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RESUMO

O uso intensivo de agrotoxicos tem demostrado 0s riscos potenciais que essas substancias
causam ao meio ambiente e aos seres humanos, pois estes compostos ndo atingem somente o
alvo. Dentre os agrotoxicos mais utilizados no Brasil, o glifosato e o 2,4-D classificados como
medianamente toxico e extremamente toxico, respectivamente, tém sido encontrados nos
solos e na agua, ocasionando a contaminacdo do meio ambiente e dos seres humanos. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi fortificar uma amostra de agua subterranea utilizada para
0 abastecimento publico de um municipio da Regido das Missdes do estado do Rio Grande do
Sul, com os agrotoxicos glifosato e 2,4-D, visando identificar a toxicidade aguda e
genotoxicidade que estes compostos quimicos causam quando combinados em uma mesma
amostra. Para isso, foi analisada uma amostra de agua subterrdnea utilizada para o
abastecimento publico, e avaliada a qualidade em relagdo aos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos, sendo estes, absorvancia (A - 254 nm), condutividade elétrica (uS cm™), cor
aparente (uC), dureza (mg CaCOsL™), fluoreto (mgL™), oxigénio dissolvido (mgL™),
potencial hidrogenibnico, temperatura (°C), turbidez (uT), coliformes totais e Escherichia
coli, em seguida foi realizada a deteccdo e quantificacdo dos agrotoxicos, e posteriormente a
comparacgéo entre os resultados obtidos e os valores estabelecidos na Portaria de Consolidagao
n° 5/2017 do Ministério da Saude e na Portaria n°® 320/2014 da Secretaria de Estado da Saude
do Rio Grande Do Sul. Para o teste de toxicidade aguda, foi realizado o cultivo do
microcrustaceo Daphnia magna e para o teste de genotoxicidade foi utilizado o bioindicador
Allium cepa, a amostra de agua foi fortificada com os agrotdxicos em concentracdes definidas
no delineamento composto central rotacional, totalizando 12 experimentos. Os resultados
indicaram valores de fluoreto, Escherichia coli e coliformes totais em dissonancia com o
estabelecido na Portaria de Consolidacdo n° 5/2017. Em relagdo aos agrotoxicos, identificou-
se a presenca de atrazina, azoxistrobina, clomazona, fipronil, tebuconazol e trifloxistrobina,
sendo que o fipronil apresentou concentracdo superior ao valor maximo permitido na Portaria
n® 320/2014 da Secretéria de Estado da Saude do Rio Grande Do Sul. O teste de toxicidade
aguda com Daphnia magna indicou que o herbicida 2,4-D possui toxicidade mais elevada
qguando comparada a toxicidade do glifosato, corroborando ao valor maximo permitido
(VMP) na Portaria de Consolidagdo n° 5/2017, o qual é inferior ao VMP para o glifosato.
Enquanto que, no teste de genotoxicidade foi possivel concluir que os agrotoxicos interferem
em um nivel de significancia de 95 % no processo de divisdo celular. Por fim conclui-se que,

a combinacdo de agrotoxicos em uma mesma amostra de agua subterranea utilizada para o



abastecimento publico causa danos ao microcrusticeo Daphnia magna, interfere nos
processos de divisdo celular e consequentemente origina danos a salde humana e ao meio

ambiente devido aos efeitos toxicos e genotoXicos que estes compostos quimicos apresentam.

Palavras-chave: Glifosato. 2,4-D. Toxicidade aguda. Genotoxicidade. Delineamento
experimental.



ABSTRACT

The intensive use of pesticides has demonstrated the potential risks that these substances
cause to the environment and humans, as these compounds do not only reach the target.
Among the most used pesticides in Brazil, glyphosate and 2.4-D classified as medium toxic
and extremely toxic, respectively, have been found in soils and water, causing contamination
of the environment and humans. In this sense, the objective of this work was to fortify a
sample of groundwater used for public supply of a municipality in the Missions Region of the
state of Rio Grande do Sul, with the glyphosate and 2.4-D pesticides, aiming to identify the
acute and genotoxicity that these chemical compounds cause when combined in the same
sample. For this, a sample of groundwater used for public supply was analyzed, and its quality
was evaluated in relation to the physicochemical and microbiological parameters, namely,
absorbance (A — 254 nm), electrical conductivity (uS cm™), apparent color (uC), hardness
(mg CaCOs; L™), fluoride (mgL™), dissolved oxygen (mgL™), hydrogen potential,
temperature (° C), turbidity (uT), total coliforms and Escherichia coli, Then the detection and
quantification of the pesticides was performed, and then the comparison between the results
obtained and the values established in the Consolidation Ordinance n°® 5/2017 of the Ministry
of Health and the Ordinance n°® 320/2014 of the Secretary of State for Health of Rio Grande
Do Sul. For the acute toxicity test, the cultivation of the micro crustacean Daphnia magna
was performed and for the genotoxicity test the bioindicator Allium cepa was used, the water
sample was fortified with the pesticides in conception defined in the central rotational
composite design, totaling 12 experiments. The results indicated
fluoride, Escherichia coli and total coliforms values in dissonance with the established in
Consolidation Ordinance n°5/2017. Regarding pesticides, the presence of atrazine,
azoxystrobin, clomazone, fipronil, tebuconazole and trifloxystrobin were identified, and
fipronil was higher than the maximum allowed in Ordinance n° 320/2014 of the Secretary of
State of Rio Grande Do The acute toxicity test with Daphnia magna indicated that the
herbicide 2.4-D has higher toxicity when compared to glyphosate toxicity, corroborating the
maximum allowed value (VMP) in Consolidation Ordinance n° 5/2017, which is lower. VMP
for glyphosate. While in the genotoxicity test it was possible to conclude that pesticides
interfere with a 95 % significance level in the cell division process. Finally, it is concluded
that the combination of pesticides in the same sample of groundwater used for public supply

causes damage to the Daphnia magna microcrustacean, interferes with the processes of cell



division and consequently causes damage to human health and the environment due to the
effects. toxic and genotoxic effects of these chemical compounds.

Keywords: Glyphosate. 2.4-D. Acute Toxicity. Genotoxicity. Experimental design.
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1 INTRODUCAO

A &gua é um dos recursos naturais mais utilizados, sendo fundamental para a
existéncia e manutencdo da vida, desta forma o homem a utiliza para sua sobrevivéncia e
melhoria de suas condi¢fes econdémicas, sociais e comunitarias (BRAGA et al., 2005; TUCCI
et al., 2009). Este recurso é utilizado para o abastecimento humano e estd relacionado a
histéria da humanidade, pois o homem abandonou a vida ndmade e passou a ter vida
sedentaria, procurando se instalar em locais proximos a este recurso (HELLER, 2006). Além
disso, a &gua € um meio onde habitam organismos que necessitam condi¢fes ambientais
adequadas para a sobrevivéncia (TUCCI et al., 2009).

Com o passar do tempo e o desenvolvimento de diversas culturas, a sociedade se
tornou cada vez mais complexa, e para garantir a sua sobrevivéncia buscou aportes
tecnoldgicos nos sistemas de producgdo agricola desenvolvidos na Revolucdo Verde, a qual
teve o intuito de modernizar a agricultura e aumentar a produtividade para a erradicacdo da
fome (HELLER, 2006; LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

Com o objetivo de buscar o aumento da producao de alimentos, o desenvolvimento de
agrotdxicos foi impulsionado na década de 1960 no Brasil, por meio do Plano Nacional do
Desenvolvimento, o qual incentivou os agricultores a comprar uma cota de agrotoxicos para
obter crédito rural (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; JOBIM et al., 2010). Entretanto por meio
deste incentivo, houve a reducdo das praticas ecologicamente saudaveis na agricultura e 0 uso
de agrotoxicos aumentou de forma exponencial (JOBIM et al., 2010).

Atualmente o agronegdcio é uma das principais atividades econémicas nacionais, pois
além da cana-de-aclcar, do café e da laranja, a agricultura brasileira se especializou na
producdo de grandes monoculturas, como a soja, o milho e o trigo, as quais tém sido
associadas ao intensivo uso de agrotdxicos (MOREIRA et al., 2002a), fato este que auxiliou o
Brasil no ano de 2008 a se tornar, 0 maior consumidor mundial de agrotoxicos (CARNEIRO
etal., 2015).

Através deste crescente cenario, o uso de agrotoxicos vem se intensificado, entretanto
a aplicacdo destes pode contaminar o ar, o solo e os sistemas hidricos, culminando na
degradacdo ambiental e em consequéncia causando danos a salde humana e alteracdes
significativas nos ecossistemas (VEIGA et al., 2006). Pois os agrotdxicos utilizados na
agricultura, podem seguir diferentes rotas no ambiente e independentemente do modo de
aplicacdo, podem atingir espécies e habitats diferentes do alvo para o qual foi desenvolvido
(LAABS et al.,, 2002). Conforme explicam Scorza Janior, Névola e Ayelo (2010), os
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agrotoxicos aplicados diretamente nas plantas ou no solo, e mesmo aqueles aplicados
diretamente nas plantas possuem como destino final o solo, podendo causar a contaminagéo
dos lencois freaticos subterraneos através da lixiviacdo da agua e da erosdo dos solos.

Desta forma, as préaticas agricolas e a vulnerabilidade natural do aquifero podem
representar um alto nivel de impactos negativos, tornando inclusive a 4gua imprdpria para o
consumo. Pois, a contaminacdo de um sistema hidrico ndo representa s6 a contaminacdo da
agua consumida pela populacdo local, mas também a contaminacdo de toda a populagéo
abastecida por esta &gua contaminada (VEIGA et al, 2006).

No entanto, o efeito dessas substancias quimicas esté relacionado a concentracao e a
composicao em que estas se encontram no meio, por iSSO para prever os riscos e os efeitos que
as substancias causam aos seres vivos e ao meio ambiente sdo realizados testes de toxicidade
(COSTA et al., 2008). De todos os principais meios que 0s agrotoxicos podem contaminar,
identificar a toxicidade nas aguas, em especial as de consumo é primordial, uma vez que o
contato direto com alimentos ou solo contaminado pode ser evitado diferentemente da
ingestdo de agua (ALVES, 2017).

Visando avaliar os efeitos toxicoldgicos dessas substancias quimicas sdo realizados
testes de toxicidade aquatica em organismos aquéaticos. Para isso, podem ser analisados
efeitos de toxicidade aguda e crdnica, sendo mais comum os ensaios de toxicidade aguda. Nos
ensaios de toxicidade aguda os organismos aquaticos tém sido amplamente utilizados, e
dentre estes se destaca o uso do microcrustaceo Daphnia magna (Dm). Este microcrustaceo é
utilizado em ensaios de toxicidade aguda, pois apresenta sensibilidade a diversas substancias
toxicas (FUZINATTO, 2009).

Apesar dos efeitos toxicologicos, a mistura e a concentracdo dos agentes quimicos
introduzidos no ambiente podem causar alteragdes genéticas nos organismos, podendo
ocasionar varios problemas de saude. Uma das formas de verificar as alteracGes
cromossémicas, anomalias mitdticas e presenca de micronucleos causados pelos agentes
quimicos € por meio de testes de genotoxicidade. Visando identificar os efeitos genotdxicos
sdo utilizados varios sistemas de teste em plantas, dentre elas a espécie Allium cepa
(THEODORAKIS et al., 1998; FARIA et al., 2017).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar a toxicidade aguda e a genotoxicidade da &gua subterrdnea de um
municipio localizado na Regido das Missdes do estado do Rio Grande do Sul utilizada para o

abastecimento publico e fortificada com os agrotdxicos glifosato e 2,4-D.

1.1.2 Objetivos especificos

Analisar se os pardmetros absorvancia (. — 254 nm), condutividade elétrica (uS cm™),
cor aparente (uC), dureza (mg CaCOs L?), fluoreto (mg L), oxigénio dissolvido (mg L™),
potencial hidrogenidnico, temperatura (°C), turbidez (uT), Escherichia coli e coliformes totais
estdo em conformidade com o descrito na Portaria de Consolidacéo n° 5/2017 do Ministério
da Saude (MS).

Determinar por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas a presenca
dos agrotoxicos: 2,4-D, atrazina, azoxistrobina, bentazona, carbofurano, ciproconazol,
clomazona, difenoconazol, epoxiconazol, fipronil, imazapique, imazetapir, malationa,
metsulfurom-metilico, penoxsulam, piraclostrobina, pirazossulfurom-etilico, pirimicarbe,
profenofés, propiconazol, simazina, tebuconazol, tiametoxam e trifloxistrobina na &agua
subterranea utilizada para o abastecimento publico, coletada em um poco localizado na area
rural de um municipio da Regido das Miss6es do estado do Rio Grande do Sul.

Realizar testes de toxicidade aguda e genotoxicidade da amostra de agua subterranea
utilizada para o abastecimento publico fortificada com os agrotoxicos glifosato e 2,4-D
utilizando o microcrustdceo Daphnia magna de acordo com as normas estabelecidas pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) presentes na NBR n° 12.713/2016 e

Allium cepa, respectivamente.

1.2 JUSTIFICATIVA

Conforme o Art. 225 descrito na Constituicdo Federal (1988), “todos tém direito ao
meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial a sadia
gualidade de vida, impondo-se ao poder publico e a coletividade o dever de defendé-lo e

preserva-lo para as presentes e futuras geragdes” (BRASIL, 1998). Contudo, para a populacéo
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ter qualidade de vida, é preciso garantir o direito a salde, que por sua vez, possui relagdo
direta com a qualidade das aguas servidas a popula¢do (HELLER, 2006).

Devido ao uso massivo de agrotoxicos nos setores das atividades humanas 0s ensaios
laboratoriais para a verificacdo da potabilidade da agua, tem comprovado a presenca de
substancias e microrganismos acima de valores permitidos pelas legislagOes, afetando, de
forma negativa, a salide da populacdo (DI BERNARDO; DANTAS, 2005).

Em decorréncia da conscientizacdo sobre os riscos desses compostos a saide humana
e a biota aquatica, ensaios biologicos foram desenvolvidos para avaliagdo da toxicidade em
diferentes matrizes (USEPA, 1985). Isto porque, nenhuma substancia quimica é totalmente
segura ou danosa, seu efeito estd diretamente relacionado com a concentracdo desta
substancia no meio e o tempo de exposi¢do aos organismos.

Estudos preliminares detectaram a presenca de multiresiduos de agrotéxicos na agua
subterranea utilizada para o abastecimento publico nos municipios da Regido das Missdes do
estado do Rio Grande do Sul. Nas préticas agricolas, € comum a aplicacdo de mais de um tipo
de agrotoxico a0 mesmo tempo, em consequéncia a exposicdo humana a contaminantes
ambientais ndo se limita aos compostos individuais (PEROBELLI et al., 2010; SANTOS;
MARTINEZ, 2014). Desta forma, a avaliacdo de toxicidade separada de produtos quimicos
pode ndo estimar adequadamente os efeitos adversos combinados de agrotéxicos
(HERNANDEZ; GIL; LACASANA, 2017).

Portanto, este trabalho se justifica devido ao uso intensivo de agrotoxicos na Regido
das Missdes do estado do Rio Grande do Sul, bem como a identificacdo destes compostos nas
aguas de consumo humano e devido a necessidade de se compreender os efeitos toxicos e
genotdxicos dos agrotoxicos glifosato e 2,4-D amplamente aplicados no Brasil e no Rio
Grande do Sul.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691519306222#bib62
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691519306222#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691519306222#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691519306222#bib35
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2 REFERENCIAL TEORICO

Neste item, estdo apresentadas as principais definicGes e as caracteristicas das aguas
de abastecimento publico, com enfoque para a importancia da qualidade da agua e
consequentemente a necessidade de se determinar a toxicidade e genotoxicidade deste recurso

quando contaminado especialmente por multiresiduos de agrotoxicos.

2.1 A AGUA NO MEIO AMBIENTE

A 4gua é um bem indispensavel a vida e ao desenvolvimento das sociedades. E de
vital importancia para 0s seres humanos, pois estes sdo constituidos aproximadamente por
70 % dessa substancia e a utilizam para eliminacdo das substancias toxicas presentes no
organismo, além de servir como transporte de nutrientes, oxigénio e sais minerais, protege
algumas estruturas do corpo e ajuda nos processos fisioldgicos. Portanto, a agua pode ser
considerada como sinénimo de vida, sendo um recurso natural essencial para a sobrevivéncia
de todas as espécies que habitam a Terra (MACHADO, 2008).

Esta é abundante, mas cerca de 97,5 % esta nos oceanos e mares, contendo altos teores
de salinidade, que inviabilizam sua utilizagdo para dessedentacdo (SPIRO; STIGLIANI,
2009). Atualmente, para reduzir os altos teores de salinidade faz-se o uso da tecnologia de
dessalinizacdo, entretanto a agua doce disponivel continua sendo uma alternativa facil,
econdmica e acessivel para o abastecimento das populacdes (LIBANIO, 2010). Porém apenas
2,5 % das aguas do planeta sdo doces e desse volume, a maior parte esta contida nas calotas
polares, geleiras e neves, tornando-se inacessiveis. Desta forma, a agua doce superficial que
pode ser utilizada para diferentes formas de abastecimento e producdo é muito pequena em
termos proporcionais (ROCHA et al., 2011; PORTO, 2012).

O Brasil possui uma das maiores redes hidrograficas do mundo, além de extensas
reservas de agua subterranea. Estima-se que o pais seja detentor de 12 % de toda a agua doce
superficial do planeta, segundo a Organizacdo das NacBes Unidas (ONU), o Brasil estd na
classe dos paises mais ricos em termos de volume de dgua doce facilmente exploravel. Dentre
0s sistemas de abastecimento publico os mananciais superficiais sdo 0s mais utilizados como
fonte de fornecimento de agua, pois estas acumulam-se na superficie, escoam e dao origem
aos rios, riachos, lagoas e corregos, contudo, devido & contaminacdo dos mesmos e as

frequentes estiagens tém-se intensificado a busca pelas dguas subterraneas (MELLER, 2009).
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A maior parte da agua doce disponivel na Terra se encontra na parte subterranea. A
agua subterranea se origina atraves da precipitacdo que cai sobre a superficie do solo, e uma

pequena fracdo dela é filtrada até a zona saturada. Logo para Baird e Cann (2011):

Se a 4gua subterranea esta contida no solo composto de rochas porosas, ou em
rochas altamente fraturadas, e se as aguas mais profundas estdo em contato com uma
camada de argila ou rochas impermedaveis, entdo se constitui um reservatorio
permanente — uma espécie de lago subterraneo - chamado de aquifero.

Desta forma, as aguas dos mananciais subterraneos podem ser captadas por meio de
pocos e essa fonte de recurso hidrico para abastecimento se tornou a principal fonte de agua
potavel em todo o mundo, ndo apenas nas megacidades, mas também em milhares de cidades
de pequeno e médio porte (WWAP, 2009).

Assim, para o abastecimento publico e as atividades econdmicas utilizam-se as aguas
emersas ou as aguas interiores dos continentes e ilhas, captadas dos rios, lagos e represas, que
estdo em constante renovacdo pela forca das chuvas e os aquiferos subterraneos, que
abastecem dois tercos da populagdo mundial (ROCHA et al., 2011).

Apesar disso, a disponibilidade de dgua deve garantir ndo somente a presenca da agua,
mas a quantidade e a qualidade devem ser satisfatorias para suprir as necessidades de um
determinado conjunto de seres vivos (BRAGA et al., 2005). Segundo Tundisi (2006), a
qualidade da agua provém da multiplicidade dos usos dos recursos hidricos, que depende do
grau de concentracdo da populacdo humana, do estagio do desenvolvimento econémico e das
atividades decorrentes nas bacias hidrograficas. Desta forma, “as demandas de dgua no pais
concentram-se na agricultura, pecuaria, hidroeletricidade, abastecimento publico, pesca,
irrigacdo, turismo, industria e navega¢ao” (MELLER, 2009).

Segundo 0 mesmo autor, “em muitas regides brasileiras os diversos usos da agua tém
alterado a sua qualidade e quantidade”, causando para a populacdo e meio ambiente diversas

consequéncias. Neste sentido Meller (2009), destaca que 0s diversos usos causam:

A eutrofizacdo de aguas superficiais, sedimentacdo de lagoas, rios e represas,
lancamento de poluentes industriais, poluicdo organica, introducdo de espécies
exaticas, retirada de florestas nativas das margens de rios, uso inadequado do solo, e
consequentemente o aumento dos custos de tratamento de &gua.

