisiologicos que no
se constituiram em objeto de estudo neste trabatho.

Todos os efeitos relatados nos testes podem ser considerados como
decorrentes da presen¢a do inseticida-nematicida aldicarbe, uma vez que os testes

controle ndo apresentaram reagdes ou efeitos considerados anormais.
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4.9 Determinaciio do fator de bioconcentragiio

Os resultados das anilises do inseticidada aldicarbe nos peixes utilizados
nos experimentos, podem ser observados na Tabela 11, na qual é relacionada a
concentracdo da dgua em que os peixes foram expostos, com as respectivas
concentragdes analisadas nos peixes.

TABELA 11 - Concentragiio de aldicarbe nos peixes testados apos 96 horas de

€xposi¢do a este inseticida.
Concentragio Nominal Concentragdo analisada (ppm)
(ppm) Brachydanio rerio  Orthospinus franciscensis
0,56 1,03 1,02
1,0 1,38 1,62
1,3 1,46 1,70
1,8 2,47 2,52
24 2,39 3,06
3,2 3,27 3,73
Controle 0 0

De posse dos valores de concentragiio obtidos nos peixes e nas solugdes
as quais foram expostos, obteve-se o fator de bioconcentragio. Esse fator
determina se a substéincia testada possui tendéncia a se acumular nos organismos
testados. Os resultados dos calculos de bioconcentragio mostraram um fator de
bioacumulagfo préximo de 1, como apresenta a Tabela 12.
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TABELA 12 - Fator de bioconcentragdo de aldicarbe nos peixes testados, apds
96 horas de exposi¢do ao inseticida-nematicida, em suas

respectivas concentragoes.
Conc.Nominal Fator de bioconcentragio

(ppm) B. rerio O. franciscensis
0,56 1,35 1,54

1,0 1,18 1,54

1,3 0,91 1,41

1,8 1,21 1,66

2,4 0,77 1,26

3,2 0,96 1,16

Controle 0 0
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Implica¢des das concentragdes de aldicarbe sobre peixes no meio
ambiente

Tomando como referéncia as concentra¢des de aldicarbe encontradas em
monitoramentos de dguas provenientes de pogos e rios, segundo levantamento
tedrico (Zaki et all, 1982; Pridlle et al,1992 e Rigitano, 1995) nota-se que estes
valores sdo inferiores aos valores de CLs, obtidos com o B. rerio e O.
Jfranciscensis. Desta forma, pode-se considerar que tais concentragdes verificadas
naqueles ambientes naturais ndo causariam, até entdo, efeitos visiveis sobre O.
Jranciscensis e B. rerio.

Todavia, ha que se considerar que a crescente utilizagdo do produto em
regiSes proximas a reservatérios d’agua, as vezes em quantidades e frequéncia
muito acima do recomendado pelo receituario e pelo fabricante, pode fazer com
que 2 concentragdo nos lagos e riachos atinjam niveis cada vez mais elevados de
concentracdo, podendo provocar danos & biota aquatica. Os efeitos toxicos
decorrentes da presenca de pesticidas nos ecossistemas aquaticos podem variar,
de danos complexos a biota a pequenos efeitos a niveis de populagdo, conforme
citado por Belo Horizonte (1996). Tal fato pdde ser observado nos testes com
ovos e larvas expostos ao aldicarbe, através dos pardmetros ‘dificuldades de
locomogdo e deformagSes na coluna vertebral’. Tais efeitos tomam os
organismos, ainda que sobreviventes a toxicidade, vulneraveis a predadores além
de outros problemas de ordem fisiolégica. Landau e Tucker (1984) relataram que
a popula¢do de Centropomus undecimalis Bloch,1792 na Flérida, tem-se
reduzido nos 1ltimos anos e que, talvez, muitos inseticidas, incluindo o aldicarbe,

vém contribuindo para isso.
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5.2 Bioacumulacio nas espécies testadas

O fator de bicacumulagdo préximo de 1 comprova a teoria citada por
WHO (1991), de que o aldicarbe ndo ¢ acumulativo para animais. Algumas
entidades de fiscalizagdo e defesa do meio ambiente de outros paises, entre eles o
Japdo, consideram o fator limite de bioconcentragio de 1.000, acima do qual a
substincia é considerada acumulativa (Hemandez, 1992). As concentragdes
encontradas nos peixes foram muito préximas das concentrages encontradas na
agua, as quais os peixes estavam expostos. Esses resultados sugerem que o
inseticida possui facilidade de penetragio no organismo, apesar de ndo se
acumular. Diante desta hipdtese, faz-se necessaria a realizagio de estudos de
efeitos cronicos, ou seja, ensaios laboratoriais de exposigdo prolongada dos
peixes a baixas concentragdes do aldicarbe, para avaliagdo de efeitos fisiolégicos

causados pela presenca do inseticida.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem as seguintes conclusdes:
As espécies de peixes de pequeno porte, Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819),
Oligosarcus  argenteus Gunther,1864 e Orthospinus franciscensis
(Eigenmann,1929), podem ser utilizadas em testes de toxicidade.

A espécie Brachydanio rerio foi cerca de duas vezes mais tolerante ao
aldicarbe que a O. franciscensis

A fase adulta de B. rerio foi mais sensivel ao aldicarbe, seguida pelo estagio
de ovo e pela fase larval.

As respostas das larvas de B. reio a estimulos extemos foram reduzidas
devido aos efeitos do inseticida aldicarbe.

O aldicarbe ndo permitiu ao embrido de B. reio romper a casca do ovo,
inviabilizando sua eclosdo.

O aldicarbe ndo se acumulou nas espécies testadas.
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