A falta de acesso a agua configura uma forma de privagéo que ameaca a vida, limita as
oportunidades e enfraquece a dignidade humana (JACOBI; GRANDISOLI, 2017). Logo, o

acesso a dgua com qualidade adequada € essencial para o equilibrio e o funcionamento dos
ecossistemas (ANA, 2017).
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2.1.1 Importancia da qualidade da agua para o abastecimento publico

Dentre os varios usos da agua, o abastecimento publico é considerado o mais nobre e
prioritario, pois o0 homem depende da oferta adequada para a sua sobrevivéncia, a qual é
utilizada para o funcionamento adequado do organismo, no preparo dos alimentos, na higiene
pessoal e de utensilios, mas para suprir essa demanda, a quantidade e qualidade s&o
imprescindiveis (BRAGA et al., 2005).

A qualidade das aguas se refere a confiabilidade do seu uso em termos de saude
humana e a potabilidade significa a auséncia de contaminacdo microbioldgica e toxicologica
para a sua utilizagdo (CASTRO et al., 2018; BRAGA et al., 2005). No entanto, por muitos
anos, os sentidos da viséo, sabor e olfato foram os determinantes na avaliacdo da qualidade da
agua, mas a evolucdo de tecnologias de medicdo e deteccdo de poluentes, levaram ao
estabelecimento de padrdes de qualidade da dgua quando considerado os seus usos (TUCCI et
al., 2009).

Em conformidade com Santos (2004), atualmente os parametros indicadores da
qualidade da &gua sdo: a temperatura, turbidez, cor, potencial hidrogeniénico (pH),
absorvéancia, fluoreto, coliformes fecais e coliformes totais. Alguns desses parametros sao
usados para mensurar 0 estado de contaminacdo ambiental, para isso boa parte destes
parametros estdo dispostos em legislagdes ambientais, as quais abordam os VMP. Sendo
assim, a agua utilizada para o abastecimento publico, conforme descrito por Von Sperling
(2005), deve estar:

[...] isenta de substancias quimicas prejudiciais a saude, isenta de organismos
prejudiciais a salde, adequada para servicos domésticos, baixa agressividade e
dureza e esteticamente agradavel (baixa turbidez, cor, sabor e odor e auséncia de
macrorganismos).

Desse modo, a agua deve apresentar caracteristicas sanitarias e toxicoldgicas
adequadas, pois a qualidade das aguas muda com o passar dos anos, devido aos fatores
meteorologicos e do lancamento de poluentes (BRAGA et al., 2005; PHILIPPI JR.;
MARTINS, 2018).

De acordo com Padua e Ferreira (2006), Porto (2012) e Castro et al. (2018), a
crescente demanda por alimentos, o crescimento da populagdo e sua concentragdo em areas
urbanas e também o desenvolvimento industrial intensificam a demanda por 4gua e a0 mesmo

tempo contribuem para a deterioracdo de sua qualidade, pois a cultura humana produz cada
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vez mais novos poluentes, aumentando o nimero de substancias desconhecidas na agua, bem
como seus efeitos nocivos a salide humana.

A utilizacdo da agua em baixa qualidade no tocante ao seu uso para 0 consumo
domeéstico é uma das principais formas de transmissdo de doencas de veiculacdo hidrica.
Deste modo, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), estima que 25 milhGes de pessoas no
mundo morrem por ano em virtude de doencas transmitidas pela &gua (BRAGA et al., 2005).
No Brasil cerca de 60 % das internacdes hospitalares estdo relacionadas com as deficiéncias
do saneamento basico, sendo que 90 % das doencas ocorrem devido a méa qualidade das aguas
de abastecimento (DI BERNARDO; DANTAS, 2005). Por isso é primordial fornecer agua a
toda a populacdo, em quantidade e qualidade compativel com 0s usos a que se destina
(BRAGA et al., 2005; PORTO, 2012).

De acordo com Meller (2009), desde a antiguidade a qualidade da agua era uma
preocupacdo para 0s humanos, e consequentemente se constituia uma fonte geradora de
discordias, pois eram escavados pocos para se obter &gua de boa qualidade e 0s mesmos eram
disputados entre tribos. No Brasil, desde o inicio da colonizacdo as aguas subterraneas vém
sendo utilizadas para o abastecimento (REBOUCAS, 2006).

Sendo assim, o seu uso acompanhou a evolu¢do da humanidade e representa uma
importante forma de abastecimento. Conforme Palmier (2006), o uso das aguas subterraneas
apresenta vantagens quando comparadas com as aguas superficiais, pois:

O abastecimento ndo esta sujeito a situacdes criticas face a ocorréncia de condicfes
climaticas anormais, pois geralmente a quantidade e a qualidade das &guas
subterrdneas ndo sdo significativamente afetadas pela variabilidade sazonal ou
interanual das fontes de recarga; Os mananciais subterrdneos podem ser
considerados recursos estratégicos, na medida em que normalmente sua exploracéo
ndo ¢ afetada pela ocorréncia de eventos catastroficos; A agua subterranea pode ser
explorada no local onde ocorrem as demandas, sem que haja a necessidade de se
construir adutoras e; As aguas subterraneas geralmente apresentam caracteristicas
perfeitamente compativeis com os padrdes de potabilidade.

Entretanto segundo Santos (2004), no Brasil sdo infimas as analises das aguas
subterraneas, mesmo sendo reconhecida a sua importancia, devido ao seu consumo por muitas
décadas. De acordo com o autor, o territdrio brasileiro apresenta dados insuficientes sobre 0s
parametros de quantidade e qualidade da agua devido ao elevado tempo e custo para a
realizacdo das analises. Esses fatores implicam na andlise das aguas subterraneas, pois 0s

dados apresentam erros grosseiros, por ndo serem considerados a hidrologia do local, o

mapeamento dos aquiferos, altura do nivel freatico e qualidade de contaminacao.
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2.1.2 Principais fontes de contaminacéo das aguas subterraneas

A partir da Revolucdo Industrial houve um expressivo aumento populacional no
mundo. Este aumento populacional causou a expansdo da agricultura, o crescimento
desordenado das cidades e, consequentemente a geracdo de residuos. Esses fatores tém
causado alteragdes no meio ambiente, influenciando na disponibilidade dos recursos, em
decorréncia disso a agua tem-se tornado um recurso escasso e com qualidade comprometida
em muitos paises (MELLER, 2009).

O comprometimento da qualidade das aguas provém da poluigdo, a qual pode ser
definida como “a adigdo de substancias ou de formas de energia que, direta ou indiretamente,
alterem a natureza do corpo d’ 4gua de uma maneira tal que prejudiquem os legitimos uso0s
que dele sao feitos” (VON SPERLING, 2005) e também da contaminacdo, a qual ocorre pela
“introducdo de substancias nocivas a saide humana e ao mundo vivo” (MELLER, 2009).

Segundo Bassoi (2005), a poluicdo natural dos mananciais superficiais e subterraneos
ocorre devido ao arraste de particulas organicas e inorganicas por meio das aguas pluviais.
Apesar disso, a poluicdo natural dificilmente altera consideravelmente as propriedades da
agua. Diferente da poluicdo natural, um fator que interfere na qualidade das &guas, € 0
crescimento das cidades, a qual provoca a impermeabilizacdo dos solos, e consequentemente
a reducdo da infiltracdo da agua das chuvas. Além de que, em muitos lugares os despejos de
aguas residuéarias e de residuos solidos sdo lancados de formas inadequadas nos mananciais
(PADUA; FERREIRA, 2006).

As acgOes decorrentes do ser humano sobre o meio ambiente, sdo fatores que
interferem na qualidade da agua, ou seja, 0 uso e a ocupacao dos solos alteram 0s processos
bioldgicos, fisicos e quimicos dos sistemas naturais. Sendo assim, a poluicdo provinda das
drenagens de areas urbanas ou agricolas ocorre devido ao escoamento das aguas da chuva, as
quais lavam a superficie do solo, carregando as impurezas, tais como particulas do solo,
detritos vegetais e animais, microrganismos patogénicos e agrotoxicos ocasionando erosao, ou
ainda deslocando-se para o subsolo por meio da infiltracio (PADUA; FERREIRA, 2006;
BASSOI, 2005).

Desta forma, a agua pode ser um veiculo de transmissdo de doencas e outros agravos,
como as intoxicacdes ao homem, além de que, pode ser requisito de boas condicGes a saude,
isto quando ¢ ofertada em quantidade suficiente e qualidade adequada, mas, as instalacbes de
abastecimento de agua podem interferir na sua qualidade, pois quando ndo apresentam

aspectos higienicamente seguros podem disseminar enfermidades, para isso as instalagdes
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devem estar preparadas para suprir um conjunto de demandas (HELLER, 2006). Outro
fendmeno relacionado a qualidade das &guas € a bioacumulacéo, esta, segundo Meller (2009),
ocorre quando “um ser vivo exposto a determinadas substancias retém no seu protoplasma
substancias toxicas sem conseguir elimina-las”.

As aguas subterraneas foram por muito tempo consideradas uma forma potavel de
agua e assim “geralmente, essa agua ndo precisa de tratamento para consumo, em virtude do
processo natural de filtragem do subsolo” (PHILIPPI JR.; MARTINS, 2018). No entanto, a
“exploragdo deve ser realizada de forma racional, sustentavel e integrada a exploracao dos
recursos hidricos superficiais” (PALMIER, 2006).

Além de que as &guas superficiais, as subterrdneas podem ser contaminadas pela
migracao de substancias quimicas oriundas de aterros mal preservados, de areas agricolas e de
residuos industriais, derramamentos acidentais e vazamentos de tanques de armazenamento
(BAIRD; CANN, 2011). Conforme Meller (2009), as &guas subterraneas estdo sendo
atingidas por muitos tipos de poluentes, sendo como principais fontes poluidoras os efluentes
domeésticos, industriais e agricolas os quais se acumulam no subsolo, ameacando o0s
mananciais subterraneos.

As principais fontes de poluicdo na area rural das dguas de abastecimento provindas de
pocos subterraneos sdo decorrentes do descarte inadequado de residuos solidos no solo,
lancamento de esgotos diretamente sobre o solo e por meio dos poluentes agricolas, onde a
contaminacdo pode ocorrer através do manejo incorreto e da dispersdo de agrotdéxicos no meio
ambiente. Sendo assim, os poluentes agricolas sdo a segunda principal fonte de contaminacéo
das aguas subterrdneas e potencialmente a mais tdxica quando comparada aos despejos
domesticos (BRASIL, 2007; LONDRES, 2011).

2.2 A CONTAMINACAO DAS AGUAS DE ABASTECIMENTO PUBLICO POR
AGROTOXICOS

Os agrotoxicos sdo utilizados para repelir ou eliminar alguma forma de vida
indesejavel, sendo consideradas pragas ou doencas que causam danos as plantagdes
(OLIVEIRA FILHO, 2013). Estes compostos sdo definidos no Brasil por meio da Lei Federal
n°7.802/1989 (BRASIL, 1989), que em seu Art. 2° estabelece:

Agrotoxicos sdo os produtos quimicos destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo
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de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e 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 do crescimento.

No Brasil, conforme o documento da Organizacdo Pan-americana de Saude
(OPAS/OMS, 1996), os agrotoxicos foram utilizados inicialmente em programas de salde
publica, no combate a vetores e controle de parasitas, passando a ser aplicados mais
intensivamente na agricultura a partir da década de 1960. Por meio destas inovagdes, surgiu a
agricultura moderna, aliada também ao aumento da produtividade agricola.

Entretanto a aplicacdo de agrotoxicos nos cultivares tornaram as doencas e pragas
mais resistentes e para mitigar 0s seus impactos, novos produtos quimicos foram
desenvolvidos, dentre eles os inseticidas, herbicidas e fungicidas. Estes compartilham uma
propriedade em comum, de interferir no metabolismo vital dos organismos aos quais eles séo
toxicos (BAIRD; CANN, 2011).

Os inseticidas sdo amplamente utilizados na agricultura para a prevencao de insetos
gue atacam as culturas de alimentos e sdo utilizados pela sociedade, no controle de doencas
transmitidas por insetos. Em contrapartida, os herbicidas sdo compostos quimicos capazes de
matar ou causar danos graves as plantas, desta forma sdo empregados para matar ervas
daninhas sem causar prejuizo para a vegetacdo desejavel. Para o controle de doengas de
plantas causadas por fungos, bactérias e algas sdo utilizados os fungicidas, sendo que as
formas quimicas destes compostos sdo variadas (OLIVEIRA FILHO, 2013; COSTA, 2012,
ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR, 2008).

Os agrotdxicos vém sendo utilizados intensivamente em todo o mundo, fazendo com
gue novos produtos sejam formulados. No ano de 2010, existiam 366 ingredientes ativos
registrados no Brasil para o uso agricola, sendo que estes ingredientes sdo capazes de
formular 1.458 novos produtos para venda no mercado. Destaca-se que os herbicidas
representam 48 % deste mercado, seguidos pelos inseticidas (25 %) e pelos fungicidas (22 %)
(LONDRES, 2011; PELAEZ; TERRA,; SILVA, 2010).

Segundo dados do Departamento de Meio Ambiente do governo dos Estados Unidos
da América, na década de 1970 os agricultores do pais usavam 25 mil toneladas de
agrotoxicos, no final da década de 1990 com a expansdo do agronegocio os agricultores
utilizavam 12 vezes mais (LONDRES, 2011).

O Brasil € um dos maiores produtores agropecuarios do mundo, mas para manter tal

producdo é utilizado intensivamente sementes transgénicas e insumos quimicos, como 0S
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agrotdxicos. Conforme Pignati et al. (2017), a extensa area de plantio no Brasil proporcionou
que o pais fosse 0 maior consumidor de agrotoxicos no mundo, desta forma, o estado que
mais plantou no ano de 2015, foi o estado do Mato Grosso (MT) que plantou 13,9 milhdes de
hectares e consumiu 207 milhdes de litros de agrotdxicos, seguido do Parana (PR) com 10,2
milhdes de hectares, consumindo 135 milhdes de litros de agrotdxicos e o Rio Grande do
Sul (RS) foi o estado que menos plantou no entanto foi o estado que consumiu mais
agrotoxicos, com 8,5 milhdes de hectares plantadas, utilizando 134 milhdes de litros de

agrotoxicos (Tabela 1).

Tabela 1 — Area plantada, seus respectivos consumos de agrotoxicos e predominancia de

lavoura agricola dos trés maiores estados consumidores do Brasil no ano de 2015.

. Area plantada . ]
Unidade plant Consumo de Predominancia das lavouras agricolas nas
dos cultivos

Federativa estudados (ha) agrotoxicos (L)  Unidades Federadas

Soja (63 %), milho (25 %), algoddo (4 %),
MT 13.980.996 207.735.607 Cana (2%), feijao (2 %), arroz (1 %) e
girassol (1 %).

Soja (49 %), milho (23 %), trigo (12 %), cana
(6 %), feijédo (4 %) e fumo (1 %).

Soja (59 %), arroz (13 %), trigo (10 %), milho
(10 %), fumo (2 %), feijdo (1 %) e uva (1 %).

PR 10.255.468 135.470.543

RS 8.543.105 133.788.693

Fonte: Adaptado de Pignati et al. (2017).
Notas: (MT) Mato Grosso; (PR) Parang; (RS) Rio Grande do Sul.

O uso massivo de agrotoxicos tem provocado a contaminacdo dos alimentos, das
aguas e do ar, devido a dispersdo de agrotdxicos no meio ambiente através do vento ou das
aguas, sendo que parte destes compostos apresentam a tendéncia de se acumular no solo e
seus residuos podem atingir as aguas superficiais por escoamento, e as subterraneas, através
da lixiviagdo (LONDRES, 2011). Assim pode haver dezenas de produtos toxicos em um
corpo de &gua e cada um desses produtos devem ser considerados quando sdo avaliados o0s
perigos dos toxicantes para a vida aquéatica ou para 0s seres humanos que utilizam esta agua
(SHEA, 2004).

Nos ultimos anos, estudos tém documentado a contaminacdo de mananciais hidricos
por Varios tipos de agrotdxicos. Um desses estudos monitorou a presenca de agrotdxicos nas
aguas superficiais e das chuvas em dois municipios do estado do Mato Grosso (Lucas do Rio
Verde e Campo Verde), confirmando que os agrotoxicos afetaram o ambiente das areas do

entorno e proximas as zonas de plantio, sobretudo as 4guas superficiais, também foi possivel
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detectar a presenca de agrotoxicos em amostras de &guas de pogos artesianos, rios, corregos e
agua da chuva nos centros urbanos de ambos municipios (MOREIRA et al., 2012b).

Conforme andlise de 27 pontos de amostragem realizada por Veiga et al. (2006), em
uma comunidade rural do Rio de Janeiro, em 19 pontos foi detectado alguma contaminagéo
por agrotoxicos, sendo que em dois pontos a poluicdo por agrotdxicos estavam acima dos
limites estabelicidos pela legislagédo, sendo assim, os resultados comprovaram a incidéncia da
poluicdo por agrotoxicos em fontes de agua.

Estudos demonstraram ainda a contaminacdo da agua por carbofurano, clomazona,
quincloraque, bentazona, 2,4-D, fipronil e propanil em é&reas de cultivo de arroz
(MARCHESAN et al., 2007, 2010; GRUTZMACHER et al., 2008) e imidacloprido, atrazina
e clomazona em areas de cultivo de fumo (BORTOLUZZI et al., 2006) no Rio Grande do Sul.

A contaminacdo das &guas subterraneas € mais complexa, devido aos fatores
geoldgicos, porém até mesmo estas aguas de mais dificil acesso tém apresentado
contaminagdo por residuos de agrotdxicos, pois a qualidade das aguas subterrdneas também
pode ser dependente das atividades realizadas no solo. Soares, Faria e Rosa (2017), realizaram
uma analise de risco de contaminacdo de aguas subterrdneas por residuos de agrotdxicos,
estes concluiram que 26,1 % dos ingredientes ativos presentes nos agrotdxicos empregados na
regido do municipio de Campo Novo do Parecis representam algum tipo de risco de
contaminacdo as aguas subterraneas.

Os agrotoxicos quando aplicados na agricultura podem contaminar 0s sistemas
hidricos superficiais e subterraneos. Pois as caracteristicas dos compostos dos agrotdxicos
contribuem para lixiviar nos solos, dentre as caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos
consideram-se alguns indices entre eles o coeficiente de particdo octanol-a4gua (Kow) 0 qual
visa estimar o comportamento de compostos organicos hidrofobicos que ndo interagem
eletricamente com a superficie do solo e o coeficiente de particdo solo-agua (Koc), sendo este
0 coeficiente de particdo do contaminante na fracdo organica do solo (PIASAROLO et al.,
2008).

As caracteristicas e o tipo do solo influenciam na maior capacidade de contaminacéao
das &guas subterréneas, pois em solos com maior permeabilidade ocorre a lixiviagdo dos
agrotoxicos e resulta na contaminacdo das aguas subterraneas e as substancias quimicas séo
carreadas juntamente com a &gua que abastece o0s lencGis freaticos e os aquiferos
contaminando os mesmos (PEREIRA, 2004).

Desta forma, a agua pode ser um meio de transmissdo de contaminantes passiveis de

ocasionarem danos ao meio ambiente e a saide humana, pois 0 mecanismo de transmissdo
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que esté relacionado a qualidade da agua é a ingestdo, o fato de ter algum componente nocivo
presente na mesma contribui para o desenvolvimento de danos ao organismo humano
(MELLER, 2009).

2.2.1 Efeitos deletérios dos agrotoxicos ao organismo humano

Um dos maiores perigos representados pelos agrotoxicos sao referentes aos efeitos que
eles podem provocar no organismo humano, pois as substancias quimicas, nem sempre sdo
seletivas para as espécies-alvo, e os efeitos adversos podem ser observados em espécies nao
alvo, como por exemplo em seres humanos. A exposi¢do prolongada aos agrotoxicos pode
ocasionar implicacGes a curto, médio e longo prazos, pois alguns agrotoxicos propiciam
processos de bioacumulacdo, afetando a cadeia alimentar e a salde humana devido a
toxicidade. Sendo assim os ciclos de intoxicacdo aguda podem ocasionar intoxicagoes
subaguda e cronica, causando danos irreversiveis (PHILIPPI JR; MARTINS, 2018; COSTA,
2012; LONDRES, 2011; PIGNATI, 2017).

Neste sentido, Moreira et al. (2002) afirmaram que existem trés principais formas de
contamina¢do humana por agrotoxicos: (1) por via ocupacional, que se caracteriza pela
manipulacdo, formulacdo e aplicacdo dos agrotoxicos; (2) por via ambiental, que se
caracteriza pela dispersdo e/ou distribuicdo dos agrotoxicos no ambiente, contaminando rios,
fontes, lengois freaticos, atmosfera e; (3) a contaminagdo via alimentar, caracterizada pela
ingestdo de agua e de produtos contaminados por agrotoxicos.

Pesquisas demonstram, que a exposicao a alguns agrotdxicos pode gerar alteracdes nos
sistemas reprodutores masculinos e femininos, assim como mal formagdes fetais,
bioacumular no organismo humano, e estar presente inclusive no leite materno provocando
agravos na saude dos recém-nascidos, por sua maior vulnerabilidade a exposi¢do a agentes
quimicos presentes no ambiente e por se alimentarem exclusivamente com o leite materno até
0s seis meses de idade (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; CARNEIRO et al., 2015).

Devido a bioacumulacdo, a exposicao a substancias quimicas em regides de producéo
agricola tem sido apontada como principais fatores causais dos canceres. A International
Agency for Research on Cancer (IARC/OMS) tem classificado agrotoxicos frequentemente
utilizados nas lavouras como potencialmente cancerigenos (GUYTON et al., 2015). O estudo
realizado por Jobim et al. (2010) comprovou que existe associacdo entre a mortalidade por
cancer e 0 uso de agrotoxicos na regido noroeste do Rio Grande do Sul, pois a concentracdo

da economia na regido é provinda da producao das monoculturas de soja, milho e trigo, sendo
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assim, existe maior prevaléncia de mortalidade por neoplasias na microrregido de ljui se

comparada as registradas no estado e no pais.

No Quadro 1, esta disposta a relacdo com a classificagdo dos agrotoxicos e 0s

sintomas de intoxicacdo aguda e crénica dos principais grupos quimicos de agrotoxicos.

Quadro 1 - Classificagdo, sintomas agudos e cronicos dos agrotoxicos.

Classificacao
quanto a praga
gue controla

Classificacao
quanto ao grupo
guimico

Sintomas de intoxicagdo
aguda

Sintomas de intoxicagdo
cronica

Organofosforados
e carbamatos

Fraqueza, colicas
abdominais, vomitos,
espasmos musculares e
convulsdes

Efeitos neurotoxicos
retardados, alteracdes
cromossomiais e

dermatites de contato

muscular

Inseticidas Néuseag, vomitos e LesQes hepéticzas, arritr_nias
Organoclorados contracdes musculares | cardiacas, lesdes renais e
involuntérias neuropatias periféricas
Piretroides Irrit_ag(")es das C(_)nju~ntivas, AI_ergiNas, asma brénquica,
o espirros,  excitacdo e |irritagbes nas mucosas e
sintéticos X . -~
convulsdes hipersensibilidade
Tonteiras, vomitos, | Alergias respiratorias,
Fungicidas Ditiocarbamatos | tremores musculares e dor derm_atites, Adoenga de
de cabeca Parkinson e canceres
Fentalamidas - Teratogéneses
Dinitroferois e | Dificuldade respiratdria, | Canceres (PCP - Formacao
pentaciclorofenol | hipertemia e convulsées | de dioxinas) e cloroacnes
Perda de apetite, enjoo,|Inducdo da producdo de
. Fenoxiacéticos vomitos e fasciculacdo | enzimas hepaticas,
Herbicidas

canceres e teratogeneses

Dipiridilos

Sangramento nasal,
fraqueza, desmaios e
conjuntivites

Lesdes hepaticas,
dermatites de contato e
fibrose pulmonar

Fonte: Adaptado de OPAS/OMS (1996).

De acordo com a Organizacdo Pan-americana de Saude e a Organizacdo Mundial de

Saude (2012), as intoxicacOes agudas por agrotdxicos ocupam a segunda posi¢cdo entre as

intoxicagOes exogenas e entre os anos de 1999 e 2008 foram notificados 137.089 casos. Para

detectar os efeitos deletérios que os agrotoxicos podem causar ao organismo humano, €

preciso avaliar os efeitos toxicoldgicos das substancias quimicas.
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2.3 TOXICOLOGIA AMBIENTAL

A ciéncia que estuda os efeitos nocivos das substancias quimicas sobre organismos
vivos é chamada toxicologia. Desde a antiguidade, o0 homem conhecia os efeitos toxicos dos
venenos dos animais e de uma variedade de plantas. Ap6s a Segunda Guerra Mundial, as
autoridades governamentais decidiram tornar obrigatorios os testes de toxicidade para todos
0s tipos de medicamentos, para os agrotdxicos, domissanitarios e aditivos alimentares, com 0s
quais o ser humano entra em contato de forma direta e indireta (EATON; GILBERT, 2012;
OGA,; SIQUEIRA, 2014).

A toxicologia compreende basicamente a: toxicologia forense, esta incide sobre os
aspectos médico-legais dos efeitos nocivos de produtos quimicos sobre humanos e animais;
toxicologia clinica, preocupa-se com as doencas relacionadas a exposi¢cdes toxicas e a
toxicologia ambiental, a qual se preocupa com os efeitos nocivos causados pela interacdo dos
agentes quimicos com o0s organismos humanos (COSTA et al., 2008; EATON; GILBERT,
2012; OGA; SIQUEIRA, 2014).

A toxicologia ambiental estd relacionada com a influéncia que os agentes tdxicos
presentes no meio ambiente exercem sobre a salde e o bem-estar de humanos, animais e
plantas, por meio da interacdo desses organismos. Pois, considera-se que as substancias
qguimicas de origem antropogénica podem ocasionar efeitos danosos aos organismos vivos e
aos processos biologicos (COSTA et al., 2008). Dentre os ecossistemas, 0S aquaticos Sdo 0s
receptaculos de uma grande variedade de contaminantes, sejam esses lancados no ar, no solo,
ou diretamente nos corpos d’agua. Desse modo, a ecotoxicologia aquética tem a finalidade de
avaliar o efeito de substancias quimicas toxicas sobre organismos representativos do
ecossistema aquatico (SISINNO; OLIVEIRA FILHO, 2013; COSTA et al., 2008).

Conforme Costa et al. (2008), as substancias potencialmente toxicas podem ser
degradadas por processos que ocorrem na natureza, porém, algumas podem resistir aos
processos de degradacdo e por isso sdo capazes de persistirem no ambiente por longos
periodos de tempo.

Para suprir os impactos causados pela toxicidade, a Resolucdo n° 396 de 3 de abril de
2008 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), dispde sobre a classificacédo e
diretrizes ambientais para o enquadramento das aguas subterraneas e da outras providéncias.
Indica ainda que “a qualidade da &gua subterrdnea deverd ser complementada, quando
tecnicamente justificado, por meio de testes de toxicidade com organismos apropriados para

cada um dos usos ou por analises toxicologicas adequadas.” A referida resolucdo define
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analises toxicologicas como as “andlises quimicas ou bioquimicas realizadas com a fungao de
determinar compostos tdxicos, seus produtos de biotransformagdo ou seus efeitos em
materiais biologicos de organismos potencialmente expostos” (BRASIL, 2008).

Isto ocorre, pois, as analises fisico-quimicas utilizadas para o monitoramento da
qualidade das aguas ndo sdo suficientes, logo sdo incapazes de expor o efeito da
biodisponibilidade das substancias, da sua persisténcia no ambiente, da interacdo entre
substancias e da sua toxicidade ao ecossistema aquéatico (CAMPQOS, 2015).

Portanto a utilizacdo de testes de carater ecotoxicologico, tornam-se cada vez mais
importante nas avaliaces de micropoluentes presentes nas aguas, em especial aquelas
utilizadas para o consumo humano. Pois esses testes, realizados sob condigdes experimentais
especificas e controladas, possibilitam estimar a toxicidade de substancias e amostras
ambientais, nos quais organismos-testes sdo expostos a diferentes concentragdes de amostra
sendo possivel observar e quantificar os efeitos toxicos produzidos sobre os mesmos (COSTA
et al., 2008).

Os efeitos toxicos de uma substancia ou conjunto de substancias podem ser agudos ou
crénicos. Os testes de toxicidade aguda sao utilizados para avaliar a toxicidade produzida por
uma substancia-teste quando a mesma é administrada em diferentes concentracfes, por um
curto periodo de tempo, seguindo da observacdo dos organismos-teste, normalmente, o efeito
medido em estudos de toxicidade aguda com organismos aquéticos é a letalidade (BARROS;
DAVINO, 2014; LEBLANC, 2004). Enquanto, os testes de toxicidade cronica sdo realizados
para medir os efeitos de substancias quimicas sobre espécies aquaticas expostas por um
periodo que seja representativo do seu ciclo de vida, com o intuito de estudar as
consequéncias na reproducdo, desenvolvimento, crescimento e comportamento (CAMPOS,
2015).

Os testes toxicoldgicos, permitem conhecer caracteristicas ecotoxicoldgicas de
ecossistemas aquaticos I6ticos. Devido as caracteristicas de alta sensibilidade a exposi¢édo de
contaminantes, sdo utilizados nos testes 0os microcrustaceos, como a Dm, plantas, como a
alface Lactuca sativa, cebola Allium cepa, peixes, como o Danio Rerio, as bacterias, como o
Vibrio fischeri e varias espécies de microalgas.

Estudos através de bioensaios com organismos indicadores de toxicidade aguda e
crénica, foram desenvolvidos para avaliar a qualidade da agua do reservatério que abastece 0
municipio de Fortaleza no Ceard. Para isso, a investigacdo dos efeitos toxicos sobre os
organismos foi realizada utilizando a alga Selenastrum capricornutum, o microcrustaceo Dm

e sementes de alface Lactuca sativa para toxicidade aguda e Dm para toxidade crénica. Foram
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realizadas também as analises fisico-quimicas. As aguas do reservatério ndo apresentaram
nenhum efeito toxico sobre o0s organismos testados, mostrando ndo oferecer riscos ao
ambiente e a salude humana, podendo ser considerado de boa qualidade para fins de
abastecimento (DELLEMATRICE et al., 2011).

A verificagdo da qualidade da agua do rio Cubatdo (Norte) que abastece a cidade de
Joinville, foi testada através de bioensaios com organismos indicadores de toxicidade aguda e
crbnica, para isso fez-se a exposicdo do organismo Dm nas amostras de agua do rio e
verificou-se a presenca de toxicidade ou indicio de toxicidade aguda em apenas dois dos cinco
pontos na coleta de janeiro, entre as dez coletas mensais realizadas. Enquanto, a avaliagéo
crénica permitiu verificar, em algumas situacdes, a exposicdo a amostras com substancias
toxicas (CAMPQOS, 2015).

No estudo realizado por Schell et al. (2018), foi proposto um modelo matematico de
adicéo de concentracdo, para estimar os efeitos conjuntos causados por misturas complexas de
agrotoxicos, para isso foi utilizado dados de monitoramento de agrotoxicos a longo prazo de
quatro corregos com influéncia agricola da Suécia, e posteriormente foram identificadas sete
misturas de pesticidas com maior potencial ecotoxicologico, em seguida foram avaliadas as
respostas agudas e cronicas das concentracdes propostas pelo modelo matematico, através da
exposicdo de Dm. A toxicidade aguda de trés das misturas testadas foi adequadamente
prevista usando o modelo matemaético e todas as outras misturas indicaram uma interacdo
antagbnica dos pesticidas . Da mesma forma, para a exposi¢do cronica, a aditividade dos
efeitos da mistura foi observada em trés misturas, enquanto duas indicaram interacdo
antagdnica e uma interacao sinérgica leve com na concentracao de adicdo.

Através dos estudos citados, é possivel notar que microcrustaceos estdo sendo
utilizados amplamente para a realizacdo de testes de toxicidade, sendo que estes sdo
essenciais para caracterizar os efeitos toxicos dos produtos quimicos e seus perigos para seres
humanos. Entretanto, para alcancar resultados coerentes nos testes é necessario que 0
organismo-teste seja bastante sensivel a uma diversidade de agentes quimicos e uma especie

gue atende os critérios € o microcrustaceo do género Daphnia (EATON; GILBERT, 2012).

2.3.1 Uso de Microcrustaceo Daphnia magna para a determinacdo da toxicidade aguda
em agua

A Daphnia magna STRAUS, 1820, vulgarmente conhecida como pulga d’ agua, ¢ um

microcrustaceo plancténico de agua doce de 5 a 6 mm de tamanho. A Dm atua como
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consumidor primario na cadeia alimentar aquéatica e se alimenta por filtracdo de material
orgénico particulado em suspensdo, principalmente de algas unicelulares. Os organismos
deste género, possuem larga distribuicdo no hemisfério norte, sendo assim, ndo ocorrem
naturalmente no Brasil, mas podem ser cultivadas. O cultivo depende essencialmente da
qualidade da agua e do alimento. A &gua utilizada para o cultivo pode ser reconstituida ou
natural. As Dm s&o cultivadas em ambiente com luminosidade difusa, utilizando-se
fotoperiodo de 12 a 16 horas de luz, com temperatura entre 18 °C e 22 °C, essas condic¢fes sdo
obtidas através de estufas incubadoras. A alimentacdo pode ser constituida por algas verdes
unicelulares de diversas espécies, e o fornecimento de alimento € diario, em casos
excepcionais esse intervalo pode ser prolongado por até dois dias (KNIE; LOPES; 2004;
ABNT, 2016).

Em condi¢cbes ambientais favoraveis, reproduzem-se assexuadamente por
partenogénese, originando apenas fémeas. A média de vida da Dm € de sessenta dias, sendo
que o seu desenvolvimento compreende quatro fases (Figura 1): ovo, neonato, jovem e adulta.
Entre as fases de neonatos até a fase adulta as Dm passam por 3 a 5 processos de ecdises,
onde o exoesqueleto desprende-se periodicamente, permitindo o crescimento do
microcrustaceo, seguido da producdo de um novo exoesqueleto (ABNT, 2016; CAMPOS,
2015).

Figura 1 — Exemplares de Daphnia magna.

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) Exemplar neonato; (b) Exemplar jovem; (c) Exemplar adulta fase inicial; (d) Exemplar adulta fase
final; (e) Exemplar adulta com desprendimento de neonato.

Entretanto as condi¢Ges ambientais desfavoraveis, que incluem superlotagéo e falta ou
excesso de alimento, irdo influenciar no cultivo de Dm, podendo originar organismos machos
(Figura 2), neste caso sdao denominados de efipios, onde os ovos estdo envolvidos por uma
carapaca dura e escura, 0s quais sdo considerados ovos de resisténcia, pois sao perduraveis a
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desidratacdo e ao congelamento, estes ovos sdo liberados para o meio quando ocorre a ecdise
ou mudanga da carapacga (ABNT, 2016; CAMPOS, 2015).

Figura 2 — Exemplares de efipio em diferentes fases.

©

Fonte: Autora, 2019.

Notas: (a) Exemplar em desenvolvimento inicial da céapsula protetora de ovos; (b) Exemplar em
desenvolvimento médio da cépsula protetora de ovos; (c) Exemplar em desenvolvimento mais avancado da
capsula protetora de ovos.

As Dm sdo utilizadas internacionalmente pelos 6rgdos e institutos ambientais como
organismo-teste, pois geralmente seus descendentes sdo geneticamente idénticos e reagem
sensivelmente a substancias toxicas, além de estar presente em abundancia em meio aquético.
Portanto, seu genotipo padrdo garante respostas uniformemente seguras aos ensaios (KNIE;
LOPES, 2004). Conforme a ABNT (2016), estes microcrustaceos sdo amplamente utilizados
em ensaios ecotoxicolégicos agudos para avaliagdo da qualidade da dgua. Sendo assim, varios
estudos estdo sendo realizados na area para identificar a qualidade da agua, conforme
avaliacdo da qualidade da &gua de rios localizados na ilha de Santa Catarina, realizada por
Fuzinatto (2009), os testes de toxicidade aguda realizados com Dm para amostras de agua
superficial ndo apresentaram toxicidade para o0 organismo teste.

Afonso et al. (2007), realizaram um estudo ao longo de uma galeria subterranea,
captando amostras do antigo manancial de Paranhos, que foi uma das principais fontes de
abastecimento de agua a populacdo da cidade de Porto (Portugal). Este estudo incluiu a coleta
de amostras de adgua para estudo hidrogeoquimico convencional e isotdpico e ecotoxicoldgico.
Para a realizagdo ecotoxicologica foram realizados bioensaios de toxicidade aguda utilizando
0 microcrusticeo Dm, onde para cada bioensaio foram preparadas cinco concentracfes
diferentes por diluicdo da amostra recolhida. As andlises hidroquimicas apresentaram uma
composicdo da agua rica em nitrato e sulfato, provavelmente resultantes da intensa

urbanizacdo, esgotos domésticos e algumas préaticas agricolas. Entretanto, a respeito das
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andlises ecotoxicoldgicas, ndo foi registrada mortalidade em nenhum dos testes realizados,
ndo sendo possivel determinar a concentracdo letal 50 % (CLso), a qual corresponde a dose
que gera imobilidade em 50 % dos organismos expostos. Sendo assim, os resultados obtidos
neste estudo sugerem que as aguas subterraneas da area urbana do Porto ndo sdo proprias para
consumo devido a grande quantidade de sulfato e nitrato, mas poderdo ser adequadas para a
irrigacéo.

Para a realizacdo dos ensaios ecotoxicologicos é importante determinar os parametros
fisico, quimicos e microbiol6gicos da amostra, pois assim € possivel complementar os ensaios
ecotoxicoldgicos com informagdes adicionais que possibilitem uma melhor compreensédo do
resultado de toxicidade. Ainda, os ensaios de toxicidade podem ser completados com
informacBes obtidas nos ensaios genotdxicos, uma vez que estes permitem detectar efeitos
toxicos a nivel celular e molecular, com elevada sensibilidade, praticabilidade e seguranca
(CAMPOS, 2015).

2.3.2 Uso de Allium cepa para a determinacéo da genotoxicidade em agua

Os agentes quimicos introduzidos no ambiente podem causar alteracfes genéticas nos
organismos o0 que pode levar a varios problemas de salde e também afetar as geracOes
futuras, uma vez que estas alteracbes podem ser hereditarias. Para isso foram desenvolvidos
métodos capazes de avaliar os efeitos genotoxicos e mutagénicos causados pelos agentes
quimicos, desta maneira é possivel verificar alteragdes cromossdémicas, anomalias mitoticas e
presenca de microndcleos (THEODORAKIS et al., 1998; FARIA et al., 2017).

Desta forma, a necessidade de identificar compostos que reagem com O
deoxyribonucleic acid (DNA) levou ao desenvolvimento de varios ensaios de genotoxicidade
e mutagenicidade em uma ampla gama de organismos para garantir a qualidade ambiental
(HOUK, 1992). Dentre os ensaios de genotoxicidade, os materiais vegetais provaram ser
uteis, desta forma, varios sistemas de teste de plantas estdo em uso e sdo tdo sensiveis e
confiaveis quanto outros testes de curto prazo (FATMA et al., 2018).

Entre as espécies de plantas mais utilizadas para avaliar a contaminagdo ambiental, as
mais frequentes sé@o Allium cepa, Hordeum vulgare, Vicia faba, Crepis capillaris, Nicotiana
tabacum, Tradescantia e Zea mays (GRANT, 1994).

O Allium cepa foi considerado como o sistema de teste mais bem estabelecido para
indicar a presenca de produtos quimicos mutagénicos. Sendo assim, o teste de Allium tem sido

utilizado para analise de toxicidade em agua, destacando-se pela sua eficiente cinética de
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proliferacdo, crescimento rapido de suas raizes, grande numero de células em divisdo, sua alta
tolerdncia a diferentes condigdes de cultivo, disponibilidade durante o ano todo, facil
manuseio, possui cromossomos em niimero reduzido e de grande tamanho (FISKESJO, 1985;
GRANT, 1994).

O teste genotoxico que utiliza o Allium cepa pode ser utilizado para avaliar o indice
mitdtico, a formagdo de microndcleos, as anormalidades cromossdémicas e nucleares na
deteccdo de contaminantes, além de permitir a avaliacdo da acdo de um agente e seus efeitos
clastogénicos ou aneugénicos sobre o material genético (FERETTI et al., 2007; AUIB;
FELZENSWALB, 2011; BRAGA; LOPES, 2015).

Conforme apresentado por Leme e Marin-Morales (2009), varios parametros do teste
com Allium cepa podem ser utilizados para estimar a citotoxicidade e mutagenicidade de
poluentes ambientais entre eles:

- Indice Mitdtico (IM): caracterizado pelo nimero total de células em divisio do ciclo
celular, tem sido utilizado como pardmetro para avaliar a citotoxicidade de varios agentes. IM
significativamente inferiores ao controle negativo podem indicar alteracGes provenientes da
acao de substancias quimicas no crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos e
IM maiores que o controle negativo resultam do aumento na divisdo celular, podendo ser
prejudicial as células, levando a proliferacdo celular desordenada e, eventualmente, a
formagéo de tecidos tumorais. Tanto a redugdo, como o aumento do IM sdo indicadores
importantes no monitoramento da poluicdo ambiental, especialmente para a avaliacdo de
contaminantes toxicos que apresentam potencial citotoxico.

- AberracBes cromossdmicas: € caracterizada por alteragdes na estrutura
cromossémica ou no numero total de cromossomos, que podem ocorrer de forma espontanea
e como resultado da exposicéo a agentes fisicos ou quimicos (RUSSEL, 2002). As alteracGes
cromossémicas estruturais podem ser induzidas por varios fatores, como quebras de DNA,
inibicdo da sintese de DNA e replicacdo de DNA alterado. Para avaliar anormalidades
cromossOmicas através do teste de Allium cepa, varios tipos de aberracdes sdo considerados
nas diferentes fases da divisdo celular entre elas a profase, metafase, anafase e tel6fase.

Segundo Rank (2003), uma das vantagens do teste Allium cepa é a possibilidade de
expor o organismo de teste diretamente a misturas complexas sem tratamento prévio da
amostra de teste.

Braga e Lopes (2015), realizaram um estudo de citotoxicidade e genotoxicidade da
agua do rio Subaé (Humildes, Bahia, Brasil) usando Allium cepa como bioindicador, para isso

foram coletadas amostras de agua em trés pontos do rio e analisados os parametros fisico-
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quimicos no local de coleta, em seguida as amostras foram armazenadas e mantidas a 4 °C até
0 momento da realizagdo dos testes. Para a avaliagdo da toxicidade foram selecionados trés
bulbos de cebola para cada ponto de coleta, os quais foram alocados em recipientes contendo
a amostra de agua coletada e mantidos a temperatura ambiente por 72 horas, sendo que o
controle negativo foi realizado nas mesmas condi¢fes, porém em &gua destilada. Ap6s o
periodo de exposigdo as radiculas foram cortadas e foram fixadas utilizando o fixador Carnoy,
por um periodo de 12 horas, em seguida o material foi estocado em etanol 70 % e
posteriormente foram confeccionadas trés ldminas por amostra de agua, sendo contadas 1.500
celulas por amostra. Posteriormente as Iaminas foram analisadas em microscopio e os valores
obtidos no teste de toxicidade nos trés pontos, indicaram que houve inibigdo do crescimento
das raizes e consequente reducéo do 1M, sendo assim, os resultados sugerem que no trecho do
Rio Subaé, existem substancias indutoras de efeito citotoxico e genotdxico que promoveram
alteracdes no organismo-teste.

Considera-se ainda que, o teste de Allium cepa tem sido utilizado para determinar a
genotoxicidade de uma grande variedade de poluentes ambientais, como metais pesados,
agrotoxicos, hidrocarbonetos aromaticos, misturas complexas de poluentes e produtos
quimicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

2.4 LEGISLACAO AMBIENTAL CONDIZENTE A POTABILIDADE, TOXICIDADE E
PRESENCA DE AGROTOXICOS EM AGUA UTILIZADA PARA O CONSUMO
HUMANO

Inicialmente a Constituicdo Federal de 1988, no Art. 6° do Capitulo Il, dispbe que
todos devem ter acesso aos direitos sociais como a educacdo, salde, alimentacdo, trabalho,
moradia, lazer, seguranca, entre outros direitos (BRASIL, 1998). O Capitulo IV, prevé que
“todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo
e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e a coletividade o dever
de defendé-lo e preservé-lo para as presentes e futuras geragdes”.

No Brasil, 0 CONAMA estabelece os padrdes de qualidade da dgua para usos como
abastecimento publico e industrial, preservacdo da vida aquética, irrigacdo, recreacéo,
agricultura, navegacédo e paisagismo. Esses padrbes foram estabelecidos, usualmente a partir
de experimentos realizados em centros de pesquisas de paises desenvolvidos (TUCCI et al.,
2009).
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Dentre estas, a Resolugdo CONAMA n° 357/2005, dispde sobre a classificagédo dos
corpos de &gua e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento, bem como estabelece
padrdes, parametros e diretrizes de lancamento de efluentes. Para fins de interpretacdo a
mesma resolucdo define no Art. 2° efeito agudo como o “efeito deletério aos organismos
vivos causado por agentes fisicos ou quimicos, usualmente letalidade ou alguma outra
manifestacdo que a antecede, em um curto periodo de exposicao” (BRASIL, 2005). A
Resolucdo CONAMA n° 357/2005 é complementada e alterada pela Resolucdo CONAMA
n°430/2011, a qual dispde sobre as condicGes e padrGes de lancamento de efluentes
(BRASIL, 2011).

Ao se tratar das dguas subterraneas, adota-se a Resolu¢do CONAMA n° 396/2008, que
dispde sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento das aguas
subterraneas, complementa a Resolucdo CONAMA n° 357/2005, bem como aborda em seu
Anexo | os pardmetros com maior probabilidade de ocorréncia em &guas subterraneas, seus
respectivos VMP e os limites de quantificacdo praticaveis (LQP) (BRASIL, 2008).

Com o intuito de controlar e vigiar a qualidade da agua para consumo humano, foi
instituida a Portaria n® 2.914/2011 do Ministério da Saude, a qual determinava que toda dgua
destinada ao consumo humano deve obedecer ao padrdo de potabilidade e estd sujeita a
vigilancia da qualidade da 4gua (BRASIL, 2011). Atualmente a Portaria de Consolidagdo n°
5/2017 do MS revogou a extinta Resolucéo n° 2.914/2011 do MS.

Segundo a Portaria de Consolidacdo n° 05/2017 do MS, cabe aos responsaveis pelo
controle de qualidade da agua, coletar amostras da dgua bruta para realizar analises e verificar
a qualidade da &gua no ponto de captacdo. Conforme o Art. 24, presente no Anexo XX do
Capitulo V “Toda agua para consumo humano, oferecida coletivamente, devera passar por
processos de desinfe¢do ou cloragdo” (BRASIL, 2017). O Anexo XX da referida portaria,
estabelece os VMP para cada pardmetro de qualidade da agua de consumo humano. Podem
ser citados a temperatura da agua, pH, turbidez, compostos quimicos organicos e inorganicos,
além de 27 compostos da classe de agrotoxicos, com seus respectivos VMP (BRASIL, 2017).

Com o intuito de restringir a presenca de agrotoxicos nas dguas de consumo humano, a
Secretaria de Estado da Saude do Rio Grande do Sul (SES) implementou a Portaria Estadual
n® 320/2014, onde constam VMP para mais de 40 compostos agrotoxicos (RIO GRANDE DO
SUL, 2014). Os agrotdxicos citados nesta legislacdo, na Resolucdo CONAMA n° 396/2008 e

na Portaria de Consolidagdo n° 05/2017 do MS, séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Padrdo de potabilidade dos agrotoxicos citados na Portaria de Consolidagdo n°
05/2017 do MS, na Portaria Estadual n® 320/2014 e na Resolugdo CONAMA n° 396/2008.

P. cC. P R.
Parametro CAS @ 05/2017@  320/2014® 369/2008“

(Mg L) (MgL™) (gL
2,4-D 94-75-7 30,0 - 30,0
Abamectina 71751-41-2 - 12,0 -

o 30560-19-1 (acefato)
Acefato + Metamidofos 10265-92-6 (metamidofos) 4,8 -
Atrazina 1912-24-9 2,0 - 2,0
Bifentrina 82657-04-3 - 120,0 -
Carbaril 63-25-2 - 18,0 -
Carbofurano 1563-66-2 7,0 - 7,0
Cianamida 420-04-2 - 12,0 -
Cipermetrina 52315-07-8 - 300,0 -
Ciproconazol 94361-06-5 - 60,0 -
Cletodim 99129-21-2 - 60,0 -
Clorimurom-etilico 90982-32-4 - 120,0 -
Clorotalonil 1897-45-6 - 180,0 -
Cresoxim-metil 143390-89-0 - 2400,0 -
Diazinona 333-41-5 - 12,0 -
Difenoconazol 119446-68-3 - 60,0 -
Diflubenzuron 35367-38-5 - 120,0 -
Dimetoato 60-51-5 - 12,0 -
Ditianona 3347-22-6 - 60,0 -
Epoxiconazol 133855-98-8 - 18,0 -
Etoxisulfuron 126801-58-9 240,0 -
Fenitrotiona 122-14-5 - 30,0 -
Fenoxaprop-p-etilico 71283-80-2 - 15,0 -
Fentiona 55-38-9 - 42,0 -
Fipronil 120068-37-3 - 1,2 -
Flutriafol 76674-21-0 - 60,0 -
Folpet 133-07-3 - 600,0 -
Fomesafem 72178-02-0 - 18,0 -
Gama-cialotrina 76703-62-3 - 6,0 -
. 1071-83-6 (glifosato)

Glifosato + AMPA 1066-51-9 (AMPA) 500,0 - 500,0
Hidrazida maleica 123-33-1 - 1800,0 -
Imazetapir 81335-77-5 - 1500,0 -
Imidacloprido 138261-41-3 - 300,0 -
Indoxacarbe 173584-44-6 - 60,0 -
lodosulfurom-metilico 144550-06-1 - 180,0 -
loxinil octanoato 3861-47-0 - 30,0 -
Lambda-cialotrina 91465-08-6 - 30,0 -
Malationa 121-75-5 - - 190,0
Mesotriona 104206-82-8 - 30,0 -
Metalaxil-m (Mefenoxam) 70630-17-0 - 480,0 -
Metamitrona 41394-05-2 - 150,0 -
Metidationa 950-37-8 - 6,0 -
Metiram +  Mancozebe  9006-42-2 (metiram) i 180.0 i
(expreso em CS2) 8018-01-7 (mancozebe) ’
Metsulfurom-metilico 74223-64-6 - 60,0 -
Picoxistrobina 117428-22-5 - 258,0 -
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P. cC. P R.
Parametro CAS ® 05/2017@  320/2014® 369/2008¢*)
(Mg L) (MgL™h) (gL
Profenofos 41198-08-7 60,0 - -
Propanil 709-98-8 - - 20,0
Simazina 122-34-9 2,0 - 2,0
Tebuconazol 107534-96-3 180,0 - -
Tembotriona 335104-84-2 - 2,4 -
Tetraconazol 112281-77-3 - 30,0 -
Tiametoxam 153719-23-4 - 120,0 -
Tiodicarbe 59669-26-0 - 180,0 -
Tiofanato-metilico +  23564-05-8 (tiofanato-
Carbendazim + Benomil  metilico) 10605-21-7 1200 i
(2914 - 120 pg/L) -  (carbendazim) 17804-35-2 ’
(expresso em carbendazim) (benomil)
Triciclazol 41814-78-2 - 180,0 -

Fonte: Adaptado do Ministério da Saide (BRASIL, 2017), da Secretaria de Estado da Salde do Rio Grande do
Sul (RIO GRANDE DO SUL, 2014) e do Conselho Nacional de Meio Ambiente (BRASIL, 2008).

Notas: (1) CAS é o numero de referéncia de compostos e substancias quimicas adotadas pelo Chemical Abstract
Service; (2) Valor maximo permitido de acordo com a Portaria de Consolidacdo N° 05/2017 do MS; (3) Valor
méximo permitido de acordo com a Portaria N° 320/2014 da SES; (4) Valor m&ximo permitido para consumo
humano da agua subterranea de acordo com a Resolugdo N° 396/2008 do CONAMA.

Segundo Zambolim e Jesus Jr (2008), os agrotdxicos devem ser indcuos ao homem, as

plantas, animais e ao meio ambiente, pois estes causam efeitos deletérios. O conhecimento

acerca da toxidez dos agrotdxicos para a saude humana é relevante a ponto de existirem leis

que controlam os residuos destes compostos que poderdo entrar em contato com 0s seres

humanos.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo buscou avaliar a toxicidade da amostra de dgua subterranea utilizada
para o0 abastecimento publico poluida e fortificada com agrotoxicos em um municipio
localizado na Regido das Missfes do estado do Rio Grande do Sul. Para tanto, o
desenvolvimento deste trabalho envolveu atividades de coleta de amostra, cultivo do
microcrustdceo Dm, bem como o cultivo da alga Desmodesmus subspicatus e analises
laboratoriais envolvendo os pardmetros fisico-quimicos, microbiol6gicos, deteccdo e
quantificacdo de agrotoxicos. Para a realizacdo das analises e testes de toxicidade, foram
utilizadas as infraestruturas do Laboratorio de Aguas e Ecotoxicologia da Universidade

Federal da Fronteira Sul (UFFS) campus Cerro Largo.

3.1 AREA DE ESTUDO

A érea de estudo compreende um dos municipios da Regido das MissGes do estado do
Rio Grande do Sul, a qual é composta por vinte e seis municipios, sendo estes: Bossoroca,
Caibaté, Cerro Largo, Dezesseis de Novembro, Entre-ljuis, Eugénio de Castro, Garruchos,
Girua, Guarani das Missdes, Mato Queimado, Pirapd, Porto Xavier, Rolador, Roque
Gonzales, Salvador das Misses, Santo Angelo, Santo Antonio das Missbes, S&o Borja, S&o
Luiz Gonzaga, Sdo Miguel das Missdes, Sdo Nicolau, S&o Paulo das Missfes, Sdo Pedro do
Butia, Sete de Setembro, Ubiretama e Vitoria das Missdes, conforme pode ser visualizado na
Figura 3.

Na Regido das Miss@es sdo utilizados diferentes tipos de mananciais no abastecimento
urbano de &gua, sendo que os municipios de Sdo Luiz Gonzaga e Porto Xavier utilizam
mananciais subterraneos e superficiais para abastecimento urbano, Santo Angelo utiliza
manancial superficial, e os demais municipios urbanos utilizam mananciais subterraneos.
Grande parte das areas rurais destes municipios sdo abastecidas por mananciais subterraneos
(ANA, 2019).

Conforme o Colegiado de Desenvolvimento Territorial (CODETER, 2006), existem
dois tipos de solos na Regido das MissOes, na porcdo norte e nas regiGes coloniais que
apresentam maior declividade esta localizado o latossolo, este apresenta caracteristicas
argilosas e na porcao sul, esta localizado os solos basalticos menos desenvolvidos e o relevo é

levemente ondulado.
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Figura 3 — Localizacdo dos municipios pertencentes a Regido das Missdes do Estado do Rio
Grande do Sul.
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Fonte: Autora, 20109.

A economia dos municipios pertencentes a Regido das MissGes é baseada na
agricultura e praticada por agricultores que fazem uso do solo para cultivo de soja, trigo,
milho, mandioca e na criacdo de suinos e bovinos. Devido a utilizacdo de insumos quimicos,
agrotoxicos e de mecanizacdo, nas culturas de soja e trigo, a area apresenta problemas
ambientais relacionados a contaminacao do solo e da agua (PEREIRA, 2014).

No ano de 2014, a Regido das Missdes apresentava uma média de uso de agrotoxicos
de 147,73 litros km? ano™, sendo que para o uso de agrotoxicos em geral a média era de
490,30 litros km? ano™. Dentre os agrotoxicos criticos mais utilizados na regido, estio o
glifosato, acefato, diflubenzuron, carbofurano, cipermetrina e metamidofés. (PEREIRA,
2014).

Os municipios da Regido das Missdes do estado do Rio Grande do Sul pertencem ao
bioma pampa e mata atlantica. O clima é subtropical com temperaturas médias no verao
superiores a 20°C e, no inverno atingindo graus negativos, com formacgéo de geadas. O
regime de chuvas e distribuido (CODETER, 2006).

O aquifero predominante na Regido das Missdes € o aquifero Guarani este ocupa

aproximadamente 55 % da area do estado do Rio Grande do Sul, apresentando grande
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diversidade de potencialidade e qualidade. Na Regido das Missdes o aquifero Guarani
apresenta potencialidade muito varidvel devido ao condicionamento geoldgico e estrutural das
camadas aquiferas. Localmente pode apresentar aumento na salinidade das aguas e presenca
de ions fluoreto, indesejaveis para abastecimento publico (MACHADO; FREITAS, 2005).

3.2 PROCEDIMENTO DE COLETA, PRESERVACAO E LOCAL DE AMOSTRAGEM
DA AGUA

As aguas de abastecimento publico utilizadas neste estudo sdo provenientes de
manancial subterraneo (Figura 4), que abastece uma comunidade rural localizada em um dos
municipios pertencentes a Regido das Missdes do estado do Rio Grande do Sul. A coleta de
amostra foi realizada na estacdo do inverno, considerando a aplicacdo de agrotdxicos devido

ao uso do solo para os cultivares da época.

Figura 4 — Poco em que foi realizada a coleta.

Fonte: Autora, 2019.

Os procedimentos de coleta e preservagdo de amostras de 4gua foram padronizados e
realizados conforme estabelecido na ABNT NBR n° 9.898/1987 que aborda sobre a

“Preservacdo e Técnicas de Amostragem e Efluentes Liquidos e Corpos Receptores”, Guia
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Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras de dgua, sedimentos comunidade aquaticas e
efluentes liquidos elaborado pela Agéncia Nacional de Aguas (ANA) e Companhia de
Saneamento do Estado de S&o Paulo (CETESB) (CETESB, 2011).

A amostra usada para as analises foi coletada por meio de uma torneira que permitia a
retirada da agua, instalada na saida do poco e armazenada em frascos de vidro ambar
devidamente higienizados, as mesmas foram transportadas para o Laboratorio de Aguas e
Ecotoxicologia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Cerro Largo/RS,

onde foram refrigeradas a 4 °C £ 1 °C até sua analise.

3.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

Os parametros condutividade elétrica, oxigénio dissolvido (OD) e temperatura foram
medidos in situ, com auxilio da sonda multiparametro (YSI Professional Plus). Para estes
parametros, foi coletada uma amostra de agua em um béquer higienizado e posteriormente
realizou-se a leitura com a sonda multiparametro.

Apbs a chegada da amostra ao Laboratorio de Aguas e Ecotoxicologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Cerro Largo/RS, foram efetuados 0s
ensaios ex situ, onde verificou-se absorvancia (A — 254 nm), coliformes totais, cor aparente,
dureza, fluoreto, Escherichia coli, pH e turbidez.

Para as analises in situ e ex situ os parametros foram analisados em triplicata e
posteriormente foi realizada as médias dos valores obtidos para os parametros, ainda foram
utilizadas como referéncia as normas apresentadas pela American Public Health Association
(APHA, 2005). Os parametros, as referéncias metodoldgicas e os equipamentos utilizados nas

analises estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Pardmetros fisico-quimicos e microbioldgicos analisados.

Parametro Referéncia metodolégica  Equipamento
Absorvancia (i - 254nm) 5910b APHA @ (2005) Evolution 201 UV-Visivel
Spectrophotometer
Coliformes totais (P/N @) SM 9221 C APHA® (2005)  Kit COLItest®
Condutividade elétrica (uS cm™)  2510B APHA @ (2005) Sonda YSI Professional Plus
’ ® _
Cor aparente (uH) 2120 APHA ® (2005) gg'g”me”o Del Lab™ DLA
Dureza (mg CaCO; L) FUNASA @ (2013) Titulagdo com EDTA
Fluoreto (mg L?) - -
Escherichia Coli (P/N @) SM 9221 F APHA @ (2005) Kit COLItest®
Oxigénio dissolvido (mg L2 Oz) 4500 G APHA M (2005) Sonda YSI Professional Plus
pH® 4500 APHA ® (2005) MS Tecnopon MPA 210

Temperatura (°C) 2550b APHA @ (2005) Sonda YSI Professional Plus
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Parametro Referéncia metodologica  Equipamento

Turbidez (uT) 2130 APHA @ (2005) Turbidimetro PoliControl AP 2000

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Notas: (1) American Public Health Association; (2) Positivo/negativo em 100 mL™; (3) potencial
Hidrogenidnico (4) Fundacdo Nacional de Saude.

Os parametros fisico-quimicos analisados foram escolhidos devido ao fato destes
serem utilizados em analises de qualidade de agua para abastecimento humano. Ainda os
pardmetros pH e dureza, de acordo com a ABNT NBR n° 12.713/2016, interferem nas
andlises realizadas com Dm, sendo imprescindivel realizar a analise desses parametros, pois
amostras com baixos e elevados valores de carbonato de célcio (CaCOs) e amostras com pH
acido ou basico afetam negativamente o cultivo e podem interferir nos resultados das analises
causando imobilidade e letalidade dos microcrustaceos. Os pardmetros microbioldgicos
(Escherichia coli e coliformes totais) foram analisados devido ao fato de que estes devem

estar ausentes em égua para consumo humano.

3.4 PREPACAO, DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS AGROTOXICOS

A gquantificacdo dos agrotoxicos foi realizada com o intuito de quantificar e detectar a
variedade de agrotéxicos presentes na amostra de agua de abastecimento do estudo para
posteriormente realizar a fortificacdo da amostra de 4gua coletada com os agrotéxicos.

Para a deteccdo e quantificagdo dos agrotdxicos foi validado o método considerando
os procedimentos descritos no Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO, 2019), no Laboratério de Quimica Instrumental da UFFS, campus Cerro
Largo/RS, para isso foi utilizado como equipamento o Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia acoplado a Espectrometria de Massas (CLAE-EM), sendo este da marca Shimadzu
LC-MS 2020, com fonte de ioniza¢do por lonizacdo por Electrospray (ESI), analisador de
massa tipo Quadrupolo e sistema de aquisi¢do de dados LabSolutions®.

As analises referentes a deteccdo de agrotoxicos ndo foram realizadas neste estudo,
porém os resultados foram obtidos dos estudos realizados no mesmo periodo por equipe de
estudos complementares, os quais perfazem o atendimento Chamada Universal MCTIC/CNPq
n® 28/2018 referente ao Projeto denominado “Reator de leito fixo com energia solar
fotovoltaica empregado na remogéo de agrotdxicos da dgua de abastecimento publico na éarea

rural” sob coordenag¢do da orientadora deste trabalho.
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3.4.1 Limpeza de materiais e preparo da amostra

A limpeza dos materiais utilizados nas coletas e no laboratorio é imprescindivel para
qualquer tipo de anélise, pois através da mesma é possivel eliminar compostos provenientes
da matriz, evitando assim possiveis contaminacdes que poderdo interferir nas analises (ZINI,
2016; CALDAS, 2009).

Sendo assim, os frascos de vidro ambar utilizados para a coleta da amostra de agua
para analises de agrotoxicos, bem como toda a vidraria e materiais utilizados em laboratorio
para a andlise de agrotoxicos foram lavados e mantidos com detergente Extran® 5 % (Merck®)
por 24 horas, em seguida foram enxaguados com agua da torneira e enxaguados novamente
com agua destilada e ultrapura.

De acordo com a metodologia utilizada e com o objetivo de evitar a presenca de
compostos que interferissem na andlise e saturassem os cartuchos no momento da extragdo em
fase solida, foram filtradas 250 mL de agua da amostra através de um sistema de filtracdo de
membranas (Figura 5 a), composto por um copo de vidro, funil onde foi acrescentada a
membrana filtrante de acetato de celulose, garra para unir e sustentar a vedacdo dos itens
anteriores, rolha de silicone para vedacdo, kitassato e uma bomba a vacuo. Apdés a etapa de
filtracdo, a amostra foi armazenada em baldo volumétrico de 250 mL e acidificada a pH de
3,0 + 0,3 para isso foi utilizado acido fosfdrico 50 % padrao analitico (PA).

A Extracdo em Fase Sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) € uma técnica de
separacdo liquido-sélido aplicada com a finalidade de isolar os analitos de interesse contidos
em uma matriz. Podendo, posteriormente, ser analisado em um método instrumental, como a
cromatografia (SCHNEIDER, 2013).

Desta forma, ap6s a filtracdo, a amostra foi submetida a técnica de SPE, com o
intuito de realizar a extracdo dos agrotoxicos da amostra de &gua. Para isso, foi seguida as
etapas de extracdo que consistem na ativacdo do sorvente, percolacdo da amostra/sor¢do dos
analitos no sorvente, eliminacdo dos interferentes da matriz, eluicdo dos analitos e por fim
concentracdo do composto de interesse .

Para suprir a primeira etapa foi montado um sistema de succdo, utilizando-se uma
manifold para acoplar o cartucho C18, ligada a uma bomba a vacuo, sendo que, entre a bomba
e a manifold foi colocado um kitassato, com a finalidade de armazenar a agua proveniente da
amostra ap6s a succdo, conforme a Figura 5 b. Para iniciar a extracdo em cartucho C18, a
aliquota foi preparada em baldo volumétrico de 250 mL. A ativagdo do sorvente foi realizada
a partir da adicdo de 3 mL de metanol e 3 mL de agua ultrapura acidificada a pH 3 com acido
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fosférico. A aliquota de 250 mL foi percolada de modo a ser adsorvida pelo cartucho. Apdés a
percolacdo, devido a impossibilidade de realizar imediatamente a andlise, o cartucho foi

envelopado com papel aluminio e acondicionado no congelador.

Figura 5 — Procedimento utilizado para a Extracdo em Fase Solida.

Fnte: Autora, 2019.
Notas: (a) Sistema de filtracdo de membrana utilizado para a amostra; (b) Sistema de extracdo em fase sélida.

Posteriormente, os membros do projeto da Chamada Universal MCTIC/CNPq n°
28/2018 no Laboratorio de Quimica Instrumental da UFFS, campus Cerro Largo/RS,
realizaram a eluicdo dos analitos adsorvidos. Para tanto, foi preparado o sistema de manifold,
onde foram encaixadas em sua parte interna agulhas especiais e tubos de ensaio volumétricos
para coleta das amostras. Preparando o sistema, foi adicionado 1 mL de metanol no cartucho e
em seguida foi realizado a sua percolagdo com auxilio da bomba a vacuo. O mesmo
procedimento foi realizado para completar o volume de 2mL de amostra, onde
posteriormente este volume de 2 mL foi armazenado em vial para analise cromatogréafica,
juntamente com os brancos constituidos de metanol.

Por fim, a amostra foi posta no CLAF-EM para ser realizada a analise dos compostos
de interesse. Para isso, as condi¢des de operacdo do Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
consistiram no emprego de uma coluna analitica com C18. Sendo que a temperatura do forno
da coluna foi estabilizada em 30 °C e a fase mével foi composta por uma mistura de agua
ultrapura (A) e metanol (B), ambos com 4&cido férmico 0,1 % e formiato de
amonia 5 mmol Lt. O modo de elui¢do seguiu um comportamento por gradiente, iniciando
com 90 % de A e 10 % de B, cuja condi¢do retorna e é mantida no Gltimo minuto de corrida,
perfazendo um total de corrida de 13 minutos e vazdo de 0,1 mL min™.
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Dentre os agrotoxicos empregados na regido, foram desenvolvidos métodos para
determinar residuos de vinte e quatro compostos, sendo que suas caracteristicas estdo
descritas na Tabela 4, as quais foram obtidas da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2019).



Tabela 4 — Caracteristicas dos agrotoxicos analisados.
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A Formula Classificacdo .
€ ®
Parametro CAS molecular Classe Toxicolégica @ Aplicacdo
- Arroz, aveia, cana-de-agucar, milho, pastagem,
2,4-D 94-75-7 CsHsCl203 Herbicida Classe | s0ja, SOrgo e trigo.
Atrazina 1912-24-9 CsH14CINs Herbicida Classe I Cana-de-agUcar, milho e sorgo.
Alface, amendoim, arroz, aveia, cana-de-
Azoxistrobina 131860-33-8 CzH17N30s Fungicida Classe 111 acucar, feijdo, melancia, meldo, milho,
piment&o, soja, sorgo e trigo.
Bentazona 25057-89-0  CyoH12N20sS Herbicida Classe HI Amendoim, arroz, feijdo, milho, soja e trigo.
Inseticida, cupinicida, ac , ,
Carbofurano 1563-66-2 C12H15NO3 aricida e nematicida Classe | Banana, Café e cana-de-acucar.
. . Algoddo, alho, arroz, aveia, eucalipto,
Ciproconazol 94361-06-5  CisH1sCIN3O Fungicida Classe I melancia, meldo, milho, péssego, soja e trigo.
L Algoddo, arroz, cana-de-agucar, eucalipto,
Clomazona 81777-89-1  C12H1.CINO; Herbicida Classe 111 mandioca, meldo, milho, piment3o € soja.
s, aa. Inseticida, formicida e Algodao, feijdo, milho, pastagem, soja, sorgo e
Clorpirifés 2921-88-2 CoH11CIsNO3PS acaricida Classe 1l trigo.
Abobora, abobrinha, amendoim, arroz, aveia,
Difenoconazol 119446-68-3 Ci9H17Ci2N303 Fungicida Classe | eucalipto, feijdo, melancia, meldo, milho,
pepino, pimentao, soja e trigo.
Algodao, amendoim, arroz, aveia, banana, cana-
Epoxiconazol 135319-73-2  Ci7H13CIFNsO Fungicida Classe I de-agucar, feijdo, mandioca, milho, soja, sorgo
e trigo.
Inseticida. formicida e Algoddo, amendoim, arroz, batata, cana-de-
Fipronil 120068-37-3  C12H4CioFsN4OS cupinici dell Classe 1l acucar, eucalipto, feijdo, milho, pastagem, soja
e trigo.
. . Amendoim, arroz, cana-de-agtcar, milho,
Imazapique 104098-48-8  C1sH17N303 Herbicida Classe Il pastagem e soja.
Imazetapir 81335-77-5  CisH19N303 Herbicida Classe HI Arroz, feijdo e soja.
Malationa 121-75-5 C10H1906PS2 Inseticida e acaricida Classe 111 Algodéo, feijdo, pastagem e soja.
Metomil 16752-77-5 CsH10N20,S Inseticida e acaricida Classe | Algodao, arroz, batata, feijdo, milho, soja, sorgo

e trigo.
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Parametro CAS® Formula Classe Classificacao @ Aplicagéo @
molecular Toxicol6gica

:\n/lsttisl?ggurom— 74223-64-6  C14H15NsO6S Herbicida Classe HI Arroz, aveia, pastagem e trigo.

Penoxsulam 219714-96-2  Ci6H14FsN50sS Herbicida Classe HI Arroz.

E;irl?égssulfurom- 93697-74-6  C14H1sNsO7S Herbicida Classe Il Arroz.

Pirimicarbe 23103-98-2  Ci1H1sN4O; Inseticida Classe 1l Batata, feijdo e trigo.
Abdbora, abobrinha, algoddo, amendoim, arroz,

Piraclostrobina  175013-18-0  Ci9H18CIN3O4 Fungicida Classe Il aveld, batata, cana- de-agu~car, el_Jcallpto, feijao,
mandioca, melancia, meldo, milho, pastagem,
soja, sorgo e trigo.

Profenofos 41198-08-7  CuHisBrCIOsPS  Inseticida e acaricida Classe Il Algodao, amendoim, batata, feijo, mandioca,
melancia, milho, soja e tomate.

Propiconazol 60207-90-1  Ci5H17Ci2N303 Fungicida Classe Il ,:\:ﬂc;c;ao, alho, aveia, banana, feijo, milho, soja

Simazina 122-34-9 C7H12CINs Herbicida Classe 111 Banana, cana-de-agucar, milho e sorgo.
Abdbora, abobrinha, algodao, alho, amendoim,

Tebuconazol 107534-96-3  Ci5H2,CIN3O Fungicida Classe IV arroz, avela,_wbanana, patata, cana—_de—aguc~ar,
eucalipto, feijdo, mandioca, melancia, meldo,
milho, soja, sorgo e trigo.

Tiabendazol 148-79-8 CioH7NsS Fungicida Classe IV ArToz, .ba”a”%’ bat_ata, ca_na—de-a(;ucar, feijdo,
melancia, meldo, milho, soja e sorgo.
Abobrinha, algoddo, alho, amendoim, arroz,

. .. aveia, batata, banana, cana-de-agucar, eucalipto,

Tiametoxam 153719-23-4  CgH1oCINsO3S Inseticida Classe HI feijio, mandioca, melancia, meldo, milho,
pastagem, soja, sorgo e trigo.
Abdbbora, abobrinha, amendoim, arroz, aveia,

Trifloxistrobina  141517-21-7 CyHF3N204 Fungicida Classe Il cana-de-agUcar, eucalipto, feijdo, mandioca,

melancia, meldo, milho, péssego, soja e trigo.

Fonte: ANVISA, 2019.
Notas: (1) Namero de referéncia de compostos e substancias quimicas adotadas pelo Chemical Abstract Service; (2) Classe | — extremamente toxico; Classe Il — Altamente
toxico; Classe 111 — Medianamente toxico; Classe IV — Pouco toxico; (3) Algumas aplica¢des na agricultura.
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3.5 AGROTOXICOS UTILIZADOS PARA A FORTIFICACAO DA AMOSTRA

Devido a deteccao de multiresiduos de agrotoxicos na agua de abastecimento publico e
ao elevado indice de aplicacdo dos herbicidas nos municipios da Regido das Missdes do
estado do Rio Grande do Sul, foi optado neste estudo por fortificar uma amostra de gua de
abastecimento pablico com os herbicidas comerciais glifosato e 2,4-D. Pois de acordo com
Oliveira Filho (2013), os herbicidas se encontram entre as substancias mais preocupantes,
devido as suas caracteristicas de mobilidade no solo, sendo detectados com mais facilidade
nas aguas subterraneas.

Com o intuito de averiguar os efeitos que estes agrotdxicos causam quando
combinados em uma mesma amostra, foi utilizado o herbicida sisttmico, do grupo quimico
acido ariloxialcanoico Aminol® 806 e o herbicida pds-emergente, sistémico, de acdo total,
ndo seletivo Trop® ambos da marca Adama®, sendo que suas caracteristicas estdo descritas
na Tabela 5. Para determinar as concentra¢fes com base nos valores maximos permitidos por

legislacdo destes compostos foi proposto o delineamento experimental.

Tabela 5 — Caracteristicas dos agrotoxicos utilizados.

Classificagéo

icacdo @
Toxicoldgica @ Aplicacao

Agrotoxico  Composicéo

Pds-emergéncia das
plantas infestantes e das

Dimethylammonium (2.4 culturas de arroz, cana-
dichlorophenoxy) acetate (24D . e
. I 9 de-acucar, milho,
Aminol® dimetilamina) .... 806,00 g L .
Classe | pastagem e trigo, bem

806 Equivalente Acido de
24D ....670,00 g L
Outros ingredientes .... 429,00 g L™

coOmo, no manejo em
dessecacdo em  pré-
plantio de milho, soja e
trigo.

Controle das plantas
infestantes em
N-(phosphonomethyl) glycine aplicacdo em area total
(GLIFOSATO) ....480,00 g L Classe III antes da semeadura nas
Equivalente 4cido.... 355,67 L* culturas da soja, milho,
Outros Ingredientes.... 683,90 g L™ trigo e arroz no sistema
de plantio direto ou
minimo.

Trop®

Fonte: Adama (2019 a, b).
Notas: (1) Classe | — extremamente tdxico; Classe Il — Altamente toxico; Classe 11l — Medianamente toxico;
Classe IV — Pouco toxico; (2) Algumas aplicagBes na agricultura.
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3.5.1 Delineamento experimental e analise estatistica

No estudo foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).
Sendo este 0o DCCR 22+ 4 axiais com quadruplicata no ponto central totalizando 12
experimentos. Os niveis apresentados neste estudo sdo referentes & concentracdo entre 0s
herbicidas envolvidos em cada experimento. Na Tabela 6 estdo dispostos 0s niveis das
varidveis, considerando o ponto central para o glifosato e 2,4-D o VMP estabelecido na
Portaria de Consolidacdo n° 05/2017 do MS, sendo 500,00 ug L™ para o glifosato e
30,00 pg L para o 2,4-D.

Tabela 6 — Niveis das variaveis.

o Codificagédo Niveis (ng L?)
Variavels das variaveis -1,414 -1 0 1 1,414
Glifosato G 136,00 280,00 500,00 720,00 864,00
2,4-D D 6,77 16,00 30,00 44,00 53,23

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores do DCCR 22 + 4 axiais com quadruplicata

no ponto central, com as respectivas condi¢Ges experimentais.

Tabela 7 — DCCR 22 + 4 axiais com quadruplicata no ponto central.

Condigdes experimentais

Experimento

Glifosato 2,4-D
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,414 0
6 1,414 0
7 0 -1,414
8 0 1,414
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

o

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Os indicadores de eficiéncia dos experimentos realizados por meio do delineamento
experimental foram os efeitos destes dois herbicidas em diferentes concentrages. Para
averiguar estes efeitos foram utilizadas como variaveis resposta os resultados obtidos no teste

de toxicidade aguda com Dm e teste de genotoxicidade com Allium cepa.



58

Os resultados obtidos foram analisados através do Software Statistica®
(Copyright 1984-2007 by statsoft, Inc) no modo experimental design, sendo realizadas
analises dos principais efeitos de interacdo, diagrama de pareto, analise de variancia

(ANOVA) e graficos de superficies de resposta bidimensionais e tridimensionais.

3.6 ANALISE TOXICOLOGICA

O teste de toxicidade foi realizado com o intuito de averiguar os efeitos causados
devido & fortificagdo da amostra de &gua subterrdnea com agrotoxicos, o teste de toxicidade
aguda foi desenvolvido no Laboratério de Aguas e Ecotoxicologia da UFFS, campus Cerro
Largo/RS.

Foram realizados testes de toxicidade aguda tendo como organismo teste o
microcrustaceo planctonico de agua doce Dm. A escolha da Dm como organismo-teste foi
baseado no fato de ser um organismo usado internacionalmente para testes toxicolégicos e por
estar sendo cultivado no Laboratério de Aguas e Ecotoxicologia da UFFS, campus Cerro
Largo/RS, além da ampla e frequente reproducdo e aos seus descendentes ser geneticamente
idénticos o que possibilita a realizagéo de testes de toxicidade e uniformidade nos ensaios.

3.6.1 Cultivo do microcrustaceo Daphnia magna

O cultivo do microcrsutaceo Dm foi realizado segundo as indicagcbes da ABNT NBR
n°® 12.713/2016. Sendo que a cultura depende essencialmente da qualidade da agua e do
alimento, para isso a agua deve garantir boas condicGes de vida para as Dm. Visando a boa
reproducdo, foi utilizado no cultivo o meio de cultura denominado meio M4 constituido de
elemetos tracos e vitaminas descritos na ABNT NBR n° 12.713/2016.

Apds a preparacao esta dgua reconstituida foi aerada por um periodo de 12 a 24 horas,
para a estabilizacdo do pH, estabilizacdo total dos sais e saturacdo de OD. Em seguida foram
verificados os valores de pH e dureza, sendo que para a dgua de cultivo os valores de dureza
deveriam estar entre 175 e 225 mg CaCOs L™ e de pH entre 7,6 e 8,0, para posterior
utilizacdo no cultivo.

A cultura foi iniciada com apenas alguns exemplares de Dm, originarios do
Laboratorio de Toxicologia da Universidade Federal de Santa Catarina, sendo cultivadas em
condicdes laboratoriais e reproduzindo-se por partenogénese. Em seguida as Dm foram

cultivadas em béqueres de vidro com capacidade para 1.000 e 2.000 mL, nos quais foram



59

adicionados o volume méaximo do meio de cultura M4, sendo cultivados até 25 organismos
para cada 1.000 mL de &gua de cultivo, visto que uma populacdo maior afeta negativamente a
reproducdo das Dm (KNIE; LOPES, 2004). Os microcrustaceos cultivados foram mantidos
em estufa incubadora (Lucadema®), com luminosidade difusa, fotoperiodo de 16 horas de luz

e temperatura controlada de 20°C + 2°C, conforme pode ser visualizado na Figura 6.

Figura 6 — Estufa incubadora juntamente com cultivo do microcrustaceo e fotoperiodo ligado.

Y
Fonte: Autora, 2019.

A manutencdo do cultivo foi realizada trés vezes por semana, onde a cada troca de
meio de cultivo foram observadas a possivel ocorréncia de efipios, retirada dos neonatos,
renovacdo do meio M4, alimentacdo dos individuos além da limpeza dos recipientes de
cultivo com auxilio de alcool 70 %, agua da torneira e dgua destilada. Cada copo de béquer
foi identificado com a fase de vida das Dm, periodo de nascimento, quantidade de exemplares
por recepiente e data da troca de agua, conforme Figura 7.
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Figura 7 — Cultivo de Dm em diferentes fases de vida.

Fonte: Autora, 2019.

Segundo Knie e Lopes (2004), as Dm se reproduzem satisfatoriamente até
aproximadamente 60 dias de vida, ap0s este periodo a taxa reprodutiva diminui e aumenta o
indice de mortalidade, em virtude disto, os microcrustaceos foram descartados conforme seu
tempo de vida, e a maioria dos neonatos foram descartados nas trocas de agua, quando nédo
eram realizados bioensaios devido ao elevado indice de reproducéo.

Por ser um microcrustaceo exadtico no pais e devido a sua elevada taxa de reproducéo,
€ necessario garantir a letalidade das Dm antes do descarte. Para isso, todo 0 meio de cultivo
descartado nas trocas de agua era acondicionado em recipientes com hipoclorito de sodio 3 %,
em seguida estes recipientes eram armazenados por um periodo de 48 horas, tempo suficiente
para garantir a letalidade das Dm. Apos este periodo o residuo era descartado no Laboratdrio
de Aguas e Ecotoxicologia para desague junto ao esgoto comum.

3.6.1.1 Alimentacdo das Dm

A alimentacdo das Dm foi realizada com a suspensdo de células de alga da espécie
Desmodesmus subspicatus, cultivada no Laboratério de Agua e Ecotoxicologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul de acordo com as normas estabelecidas pela ABNT
presentes na ANBT NBR n° 12.713/2016.

Para o cultivo desta alga foi utilizada uma cultura-estoque que serviu como in6culo
(Figura 8 a). Este inoculo, foi doado pelo Laboratdrio de Toxicologia da Universidade Federal
de Santa Catarina e foi mantido em temperatura entre 4 °C a 10 °C, em meio liquido para
obtencéo de células viaveis para semeadura. Como meio de cultura para as algas foi preparado
0 meio de cultura Chu, descrito na ABNT NBR n° 12.713/2016, o qual consiste no preparo de
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solugdes com reagentes, sendo este meio rico em sais, nutrientes e microelementos, cujas
solugdes foram preparadas de acordo com a ABNT NBR n° 12.713/2016 e apds o preparo

foram estocadas em temperatura entre 4 °C a 10 °C.

Figura 8 — Alga Desmodesmus subspicatus para alimenta¢do dos microcrustaceos.

@

RS

=W

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) Inéculo da alga Desmodesmus subspicatus; (b) Cultivo da cultura de algas para alimentacdo do
microcrustéceo; (c) Alimento da Daphnia magna.

Posteriormente 0 meio Chu foi distribuido no recipiente de cultura, em seguida este
recipiente foi tampado e autoclavado a 121 °C por 15 min. Ap6s o0 meio ser resfriado foram
adicionadas as algas provenientes da cultura-estoque e o recipiente de cultivo foi exposto a
agitacdo constante, iluminacdo continua e temperatura controlada a 20 °C, por um periodo de
12 a 15 dias (Figura 8 b). Ap0s este periodo, a cultura de algas estava pronta para servir como
alimentacdo para o microcrustdceo Dm (Figura 8 c). Ainda, visando manter o alimento em
boas condicdes a cultura de algas foi transferida para outro recipiente sob condicdes estéreis e
mantida em temperatura de 4 °C a 10 °C. A alga Desmodesmus subspicatus era fornecida trés
vezes por semana para cada lote de Dm.

3.6.2 Teste de sensibilidade

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com as normas estabelecidas na
ABNT NBR n° 12.713/2016. Para realizagcdo do teste de sensibilidade foi escolhido como
solucéo padréo o dicromato de potassio (K2Cr207), conforme Figura 9, devido ao fato desta

substancia ser a mais utilizada e recomendada por muitas normas.
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Figura 9 — Solucéo de dicromato de potassio para aplica¢do no teste de sensibilidade.

-
Fonte: Autora, 2019.

A sensibilidade da Dm foi testada por meio da exposi¢do de individuos com idade
entre 2 a 24 horas, em dilui¢bes de dicromato de potdssio por um periodo de 24 horas
(Figura 10). Apos 24 horas de exposicdo, foi observado a quantidade de organismos imaveis.
Em seguida, foi calculada a concentragéo efetiva (CEsp) na qual 50 % da populagdo exposta
sobreviveu as diluigdes de K>Cr.O7 no periodo de tempo determinado, sendo que a faixa
adequada da sensibilidade para Dm em relagdo ao K,Cr,O7 deve estar entre 0,6 e 1,7 mg L.

Figura 10 — Realizacdo do teste de sensibilidade com dicromato de potassio.

Fonte: Autora, 2019.
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3.6.3 Testes de toxicidade aguda com Daphnia magna

O procedimento metodolégico do teste de toxicidade aguda utilizando Dm como
organismo-teste foi realizado de acordo com o descrito na ABNT NBR n° 12.713/2016. E, a
amostra de &gua subterranea foi fortificada com os agrotdxicos glifosato e 2,4-D com base
nas condicdes experimentais propostas no delineamento experimental.

Devido a concentracdo dos agrotdxicos comerciais e ao volume necessario para a
realizacdo das diluices, foram preparadas duas solugBes estoque, sendo uma de 1,00 g L do
herbicida glifosato e outra de 0,05 g L™ do herbicida 2,4-D. Em seguida, foram realizadas as

fortificagdes da amostra com base nas concentracdes dispostas na Tabela 8.

Tabela 8 — Condicdes experimentais do DCCR 22 + 4 axiais com as respectivas concentracdes

dos agrotdxicos.

Condigdes experimentais
Glifosato (ng L) 2,4D (ng LY

Experimento

1 280,0 16,0
2 720,0 16,0
3 280,0 44,0
4 720,0 44,0
5 136,0 30,0
6 864,0 30,0
7 500,0 6,8

8 500,0 53,2
9 500,0 30,0
10 500,0 30,0
11 500,0 30,0
12 500,0 30,0

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

O preparo de cada condi¢cdo experimental foi realizado em balGes volumétricos com
capacidade de 100 mL, onde foram adicionados os dois herbicidas e o volume foi completado
com a amostra de adgua subterranea utilizada para o abastecimento publico (Figura 11). Em
seguida mediu-se o pH, das condicbes experimentais em triplicata, visando avaliar se faixa
estava adequada com os valores requisitados pela ABNT NBR n° 12.713/2019, com o

equipamento com o pHmetro de bancada para solugdes aquosas (MS Tecnopon MPA 210).
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Figura 11 — Condigdes experimentais para o teste de toxicidade aguda com Dm.

Fonte: Autora, 2019.

Apds, a amostra de adgua subterranea foi submetida ao teste de toxicidade aguda por
meio da exposi¢do de neonatos de Dm com idade variando de 2 a 26 horas nas condigoes
experimentais por um periodo de 48 horas, com a primeira observacdo de imobilidade 24
horas ap6s o inicio do teste. Em cada condicdo experimental foram adicionados 40 neonatos,
sendo divididos 20 filhotes em cada recipiente-teste. O teste foi realizado em réplica e possuia
um teste controle, sendo este composto por agua reconstituida capaz de validar o teste.
Durante a execuc¢do do ensaio estatico os organismos-teste foram mantidos em estufa em
ambiente com temperatura controlada de 20°C £ 2°C, sem iluminag&o, sem alimentacdo e sem
troca do meio de cultivo. Na Figura 12, pode ser visualizado os recipientes de plastico
contento neonatos de Dm durante a realizagdo do teste de toxicidade aguda considerando as
condigdo experimental proposta no DCCR 22 + 4 axiais (nimeros de 1 a 12) e o controle

negativo (letra B).

Figura 12 — Realizacdo do teste agudo em recipientes-teste contendo o microcrustaceo Dm nas
condigbes experimentais propostas no DCCR 2% + 4 axiais para a amostra de agua de

abastecimento publico fortificada com os herbicidas glifosato e 2,4-D.

Fonte: Autora, 2019.
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Apbs o término do teste observou-se o numero de individuos imdveis por
experimento. Em seguida foi realizado a analise estatistica.

Posterior a realizacdo dos testes, as amostras de &gua subterranea fortificadas com
agrotoxicos e contendo Dm foram acondicionadas em recipientes com hipoclorito de sodio
3 % para garantir a letalidade dos organismos-teste e apos 48 horas foram destinadas para

residuos quimicos.

3.7 TESTES DE GENOTOXICIDADE

Para a realizacdo dos testes de genotoxicidade foi utilizado um indicador bioldgico,
sendo este a espécie Allium cepa da variedade Baia Periforme, adquirida no comércio local.
Para cada condicdo experimental testada (Tabela 12) e para o controle negativo foram
utilizados quatro bulbos de Allium cepa. Os bulbos foram inicialmente preparados e colocados
em recipientes contendo agua destilada durante 72 horas a temperatura ambiente, para

estimular o desenvolvimento do meristema radicular, como pode ser visualizado na Figura 13.

Figura 13 — Exposicao dos bulbos de Allium cepa em agua destilada.

Fonte: Autora, 2019.

Para realizacdo do teste as amostras de &gua subterranea foram fortificadas com os
agrotoxicos glifosato (480 g L) e 2,4-D (806 g L) com base nas condigOes experimentais
propostas no DCCR. Entretanto, devido a composicdo dos agrotéxicos comerciais e ao
volume necessario para a realizacdo das diluicdes, foram preparadas duas solucBes estoque,
sendo uma de 1,00 g L do herbicida glifosato e outra de 0,05 g L™ do herbicida 2,4-D. Em



66

sequida, foram realizadas as fortificagdes da amostra com base nas concentracdes dispostas na
Tabela 8 apresentada no item anterior.

O preparo de cada condi¢cdo experimental foi realizado em balGes volumétricos com
capacidade de 500 mL, onde foram adicionados os dois herbicidas e o volume foi completado

com a amostra, conforme Figura 14.

Figura 14 — Condicdes experimentais para o teste Allium cepa.

Fonte: Autora, 2019.

Apos o desenvolvimento do meristema radicular, os bulbos foram acondicionados em
recipientes de 50 mL contendo as solugdes-teste, sendo estas compostas pela amostra de dgua
de abastecimento publico fortificada com os agrotoxicos glifosato e 2,4-D nas concentracdes
propostas no DCCR 22 + 4 axiais, por um periodo de 72 horas. Para o controle negativo os
bulbos foram expostos ao mesmo periodo, entretanto em agua destilada. Devido a evaporacao
das solugdes-teste dos recipiente, as quantidades evaporadas foram completadas a cada 24
horas.

Ap6s o periodo de exposi¢do, os bulbos de Allium cepa foram retirados das
solugdes-teste, em seguida o bulbo com menor desenvolvimento radicular em cada tratamento
e no controle negativo foi descartado. Posteriormente foram coletadas as raizes com maior
desenvolvimento de cada bulbo de cebola com tamanho aproximado de 2cm de
comprimento.

Na Figura 15, pode ser visualizado dois bulbos de Allium cepa com desenvolvimento
radicular para cada experimento, apds o periodo de exposicdo de 72 horas nas solucGes-teste,
sendo estas compostas pela amostra de dgua de abastecimento publico fortificada com os
agrotoxicos glifosato e 2,4-D nas concentragdes propostas no DCCR 22 + 4 axiais.
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Figura 15 — Bulbos de Allium cepa desenvolvimento radicular apds 72 horas de exposi¢do nas

solugdes-teste.

[
Fonte: Autora, 2019.

Ap0s coletadas, as raizes foram acondicionadas em microtubos contendo fixador
Carnoy por aproximadamente 24 horas. Apds o periodo determinado, o fixador Carnoy foi
retirado dos microtubos, em seguida as raizes foram lavadas em agua destilada e armazenadas
em alcool 70 % sob refrigeracdo até a confeccdo das laminas.

Para a confeccdo das laminas, as raizes foram retiradas do alcool 70 %, lavadas em
agua destilada, submetidas a hidrdlise com é&cido cloridrico 1,0 molar (HCI 1 N) durante
15 minutos a 60 °C, lavadas novamente em &gua destilada para interromper a hidrolise,
coradas durante 1 hora no reativo de Shiff (Figura 16 a), lavadas em agua sulfurosa e entéo,
preparadas em laminas de vidro por meio do esmagamento manual (Figura 16 b) e da adicéo
de orceina acética 2 % cobertas com laminula e seladas com verniz incolor.
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Figura 16 — Preparo das laminas de Allium cepa.

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) Raizes coradas no reativo de Shiff; (b) Raizes sendo preparadas em laminas de vidro por meio do
esmagamento manual.

Para cada condicdo experimental foram confeccionadas cinco laminas sendo
analisadas e contadas 3.000 células por condicdo experimental. Para a contagem das células
em divisdo mitdtica e avaliacdo de danos cromossémicos as laminas foram observadas em
Microscopia Optica (Microscopio Optico Olympus® CX22LED).

O Indice Mitdtico (IM) (%) foi calculado conforme descrito na Equagao 3.1.

M= numero de células em divisao X 100 . ad
 numero total de células contadas (Equagdo 3.1)

3.8 RESIDUOS

Os residuos gerados durante o desenvolvimento deste estudo foram descartados
seguindo as orientacOes dos servidores técnicos responsaveis pelos laboratorios da UFFS,
baseados no plano de gerenciamento de residuos da Universidade Federal da Fronteira Sul,

campus Cerro Largo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos experimentos
envolvendo a toxicidade da amostra de agua subterrdnea utilizada para o abastecimento
publico poluida e fortificada com agrotoxicos.

Inicialmente estdo apresentados os dados referentes aos parametros analisados acerca
das caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da agua, seguindo da deteccdo dos
agrotoxicos e suas comparactes com as legislacdes bases de potabilidade de agua no Brasil.
Posteriormente estdo apresentados os resultados obtidos nas anélises de toxicidade aguda e
genotoxicidade da amostra de &gua fortificada com os herbicidas glifosato e 2,4-D.

4.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DA AGUA DE
ESTUDO

Os valores dos parametros fisico-quimicos obtidos através da amostra de agua

subterranea utilizada para o abastecimento publico coletada estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores dos pardmetros fisico-quimicos.

Parametros Valor Parametros Valor
Absorvancia (A - 254 nm) 0,0010 Oxigénio dissolvido (mg L1 Oy) 8,70
Condutividade elétrica (US cm™?) 23,60 pH 6,78
Cor aparente (uH) 2,00 Temperatura (° C) 21,10
Dureza (mg L CaCQOs) 416,00 Turbidez (uT) 1,00
Fluoreto (mg L) 0,53

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Nota: (CaCos) Carbonato de calcio; (pH) Potencial Hidrogenionico.

4.1.1 Absorvancia (. - 254 nm)

Conforme a Tabela 9 o valor da absorvancia ultravioleta (UV) para o comprimento de
onda de 254 nm da amostra de agua subterranea foi de 0,0010. A absorvancia UV no
comprimento de onda de 254 nm é analisada frequentemente na indUstria de abastecimento de
agua como uma medida indireta da matéria organica dissolvida (MOD) (BEIROZA; BAKER,;
BRIDGEMAN, 2009).

O parametro absorvancia (A - 254 nm) néo estd descrito na Portaria de Consolidacdo n°

5/2017 do MS, mas Korshin et al. (2009), relatam que a absorvancia (A - 254 nm) € um
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pardmetro indireto utilizado para determinacdo de compostos aromaticos nas amostras de
agua.

A MOD ocorre naturalmente nas aguas naturais e apesar dessas substancias nao serem
naturalmente toxicas aos seres humanos, estdo relacionadas a formacdo de subprodutos
indesejados no processo de desinfecgdo da agua como os trihalometanos, &cidos halocéticos e
haloacetonitilos. Estes compostos quimicos empregados a desinfeccdo podem resultar na
formacgdo de compostos cancerigenos, mutagénicos e toxicos, que representam riscos aos
consumidores de agua potavel (WANG et al., 2013; BEIROZA; BAKER; BRIDGEMAN,
2009).

Além dos fatores resultantes dos compostos quimicos utilizados no tratamento da
agua, a presenca de matéria organica dissolvida pode causar problemas de cor, sabor, odor e

contribuir para o crescimento bacteriano (WANG et al., 2013).

4.1.2 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica indica a capacidade da agua de transmitir a corrente elétrica
em funcdo da presenca de ions dissolvidos, carregados eletricamente. Sendo assim, a
condutividade elétrica € utilizada para determinar o teor de sal na agua, além de ser um
método padrdo utilizado para investigar a qualidade da agua (FUNASA, 2014; ASENBAUM
etal., 2011).

A Portaria de Consolidacdo n°® 5/2017 do MS nédo apresenta VMP para avaliar a
condutividade elétrica. Entretanto, conforme a CETESB (2016), a condutividade pode indicar
uma medida indireta da concentracgdo de poluentes, em geral, valores superiores a 100 uS cm™
sdo indicativos de ambientes impactados, enquanto que as aguas naturais apresentam valores
inferiores a 100 uS cm, além disso, locais poluidos por esgotos domésticos e industriais 0s
valores podem chegar a 1.000 puS cm™® (FUNASA, 2014).

O valor da condutividade elétrica para a amostra de dgua de abastecimento publico
provinda de manancial subterraneo foi de 23,60 uS cm™. Conforme a FUNASA (2014),
qguanto maior a quantidade de ions, maior a condutividade, ou seja, na amostra analisada a
quantidade de ions tende a ser reduzida devido ao valor de condutividade obtida, o qual esta
em conformidade com os valores estipulados para as aguas naturais.

As andlises de condutividade elétrica realizadas por Carmo (2014), durante um ano
hidrologico em trés pogos de agua subterrénea, obtiveram médias anuais variando de

35,9 a58,8 uS cm™ em dois pogos, enquanto no terceiro poco analisado as médias anuais
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obtidas foram mais elevadas, de até 106,5 uS cm™, o autor sugere que a variabilidade da
condutividade da &gua subterranea, esta relacionada a posi¢do dos pogos e as caracteristicas

dos materiais constituintes da matriz dos arenitos.

4.1.3 Cor aparente

A cor de uma amostra de agua geralmente estd associada a presenca de solidos
dissolvidos, principalmente material em estado coloidal organico e inorganico (CETESB,
2016). De acordo com Zumach (2003), a cor na agua pode provir da presenca de ferro, ions
metalicos e manganés, de plancton, de algas, de humus, de ligninas e produtos de sua
decomposicéo e efluentes industriais. Sendo que, 0 maior problema relacionado com a cor das
aguas é, em geral, o estético, pois pode causar efeito repulsivo nos consumidores
(CETESB, 2016).

Em relacdo a cor aparente, a Portaria de Consolidacdo n® 5/2017 determina o valor
méaximo de 15 uH para a potabilidade da agua, sendo que, quanto maior o valor da cor
aparente, maior é a quantidade de particulas sélidas em suspensdo. Assim, pode ser observado
na Tabela 9, que a amostra de agua analisada atende a recomendacao da Portaria do MS para
0 quesito cor aparente, visto que o valor obtido na anélise foi de 2,00 uH.

A cor aparente no estudo realizado por Marquez et al. (2012), variou de 0 a 60 uH,
sendo que esta variacdo estava relacionada a presenca de ferro e manganés dissolvido, e

associados ainda, ao contato da dgua subterrdnea com o residuos de matéria orgénica.

4.1.4 Dureza

A dureza em amostras de agua esta relacionada com os surfactantes presentes nas
aguas os quais se transformam em complexos insolGveis, ndo originando espuma até o fim do
processamento. Este fator é causado principalmente pela presenca de calcio e magnésio,
sendo que sua origem pode ser natural ou antropogénica (CETESB, 2016).

Conforme a CETESB (2016), as amostras de agua podem ser classificadas como mole
ou branda quando os valores de CaCOs sdo inferiores a 50 mg L™, para valores entre
50 e 150 mg Lt de CaCOs sdo classificadas como dureza moderada, quando os valores de
CaCOs estdo entre 150 e 300 mg L™ séo classificadas como dura e por fim sdo classificadas
como muito dura para valores superiores a 300 mg L™ de CaCOs.
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A Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 expressa como padrdo de potabilidade o valor
maximo 500 mg L de CaCOs. A amostra de agua analisada foi classificada como muito dura,
devido ao valor de carbonato de calcio ser superior a 300 mg L™, conforme apresentado na
Tabela 9, sendo que, o valor obtido foi de 416 mg L™ de CaCOs.

A principal fonte de dureza nas &guas é a sua passagem pelo solo, pois pode ocorrer a
dissolugdo da rocha calcéarea pelo gés carbbnico da agua, por isso geralmente a dureza das
aguas subterraneas € mais elevada do que as superficiais. A dureza, em determinadas
concentragdes, reduz a formacdo de espuma, causa sabor desagradavel a agua e pode ter
efeitos laxativos, causa incrustacdo nas tubulagGes de &gua quente, caldeiras e aquecedores
(CETESB, 2016).

4.1.5 Fluoreto

Os fluoretos sdo compostos quimicos que estdo presentes no solo, no ar, na agua, nas
plantas e na vida animal, no ar a concentracdo de fluoretos ocorre pela presenca de pds de
solos), residuos industriais gasosos, combustdo de carvdo e gases emitidos. Os fluoretos sdo
comuns em aguas subterraneas devido a decomposicao de rochas e solos (FUNASA, 2014).

Conforme a Portaria de Consolidacdo n° 5/2017, devido a quantidade de dgua ingerida,
o limite étimo de fluoreto depende das condi¢fes climaticas, que por sua vez, esta associada a
temperatura do ar. Com base na Tabela 9, a concentracdo do ion fluoreto na amostra de agua
analisada foi de 0,53 mg L, sendo assim, o valor obtido para o ion fluoreto é inferior aos
valores recomendados pela legislacdo do Ministério da Saude, sendo que o limite minimo
recomendado para a temperatura da amostra entre 17,8 € 21,4 °C é de 0,8 mg L.

Os estudos realizados por Kuhn, Zart e Oliveira (2015), avaliaram a qualidade das
aguas de dez pogos artesianos, e destes, dois pogos apresentaram resultados superiores aos
valores previstos na legislacdo para a média das temperaturas maximas diarias do ar, sendo

que a dissolucdo do solo é o mais provavel para obtencdo desses valores.

4.1.6 Oxigénio Dissolvido

O OD é um dos parametros mais importantes da qualidade da &gua, pois indica
indiretamente o estado do ecossistema aquatico e sua capacidade de sustentar a vida aquética

(TOMIC et al., 2017). Os valores de OD indicam o grau de polui¢do das &4guas, sendo assim
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valores diminutos de OD s&o indicios de contaminacdo por matéria organica (PATIL; PATIL,
2009).

Conforme a Tabela 9, o valor de OD para a amostra de agua subterranea foi de
8,70 mg LY. Apesar do OD ndo ser um parametro listado na Portaria de Consolidac&o
n®5/2017 do MS como indicador de potabilidade da 4gua, para a manutengéo da vida aquéatica
aerdbica sdo necessarios teores minimos de oxigénio dissolvido de 2mgL™* a 5mgL?,
exigéncia relacionada a sobrevivéncia de organismos de diferentes cadeias troficas no recurso
hidrico.

Nas andlises realizadas por Kuhn, Zart e Oliveira (2015), referente aos dez pocos de
agua subterranea, pertencentes ao aquifero Guarani os resultados de OD variaram entre
8,2e8,7mg L o que indica proximidade com o resultado obtido neste estudo, devido a

semelhanca da formacéo geologica e as caracteristicas do aquifero.

4.1.7 Potencial Hidrogenibnico

O pH representa a concentragcdo de ions de hidrogénio em uma solucdo e pode ser
considerado uma das varidveis ambientais mais importantes. Determinadas condi¢des de pH
podem contribuir para a precipitacdo de elementos quimicos toxicos como a exemplo, 0S
metais pesados, enquanto que, outras condi¢des podem exercer efeitos sobre as solubilidades
de nutrientes (ESTEVES, 1998; CETESB, 2016).

Como pode ser visualizado na Tabela 9, o valor do pH para a amostra de agua
analisada foi de 6,78. Segundo a Portaria de Consolida¢do n° 5/2017 do MS o pH deve estar
entre 6,0 a 9,5. De maneira geral, o valor obtido para o parametro pH esta de acordo com o
permitido pela legislacdo. Para CETESB (2016), o pH é um parametro muito importante no
monitoramento do saneamento ambiental, pois representa a intensidade das condi¢des acidas
ou alcalinas do meio liquido.

O conhecimento dos valores do pH da agua subterranea é importante, pois o valor do
pH influencia diretamente no tempo de contato da &gua com o cloro no processo de
desinfeccdo (BRASIL, 2017), sendo o processo de cloracdo comumente o Unico, quando
existente na potabilizacdo da agua de abastecimento publico captada e distribuida no meio

rural.
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4.1.8 Temperatura

Conforme Who (2011), a temperatura da agua impacta na aceitabilidade dos
consumidores, visto que a elevada temperatura aumenta o crescimento de microrganismos e
pode aumentar os problemas relacionados ao sabor, odor, cor e corrosdo. Sendo assim, aguas
com temperaturas elevadas, como as subterrdneas captadas de grandes profundidades
necessitam de resfriamento, a fim de adequéa-las ao consumo humano (FUNASA, 2014).

A temperatura da agua analisada foi de 21,10°C (Tabela 9). A Portaria de
Consolidagdo n° 5/2017, ndo estabelece nenhum limite de temperatura da agua para consumo
humano. Entretanto, € um pardmetro importante a se considerar da agua potavel, visto que
alteracdes de temperatura podem desencadear mudancas nos processos fisicos, quimicos e
microbianos no ambiente subterraneo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No estudo realizado por Corcdvia e Celligoi (2012), em vinte e sete pocos artesianos
no municipio de Ibipord/PR, as aguas apresentaram resultados semelhantes com temperaturas
na faixa de 15,0 °C a 33,0 °C, tendo média de 19,5 °C.

4.1.9 Turbidez

A turbidez expressa a interferéncia a passagem de luz através do liquido, esta é
causada por particulas em suspensdo ou matéria coloidal que obstrui a transmissdo de luz
através da &gua, sendo, portanto, reduzida quando ocorre a sedimentacdo (WHO, 2011;
FUNASA, 2014).

Considerando que a Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 do MS especifica no § 1°
“[...] entre os 5 % dos valores permitidos de turbidez superiores aos VMP estabelecidos, o
limite maximo para qualquer amostra pontual deve ser de 5,0 uT, assegurado, o atendimento
ao VMP de 5,0 uT em qualquer ponto da rede no sistema de distribuigdo” (BRASIL, 2017).
Conforme a referida Portaria de Consolidacdo, percebe-se na Tabela 9 que o valor para o
parametro turbidez para a amostra de agua analisada estd de acordo com os limites
estabelecidos pela legislagéo, sendo este de 1,0 uT.

O excesso de turbidez reduz a penetracdo da luz na 4gua e consequentemente reduz a
fotossintese dos organismos do fitoplancton, algas e vegetacéo, além disso a elevada turbidez
afeta os usos domeéstico, industrial e recreacional de uma adgua (CETESB, 2016).

Entretanto, a turbidez das aguas ndo é necessariamente uma ameaca para a saude,

porém, pode provocar impacto negativo na aceitabilidade pelo consumidor, por causa da
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nebulosidade. A turbidez das &guas subterraneas é derivada de particulas inertes de argila ou
precipitagdo de ferro reduzido ndo solivel e outros 6xidos provenientes da dissolucdo das
rochas (WHO, 2011).

4.1.10 Coliformes totais e Escherichia coli

Os resultados das andlises microbioldgicas obtidos para a amostra de dgua subterranea

utilizada para o abastecimento publico estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultado dos parametros microbiologicos.

Parametros Unidade Valor
Coliformes Totais P/N @ em 100 mL Positivo
Escherichia coli P/N ® em100 mL Positivo

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Nota: (1) Positivo/Negativo em 100 mL.

Avaliando os resultados obtidos nas analises microbioldgicas (Tabela 10), foi possivel
verificar a presenca de coliformes totais e de Escherichia coli na amostra de agua de
abastecimento publico. No entanto, segundo o que estabelece a Portaria de Consolidacao
n®5/2017, se houver presenca de um desses microrganismos, a agua nao é passivel de ser
consumida sem tratamento prévio, a ser realizado com algum agente antibactericida, como
por exemplo, o cloro e segundo dados arrecadados na prefeitura do municipio localizado na
Regido das Missbes do estado do Rio Grande do Sul, o po¢o em questdo esta recebendo o
tratamento de desinfecgdo, sendo realizado o monitoramento a cada 15 dias por empresa
terceirizada.

Entretanto, segundo a FUNASA (2014), as bactérias do grupo de coliformes,
sobrevivem a curtos periodos de tempo na agua e, quando presentes, admite-se que a
contaminacdo € recente. De acordo com a Portaria de Consolidacdo n° 5/2017, a avaliacdo da
contaminagdo por Escherichia coli no manancial subterraneo deve ser feita mediante coleta
mensal de amostra, recomendado no minimo quatro amostras, em ponto anterior ao local de
desinfeccéo.

As bactérias do grupo coliforme estdo presentes no intestino humano e de animais e
sdo eliminadas nas fezes. Os organismos patogénicos, presentes nas fezes, podem contaminar
as pessoas que se abastecam desta dgua quando atingem o ambiente aquatico. Entretanto, o
grupo dos coliformes inclui bactérias ndo exclusivamente de origem fecal, podendo ocorrer

naturalmente no solo, na agua e em plantas. O subgrupo das bactérias que fermentam a lactose
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a 44,5°C em 24 horas é conhecido como coliformes termotolerantes, tendo como principal

representante a Escherichia coli, que fermenta a lactose e manitol, com producdo de &cido e

gas, sendo considerada o mais especifico indicador de contaminacdo fecal. Sendo que a

principal fonte de contaminacdo por Escherichia coli na area rural, é decorrente da falta de

saneamento (FUNASA, 2014).

4.2 DETECTACAO E QUANTIFICACAO DOS AGROTOXICOS

Os resultados das anélises de detec¢do e quantificacdo de agrotoxicos podem ser

observados na Tabela 11.

Tabela 11 — ConcentracGes de agrotdxicos na amostra de dgua subterranea analisada e valores

maximo permitidos nas legislacGes.

N VMP @

Parametro fonl‘iir)‘"a‘?ao P. C. n° 52017 ® P. 320/2014 ® R. 369/2008 ©

He (g L™ (rgL™) (rgL™)
2,4-D ND @ 30,00 - -
Atrazina 1,42 2,00 - 2,00
Azoxistrobina 0,06 - - -
Bentazona ND @ - - 300,00
Carbofurano ND @ 7,00 - 7,00
Ciproconazol ND @ - 60,00 -
Clomazona 0,05 - - -
Difenoconazol ND @ - 60,00 -
Epoxiconazol ND @ - 18,00 -
Fipronil 3,00 - 1,20 -
Imazapique ND @ - - -
Imazetapir ND @ - 1.500,00 -
Malationa ND @ - - 190,00
Metsulfurom-metilico ND ® - 60,00 -
Penoxsulam ND @ - - -
Piraclostrobina ND @ - - -
Pirazossulfurom-etilico ND @ - - -
Pirimicarbe ND @ - - -
Profenofds ND @ 60,00 - -
Propiconazol ND @ - - -
Simazina ND @ 2,00 - 2,00
Tebuconazol 0,09 180,00 - -
Tiametoxam ND @ - 120,00 -
Trifloxistrobina 1,89 - - -

Fonte: Projeto MCTIC/CNPq n° 28/2018, 2019.

Notas: (1) N&o detectado; (2) Valor maximo permitido de acordo com as portarias e resolugdes; (3) Portaria de
Consolidagao n° 5/2017 do MS; (4) Portaria n® 320/2014 da Secretéria de Estado da Salde do Rio Grande Do
Sul; (5) Resolugéo n° 396/2008 do Conselho Nacional do Meio Ambiente.
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Dos vinte e quatro compostos determinados, seis foram quantificados. As
concentragfes de agrotoxicos encontradas na amostra de agua subterranea variaram de
0,05a3,00 ug L, sendo que um destes compostos pertencente a classificagdo toxicologia
pouco toxico (tebuconazol), trés mediamente toxico (atrazina, azoxistrobina e clomazona) e
dois altamente tdxico (trifloxistrobina e fipronil).

Estes seis compostos detectados e quantificados s&o indicados para as principais
culturas produzidas na regido das missdes do estado do Rio Grande do Sul, sendo estas a soja,
milho e trigo (CODETER, 2006).

Através da Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 do MS que estabelece pardmetros de
potabilidade para aguas de consumo humano, as concentracdes de atrazina (2 ugL™) e
tubeconazol (180 pg L), encontradas na amostra apresentaram valores inferiores a0 VMP
permitido por esta legislacdo. De acordo com a Portaria n® 320/2014 da Secretaria de Estado
da Saude do Rio Grande do Sul, que dispde os limites maximos permitidos de agrotoxicos em
agua utilizada para o abastecimento publico, é possivel perceber que o valor obtido para o
fipronil esta acima do limite recomendado, sendo este de 1,20 pg L. E os demais agrotoxicos
detectados e quantificados na amostra de agua ndo possuem VMP estabelecidos na legislacédo
brasileira.

Ao analisar o Anexo 7 do Anexo XX da Portaria de Consolidacdo n° 5 de 2017 do MS
(BRASIL, 2017), observa-se que o0s agrotdxicos correspondem a 42 % das substancias
guimicas que representam risco a saude, destes apenas atrazina, 2,4-D, endossulfan, glifosato,
mancozebe e trifluralina estdo entre os dez agrotdxicos mais consumidos no Brasil
(MARQUES, 2005). Portanto, destaca-se a importancia de se estabelecer VMP referente aos
agrotoxicos de acordo com a sazonalidade de producdo agricola no pais, pois é desconhecido
os efeitos deletérios a saude humana em detrimento dos subprodutos formados pela presenca
de mais de um agrotoxico (ALVES, 2017).

4.3 TOXICIDADE AGUDA COM DAPHNIA MAGNA

Para validacdo do teste agudo, seguindo orientacdes da NBR 12.713 (ABNT, 2016),
foi realizado o teste de sensibilidade antes da realizagdo das analises o qual resultou em uma
faixa de sensibilidade dos microcrustaceos de 0,6 a 1,0 mg L™, sendo assim, as Dm utilizadas
no teste de toxicidade aguda estavam aptas para uso, Vvisto que segundo Knie e Lopes (2004),

a faixa adequada da sensibilidade para Dm condiz a valores entre 0,6 € 1,0 mg L%, Os valores
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de pH ndo influenciaram nos resultados das andlises, pois as condi¢bes experimentais

apresentaram valores na faixa de 7,6 a 8,0 estando na faixa adequada para Dm.

4.3.1 Delineamento experimental e analises estatistica dos resultados obtidos para o teste

de toxicidade aguda com Daphnia magna

Os resultados obtidos 24 horas ap6s o inicio do teste com Dm, apontaram que o indice
de imobilidade foi inferior ao indice de imobilidade obtido em 48 horas de exposicéo,
corroborando os resultados identificados no teste de toxicidade aguda.

O DCCR 22 + 4 axiais com quadruplicata no ponto central e os resultados de
imobilidade obtidos no teste de toxicidade aguda apds 48 horas de exposicdo do

microcrustaceo Dm estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados do DCCR 22 + 4 axiais com quadruplicata no ponto central, para o

teste de toxicidade aguda.

Condicgdes experimentais Imobilidade de Dm ® ap6s

Experimento Coeficientes 48 horas de teste (%)
Glifosato (ug L) 2,4-D (ug L?)

1 -1 (280,00) 71 (16,00) 100,0
2 1 (720,00) -1 (16,00) 40,0
3 -1 (280,00) 1 (44,00) 100,0
4 1 (720,00) 1 (44,00) 100,0
5 -1,414 (136,00) 0 (30,00) 100,0
6 1,414 (864,00) 0 (30,00) 100,0
7 0 (500,00) -1,414 (6,77) 42,5
8 0 (500,00) 1,414 (53,23) 100,0
9 0 (500,00) 0 (30,00) 95,0
10 0 (500,00) 0 (30,00) 100,0
11 0 (500,00) 0 (30,00) 80,0

12 0 (500,00) 0 (30,00) 100,0
Controle negativo - - 0,0
Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Nota: (1) Daphnia magna.

Nos resultados apresentados na Tabela 12, pode ser observado que no controle
negativo realizado com &gua reconstituida ndo ocorreu imobilidade dos microcrustaceos
expostos, desta forma, segundo a ABNT NBR n° 12.713/2016, os resultados das analises sdo
validos, pois a porcentagem dos organismos imoéveis no controle foi 0 ou seja, inferior a 10 %

conforme recomendado pela norma.
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As concentragdes aplicadas nos experimentos 9, 10, 11 e 12 sdo os valores maximos
permitidos na Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 para os agrotoxicos glifosato e 2,4-D. Na
Tabela 12 observa-se, que a letalidade ap6s 48 horas de exposicdo nos experimentos foi
analoga, com imobilidade média de 93,7 % dos microcrustaceos expostos. Isto significa que,
0s VMP na Portaria de Consolidagéo n° 5/2017 apresentam toxicidade aguda para Dm.

Ainda pode ser observado que 66,7 % dos experimentos realizados apresentaram
100 % de imobilidade no teste agudo com Dm. Estes resultados significam que baixas e
elevadas concentracbes dos herbicidas glifosato e 2,4-D causam toxicidade aguda no
microcrustaceo.

Nos experimentos 2 e 7, constata-se que as menores concentragbes de 2,4-D
correspondentes a 6,77ugL? e 16,00 ugL? imobilizam menos que as elevadas
concentragdes, sendo possivel constatar que o 2, 4-D apresenta toxicidade aguda mais elevada
quando comparado ao glifosato, sendo assim os valores obtidos para os agrotoxicos estdo em
concordancia com os VMP estabelecidos na Portaria de Consolidagdo n° 5/2017, pois devido
a elevada toxicidade o VMP do 24-D (30,0ugL?®) é inferior ao VMP do
glifosato (500,0 ug L.

No entanto, conforme pode ser visualizado na Figura 17, os resultados obtidos ndo
apresentaram excelente ajuste do modelo entre os valores previstos e observados para o teste
de toxicidade aguda, porém se encontram préximos a linha de tendéncia indicando a validade

dos resultados obtidos.

Figura 17 — Correlagéo entre os valores observados na imobilidade de Daphnia magna e 0s

valores previsto pelo modelo estatistico proposto para o teste de toxicidade aguda.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
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O efeito das interagBes, com nivel de significancia de 95 % (p<0,05) referente a
imobilidade do microcrustaceo Dm no teste de toxicidade aguda esta apresentado na Tabela
13.

De acordo com o efeito das interagOes, € possivel identificar que somente o 2,4-D
linear e a relacéo entre glifosato linear e 2,4-D linear séo expressivos ao nivel de significancia

de 95 % (p < 0,05) e possuem t-estatistico superior a 2 absoluto.

Tabela 13 — Efeito das interagdes entre as varidveis do processo (glifosato (ai); 2,4-D (a2))

para a imobilidade de Daphnia magna em 48 horas de exposicdo com nivel de significancia

de 95 % (p < 0,05).

Acles dos . Erro

parametros Coeficientes  Valor Padrio test p-valor
o ao 93,2659 5,7155 16,3181 < 0,001
(o1 a1 -12,6649 7,6039 -1,6656 0,1468
(0n)? b1 3,9681 7,2406 0,5480 0,6034
g2 a 32,6954 7,5913 4,3070 0,0050
(02)? D22 -16,9337 7,2023 -2,3512 0,0570
01X Q2 b1 30,0000 11,7029 2,5635 0,0427

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Notas: (as) média das interacdes; (ai) glifosato (ug L) linear; (bi;) glifosato (ug L) quadrético;
(a2) 2,4-D (ug LY) linear; (bz2) 2,4-D (ug L) quadratico; (bi2) relagdo glifosato (ug L) linear e 2,4-D (ug L)
linear; (tes) t-estatistico; r? = 0,854.

O efeito positivo (a2>0 e bi2>0) em termos lineares sugere que quanto maior a
concentracdo de 2,4-D e quanto mais elevada a concentracdo conjunta de glifosato e 2,4-D,
maior sera o efeito de toxicidade aguda em Dm.

A Figura 18, expressa o efeito das interacbes com nivel de significancia de 95 %
(p < 0,05) referente a imobilidade do microcrustaceo Dm no teste de toxicidade aguda.

De acordo com a Tabela 13 e a Figura 18, o0 2,4-D quadratico e o glifosato linear e
quadratico, ndo sdo significativos a 95 % (p<0,05), pois 0 que esta regendo a 95 % de

significancia é o 2,4-D linear e a relacdo entre o glifosato linear e 0 2,4-D linear.
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Figura 18 — Efeito das interacdes entre as variaveis do processo (glifosato (a1); 2,4-D (a2))
para a imobilidade de Dm em 48 horas de exposicdo com nivel de significancia de 95%

(p < 0,05) expressas no diagrama de Pareto.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Notas: (1) Linear; (2) Quadratico.

Para validar o ajuste do modelo proposto pelos resultados obtidos, a significancia dos
efeitos de toxicidade aguda entre os dois agrotoxicos e suas interacdes foram verificadas pela
ANOVA. Os resultados foram obtidos através do  Software Statistica®
(Copyright 1984 2007 by statsoft, Inc) sendo que foi utilizada a opcao trial disponivel por um
periodo de trés meses e podem ser observados na Tabela 14.

Tabela 14 — Teste da andlise de variancia do modelo previsto para a imobilidade do
microcrustaceo Daphnia magna apds 48 horas de exposicdo ao nivel de significancia de 95 %
(p <0,05).

s F Nivel de
Parametro Fon_te~ de Soma dos C_Srau de Média dos significancia
variacdo quadrados liberdade quadrados Cal. Est. (%)
Imobilidade Regressdo 5.639,06 5 1127,81 823 439 <01
Daphnia Residuos 821,75 6 136,96
magna 48h  Total 6.460,81 11

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Notas: (cal.) calculado; (est.) estatistico ou tabelado; r?: 0,85.

A ANOVA dos resultados obtidos referentes imobilidade das Dm demostrou que o
DCCR é valido no intervalo de confianca de 95 % resultando em excelente reproducdo das

respostas experimentais. Conforme pode ser averiguado na Tabela 14, 0 Fcaiculado (8,23) €
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maior que 0 Franelado (4,39), sendo possivel identificar os valores dos agrotdxicos que possuem

influéncia significativa com a imobilidade do microcrustdceo Dm.

Os resultados da toxicidade aguda da amostra de agua fortificada com os agrotoxicos

glifosato e 2,4-D podem ser visualizados no grafico de superficie de resposta e tridimensional

(Figura 19).

Figura 19 — Superficie de resposta em relacdo a imobilidade de Dm.
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Fonte: Autora, 2019.

Notas: (a) grafico de superficie de resposta; (b) grafico tridimensional.

De acordo com a anélise observa-se na Figura 19 que o 2,4-D é altamente efetivo na
imobilidade do microcrustaceo Dm nas baixas, médias e elevadas concentragfes. O herbicida
glifosato causa toxicidade aguda nas baixas e médias concentracdes. A combinacdo dos dois
agrotoxicos em baixas concentracdes é altamente efetiva na imobilidade do microcrustaceo,
concentrag0es medianas dos herbicidas causam imobilidade nas Dm, em baixas concentragdes
de 2,4-D e elevadas concentracGes de glifosato observa-se uma reducdo na imobilidade

guando comparada com as outras concentracdes. Logo, os agrotoxicos causam toxicidade
aguda no microcrustdceo Dm, entretanto o 2,4-D apresenta toxicidade aguda nas diferentes
concentragoes.

Diferentes autores tém apontado os efeitos toxicos decorrentes do 2,4-D. No estudo
realizado por Mazhar et al. (2012), os autores investigaram os danos causados na gestagéo de
ratas expostas ao 2,4-D do 1° ao 19° dia de gestacéo e foi observada a diminui¢do do peso do
utero, peso da ninhada, peso corporeo e tamanho fetal. O estudo realizado por Garaj-Vrhovac

e Zeljezic (2002), abordou a exposicdo de trabalhadores a varios tipos de agrotoxicos, dentre
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eles 0 2,4-D e demonstraram que nessas situacdes de exposicdo pode ocorrer danos no
material genético.

De acordo com Friedrich (2014), quando um mesmo tipo de dano sobre a saude €
encontrado em mais de uma espécie animal, as evidéncias de afirmar que tais efeitos podem
de fato ocorrer nas situa¢@es de exposi¢do humana é muito mais substantivo.

Embora a toxicidade aguda do glifosato seja considerada baixa, alguns autores tém
sugerido que o herbicida pode causar danos de nascimento em espécies de animais. Ingaramo
et al. (2019), realizaram um estudo para avaliar os efeitos uterinos agudos e alteracdes
reprodutivas a longo prazo em ratos fémeas expostas a uma mistura de endossulfan e
glifosato, e concluiram que os ratos expostos ao glifosato e a mistura de ambos agrotdxicos
apresentaram incremento de incidéncia de hiperplasia epitelial luminal e durante a vida adulta
0s ratos expostos a mistura e ao glifosato apresentaram maiores perdas pés-implantacéo,
enquanto que somente o endossulfan produziu aumento nas perdas pds-implantagdo, sendo
assim, ambos os agrotdxicos produziram efeitos agudos e reprodutivos deletérios em longo

prazo (90 dias).

4.4 GENOTOXICIDADE COM ALLIUM CEPA

Visando complementar as analises de toxicidade aguda foram realizados ensaios de
genotoxicidade utilizando o bioindicador Allium cepa, nos quais foram analisadas trés mil
células para cada condicdo experimental contabilizando as células em interfase e as que

estavam nas fases de mitose para o calculo de indice mitético.

4.4.1 Delineamento experimental e analises estatistica dos resultados obtidos para o teste

Allium cepa

Através da analise de microscopia optica realizada com as condi¢des experimentais
foi possivel identificar alteracbes nos estagios celulares, induzindo a uma ampla gama de
anormalidades mitoticas em relagdo ao controle das raizes de Allium Cepa.

O DCCR 22 + 4 axiais com quadruplicata no ponto central e os resultados do indice
mitotico obtido no teste Allium cepa realizado com amostra de agua subterranea fortificada

com os agrotoxicos glifosato e 2,4-D estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados do DCCR 22 + 4 axiais com quadruplicata no ponto central para o
teste Allium cepa.

Condig0es experimentais < g
Indice Mitético

Experimento

Coeficientes Allium cepa (%)

Glifosato (ug L?) 2,4D (ug L?)
1 -1 (280,00) -1 (16,00) 1,90
2 1 (720,00) -1 (16,00) 2,36
3 -1 (280,00) 1 (44,00) 1,90
4 1 (720,00) 1 (44,00) 3,01
5 -1,414 (136,00) 0 (30,00) 1,42
6 1,414 (864,00) 0 (30,00) 2,73
7 0 (500,00) -1,414 (6,77) 2,18
8 0 (500,00) 1,414 (53,23) 2,40
9 0 (500,00) 0 (30,00) 3,72
10 0 (500,00) 0 (30,00) 3,93
11 0 (500,00) 0 (30,00) 3,87
12 0 (500,00) 0 (30,00) 3,10
Controle negativo - - 6,80

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, é possivel observar que o
valor do IM para o controle negativo foi de 6,8 %. Nesta condicdo experimental foi possivel
contabilizar as células que estavam em interfase e as fases mitdticas: profase, metéfase,
anafase e tel6fase, como pode ser visualizado na Figura 20, com aumento microscépico de

100 vezes.

Figura 20 — Células do controle negativo em mitose.

(b)

A

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) profase; (b) metafase; (c) anafase; (d) telofase.

No resultado para o experimento 1, foi observado que as baixas concentracdes de
glifosato e 2,4-D causaram alteracfes cromossomicas, sendo que o IM obtido foi de 1,90 %.
Para a concentracdo de glifosato correspondente a 280,0 pg L e com a concentragdo de
2,4-D correspondente a 44,0 ug L, o indice mitético foi de 1,90 %. O experimento que
obteve o menor valor de indice mitético (1,42 %), foi o0 experimento 5, sendo este equivalente
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a minima concentracdo de glifosato (136,0 pg L) e a concentragdo de 2,4-D foi o valor
maximo permitido pela Portaria de Consolidagdo n° 5/2017, de 30,0 ug L. Nestes trés
experimentos, foi possivel observar em grande quantidade a presenca de nucleos mal

formados, conforme pode ser observado na Figura 21.

Figura 21 — Nucleos mal formados no experimento 5.

Fonte: Autora, 20109.

As menores concentracdes de 2,4-D (6,77 pug L™ e 16,00 pg L) e as mais elevadas de
glifosato (500,00 ug L™ e 864,00 ug L) apresentaram o valor de indice mitético
semelhantes, tendo como média do IM 2,27 %.

Nos experimentos 4, 6 e 8, sdo observadas elevadas concentracbes de ambos
herbicidas, sendo que a média do IM foi de 2,71 %. A concentracédo referente ao experimento
8, é referente a0 VMP do glifosato (500,00 pg L) e a concentragdo mais elevada do
2,4-D (53,23 pg L1), como pode ser visualizado na Figura 22, entre os trés experimentos, a
condicdo experimental 8 apresentou o maior indice de mal formag6es, devido ao fato do

2,4-D apresentar maior toxicidade quando comparado ao glifosato.

Figura 22 — Células observadas nos experimentos 4, 6 e 8.

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) experimento 4 com aumento microscopico de 100 vezes; (b) experimento 6 com aumento
microscépico de 100 vezes; (c) experimento 8 com aumento microscdpico de 100 vezes.
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As concentracdes de agrotoxicos aplicadas nos experimentos 9, 10, 11 e 12 sdo 0s
VMP estabelecidos na Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 do MS para os agrotoxicos
glifosato e 2,4-D. Observa-se na Tabela 15, que o indice mitético ap6s 72 horas de exposicédo
nos experimentos foi andlogo, com valor médio de 3,65 %. Em compara¢do com 0s outros
experimentos, estas foram as concentragdes que apresentaram o valor de IM mais elevado.
Entretanto todos experimentos realizados com a amostra de agua fortificada com os
agrotoxicos glifosato e 2,4-D apresentaram o IM inferior ao controle negativo, conforme
Leme e Marin-Morales (2009), quanto menor o IM, maiores sdo as possibilidades de
ocorréncia de aberragdes cromossémicas.

Na Figura 23, pode ser visualizada as células com aumento microscépico de 4 vezes,

10 vezes, 40 vezes e 100 vezes respectivamente para o experimento 9.

Figura 23 — Células das raizes de Allium cepa expostas ao experimento 9.

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) 4 vezes; (b) 10 vezes; (c) 40 vezes; (d) 100 vezes.

Conforme pode ser visualizado na Figura 24, os resultados obtidos apresentaram um

bom ajuste do modelo entre os valores previstos e observados para o teste Allium cepa.
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Figura 24 — Correlacdo entre os valores observados no indice mitdtico e os valores previsto
pelo modelo estatistico proposto para o teste Allium cepa.

Valores Previstos

1.0 L5 2,0 25 3.0 3.5 4,0 4.5

Valores Observados

Fonte: Autora, 2019.

O efeito das interagdes, com nivel de significancia de 95 % (p < 0,05) referente ao IM
no teste Allium cepa esta apresentado na Tabela 16.

De acordo com o efeito das interacGes, € possivel identificar que o glifosato linear e
quadratico e o0 2,4-D quadratico sdo expressivos ao nivel de significancia de 95 % (p < 0,05) e
possuem t-estatistico superior a 2 absoluto.

O efeito positivo (a1> 0) em termos lineares sugere que quanto maior a concentracao
de glifosato maiores sdo as possibilidades de ocorréncia de aberracdes cromossdmicas. Assim
como o efeito negativo ((b11 < 0); (b22< 0)) em termos quadraticos indicam que a reducéo nas
concentracOes dos agrotoxicos também possibilitard maiores probabilidades de ocorréncia de

aberracdes cromossémicas.

Tabela 16 — Efeito das interacdes entre as varidveis do processo (glifosato (ai); 2,4-D (a2))

para o teste Allium cepa com nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

Acbes dos

N Coeficientes  Valor Erro Padrdo  tes p-valor
parametros
Qo ao 3,6060 0,1625 22,1853 < 0,001
o]l a1 0,7889 0,2162 3,6482 0,0107
(qo)° b -1,2147  0,2059 -5,8999 0,0010
02 az 0,2135 0,2159 0,9892 0,3608
(92)° D22 -1,0512 0,2048 -5,1322 0,0021
Q1% Q2 D12 0,3250 0,3328 0,9765 0,3665

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Notas: (ag) média das interacOes; (ai) glifosato (ug L) linear; (bi1) glifosato (ug L) quadrético; (az) 2,4-
D (ug L) linear; (bz) 2,4-D (ug L) quadratico; (bs2) relagdo glifosato (ug L) linear e 2,4-D (ug L) linear;
(test) t-estatistico; r> = 0,912.
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Na Figura 25, esta expresso o efeito das interacbes com nivel de significancia de 95 %

(p < 0,05) referente ao indice mitético obtido no teste Allium cepa.

Figura 25 — Efeito das interacdes entre as varidveis do processo (glifosato (a1); 2,4-D (a2))
para o indice mitético obtido no teste Allium cepa com nivel de significancia de 95 %

(p < 0,05) expressas no diagrama de Pareto.

Glifosato (g L) Q) -5.89988)|

-5.13225
24D (gLt QW

- 5 3.64823
Glifosato (ug L'1) L@ >

= 0.98917
24D (ugLH)L®

Glifosato (ng L) L@ e 097652

24D (ugLH L@

Fonte: Autora, 2019.
Notas: (1) Linear; (2) Quadratico.

De acordo com a Tabela 16 e a Figura 25, 0 2,4-D linear e a relagdo entre glifosato
linear e 2,4-D linear, ndo séo significativos a 95 % (p < 0,05), pois 0 que esta regendo a 95 %
de significancia corresponde ao glifosato linear e quadratico e o 2,4-D quadratico.

Para validar o ajuste do modelo proposto pelos resultados obtidos, a significancia dos
efeitos do teste Allium cepa entre o0s dois agrotoxicos e suas interacdes foram verificadas pela
ANOVA (Tabela 17).

Tabela 17 — Teste da anélise de variancia do modelo previsto para o teste Allium cepa apés 72
horas de exposicdo nas amostras fortificadas com glifosato e 2,4-D ao nivel de significancia
de 95 % (p < 0,05).

Parametro Fon_te ge Soma dos (_arau de Médiados F I\_Il’ve_l .d(f _
variacdo quadrados liberdade quadrados Cal. Est. significancia (%0)

indice Regressdo 7,57 5 1,51 13,67 4,39 <0,1

Mitético Residuos 0,66 6 0,11

Allium cepa Total 8,24 11

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Notas: (cal.) calculado; (est.) estatistico ou tabelado; r?: 0,91.
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A ANOVA dos resultados obtidos referentes ao IM demostrou que o0 DCCR é vélido
no intervalo de confianga de 95 % resultando em excelente reproducdo das respostas

experimentais.
Conforme pode ser averiguado na Tabela 17, 0 Fcaiculado (13,67) é maior que 0 Frabelado
(4,39), sendo possivel identificar os valores dos agrotoxicos que possuem influéncia
significativa com o IM.
Os resultados do teste Allium cepa da amostra de dgua fortificada com os agrotoxicos

glifosato e 2,4-D podem ser visualizados no grafico de superficie de resposta e bidimensional

e tridimensional (Figura 26).

Figura 26 — Superficie de resposta em relacdo ao indice mitotico obtido através da exposicao

de Allium cepa.
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Fonte: Autora, 2019.
Notas: (a) gréafico de superficie de resposta; (b) grafico tridimensional.

De acordo com a anélise estatistica e a interpretacdo dos resultados obtidos, observa-se
na Figura 26, que o 2,4-D e o glifosato originam menores valores do indice mitoticos em
baixas concentracOes. Elevada concentracdo de glifosato e baixa concentragdo de 2,4-D o
valor do IM é mediano, 0 mesmo ocorre em elevadas concentragcdes de ambos agrotoxicos.
Para os VMP estabelecidos na Portaria de Consolidacdo n°® 5/2017 o IM ¢é mais elevado
reduzindo as aberragdes cromossomicas.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), valores do IM menores que os valores
do controle negativo indicam alteracdes provenientes de substancias quimicas podendo causar
danos aos organismos expostos. Com base nos valores obtidos nas analises, conclui-se que 0s

agrotoxicos glifosato e 2,4-D causaram danos nas células de Allium cepa.
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5 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos nas analises realizadas para a amostra de agua do
poco subterraneo utilizada para abastecimento humano em uma comunidade rural de um
municipio da Regido das Missdes do estado do Rio Grande do Sul, foi possivel comparar com
0s VMP estabelecidos na Portaria de Consolidagdo n° 5/2017 do Ministério da Saude.

Em comparacdo dos parametros fisico-quimicos, com os valores maximos permitidos
na Portaria de Consolidacdo n® 5/2017, constatou-se que somente o parametro fluoreto
apresentou valor inferior ao estabelecido pela legislacdo e os parametros cor aparente, dureza,
pH e turbidez estdo em conformidade com a referida legislagéo.

Para os demais pardmetros analisados, absorvancia (A — 254 nm), condutividade
elétrica, OD e temperatura a Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 ndo estabelece parametros a
serem considerados, entretanto, de acordo com os valores encontrados na literatura, 0S
parametros estdo em conformidade com a matriz estudada, ou seja dguas provenientes de
mananciais subterraneos.

No que tange aos resultados obtidos nas analises microbioldgicas foi possivel verificar
a presenca de coliformes totais e de Escherichia coli na amostra de agua de abastecimento
publico, estando em desconformidade com o estabelecido na Portaria de Consolidacdo
n®5/2017, pois de acordo com esta portaria, estes pardmetros devem estar ausentes em
amostras de agua e quando houver presenca de um desses microrganismos, a agua nao €
passivel de ser consumida sem tratamento prévio.

Foi constatado em pesquisa complementar correspondente a analise dos agrotdxicos, a
presenca de atrazina, azoxistrobina, clomazona, fipronil, tebuconazol e trifloxistrobina. Destes
somente dois possuem VMP estabelecidos na Portaria de Consolidacdo n® 5/2017, sendo a
atrazina e o tebuconazol, nos quais as concentracfes encontradas foram inferiores aos limites
estabelecidos. Enquanto que o fipronil apresentou concentragdo duas vezes e meia maior que
0 estabelecido na Portaria n® 320/2014 da Secretaria de Estado da Saude do Rio Grande do
Sul e os demais agrotoxicos ndo possuem VMP nas legislacBes consideradas neste estudo.
Através das caracteristicas do local de coleta e dos tipos de agrotoxicos detectados na amostra
de &gua subterranea, acredita-se que a presenca de multiresiduos de agrotoxicos esta
relacionada com a frequéncia de aplicacdo dos agrotdxicos e devido as caracteristicas do solo.

O teste de toxicidade aguda com a amostra de agua fortificada com os agrotoxicos 2,4-
D e glifosato se mostraram muito Uteis, pois foi possivel detectar interferéncias que a mistura

de agrotoxicos pode causar em diferentes concentragfes. Assim, o DCCR e a analise
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estatistica foram fundamentais para a compreensdo dos efeitos toxicos causados as Dm, bem
como permitiram conferir uma confiabilidade estatistica de 95 % que o herbicida 2,4-D é mais
toxico que o herbicida glifosato, corroborando ao VMP estabelecido na Portaria de
Consolidacdo n° 5/2017. Ainda através do teste de toxicidade aguda, foi possivel confirmar
que o VMP estabelecido na Portaria de Consolida¢do n® 5/2017 para ambos agrotdxicos é
coerente.

Por meio do teste de genotoxicidade realizado com o bioindicador Allium cepa foi
possivel concluir que a amostra de agua fortificada com a mistura dos agrotoxicos glifosato e
2,4-D causam aberragdes cromossomicas nas diversas concentracdes, inclusive em
concentracdo apresentadas pela Portaria de Consolidacdo n° 05/2017 como sendo aceitavel
nas aguas utilizadas para o abastecimento publico no pais. Além disto, por meio do DCCR e
da analise estatistica, foi possivel confirmar que mesmo as menores concentracdes dos
agrotoxicos estudados proporcionam a ocorréncia de aberragcbes cromossémicas. Conclui-se
que a mistura de agrotoxicos na amostra de dgua de abastecimento publico apresenta potencial
genotoxico para células eucarioticas, sendo fortes indicios que o glifosato, 2,4-D e os
multiresiduos de agrotdxicos detectados na amostra interferem nos processos de diviséo
celular.

De maneira geral, a realizacdo das analises dos parametros fisico-quimicos e
biolégicos demonstraram ser ferramentas essenciais na avaliagdo do estado de salde das
aguas subterraneas, juntamente com o teste de toxicidade e genotoxicidade da amostra poluida
e fortificada com agrotoxicos, sendo uma forma de alerta a populacdo e aos 0Orgaos
responsaveis pela qualidade ambiental e pela salide da populacdo, pois estamos consumindo
multiresiduos de agrotdxicos por meio da dgua de abastecimento e o consumo indireto esta
sendo relacionados a diversas doencas.

No caso do fluoreto, 0 manancial subterraneo ndo recebe tratamento de fluoretacéo,
sugere-se que seja instalado um sistema de fluoretacdo no local, pois a fluoretagdo da agua
para consumo humano é uma medida preventiva que reduz a prevaléncia de carie dental em
populagdes expostas.

Referente ao Escherichia coli e coliformes totais, 0 poco de abastecimento publico
recebe tratamento de desinfeccdo através de clorador, entretanto sugere-se que seja reavaliado
0 sistema de desinfeccdo visando eliminar as bactérias que podem estar presentes nas aguas
subterraneas.

De acordo com os resultados das analises, sugere-se que sejam realizados além dos

testes de toxicidade aguda os testes de toxicidade cronica com Dm para as concentra¢fes dos
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agrotoxicos glifosato e 2,4-D, pois em algumas condigBes experimentais ndo houve a
letalidade dos microcrustaceos no periodo de exposicdo de 48 horas, entretanto a
concentracdo destes agrotoxicos pode ser bioacumulativa e consequentemente causar
toxicidade em um periodo de tempo mais elevado.

Devido aos agrotoxicos azoxistrobina, clomazona e trifloxistrobina que foram
detectados na amostra de &gua subterrdnea utilizada para o abastecimento publico néo
possuirem VMP nas portarias normativas sugere-se realizar testes de toxicidade aguda,
crénica e de genotoxicidade visando identificar a toxicidade e as interferéncias nos processos

de divisao celular.
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