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RESUMO

SORIGOTTO, L. R. Caracterizacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos em espécies nao-alvo
decorrentes das praticas de manejo do solo em areas de pastagem extensiva, pastagem
intensiva e cana-de-agUcar. 2022. 157 f. Monografia (Graduagdo em Engenharia Ambiental)
— Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, 2022.

A crescente preocupacdo ambiental e a demanda pela substituicdo de combustiveis fosseis por
biocombustiveis tornaram o Brasil o0 maior produtor mundial de cana-de-agUcar para geracdo
de etanol. A expansdo da cultura vem ocorrendo, principalmente, sobre pastagens
subutilizadas, enquanto as pastagens remanescentes estdo sendo intensificadas para
compensar a perda de area. Ambos 0s processos estdo associados ao uso intensivo de
fertilizantes e agrotoxicos. Entre os agrotoxicos mais utilizados no cultivo da cana estdo o
2,4-D (herbicida) e o fipronil (inseticida), e entre as préaticas de fertilizacdo destaca-se a
fertirrigagdo com vinhaca, que podem atingir 0s ecossistemas aquaticos e causar efeitos
toxicos sobre organismos ndo-alvo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade da
agua e os efeitos ecotoxicoldgicos decorrentes das praticas de manejo do solo em pastagens
extensivas, pastagens intensivas e cana-de-acUcar, utilizando trés espécies ndo-alvo como
bioindicadoras: Ceriodaphnia silvestrii (imobilidade e reproducdo), Eruca sativa
(germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz) e Chironomus sancticaroli (mortalidade,
crescimento, desenvolvimento e deformidade de mento), por meio de amostras coletadas em
modelos ecossistémicos (mesocosmos) inseridos nas trés matrizes de uso do solo,
considerando a variacdo temporal entre duas coletas (janeiro/2020 e agosto/2020). Para a
analise da qualidade da &gua dos mesocosmos foram medidas variaveis fisicas, quimicas e
bioldgicas in situ (pH, temperatura, oxigénio dissolvido, turbidez, clorofila e condutividade
elétrica) e em laboratorio (nitrogénio total, nitrito, nitrato, ion amonio, fosforo total, fosfato
total dissolvido, fosfato inorganico, silicato, dureza, metais e agrotdxicos). Verificou-se que o
manejo aplicado na intensificacdo do pasto e na cana-de-agUcar tem efeitos nas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas dos mesocosmos, embora nem sempre tenha uma
correspondéncia direta na toxicidade sobre as espécies testadas. A partir da quantificacdo do
2,4-D e fipronil nas amostras de dgua dos mesocosmos, aferiu-se que o tipo de cobertura do
solo, o local de aplicacdo dos produtos e o periodo do ano (seco ou chuvoso) exercem
influéncia sobre o transporte dos agrotoxicos para o corpo hidrico. Além disso, a presenca
desses produtos em amostras de agua ou sedimento por um longo periodo apds a sua
aplicacdo é indicativo da sua persisténcia no ambiente. Quanto aos testes ecotoxicoldgicos, as
amostras de &gua causaram efeito sobre a reproducdo da C. silvestrii, provavelmente
recebendo influéncia das condicdes de campo, como a concentracdo de nutrientes, e da
presenca dos agrotdxicos e vinhaca em mistura. Ja a exposicdo do C. sancticaroli as amostras
de sedimento levou ao aumento das deformidades nos organismos-teste, principalmente no
tratamento da cana-de-agucar, onde foi quantificada a maior concentracéo de fipronil. Quanto
a E. sativa, a germinacdo das sementes e 0 comprimento da raiz e parte aérea indicaram uma
possivel influéncia da concentracdo de nutrientes para o0 melhor desenvolvimento das plantas,
observado principalmente com as amostras do tratamento da cana-de-aglcar, onde houve
fertilizagdo (NPK) e fertirrigacdo (vinhaga). Com base nesses resultados, ressalta-se a
importancia de estudos desenvolvidos em campo e que considerem misturas de contaminantes
em diferentes matrizes.

Palavras-chave: Agrotoxicos. 2,4-D. Fipronil. Vinhaga. Mesocosmos. Ceriodaphnia silvestrii.
Eruca sativa. Chironomus sancticaroli.



ABSTRACT

SORIGOTTO, L. R. Characterization of ecotoxicological effects on non-target species
resulting from soil management practices in areas of extensive pasture, intensive pasture
and sugarcane. 2022. 157 f. Monografia (Graduacdo em Engenharia Ambiental) — Escola de
Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, 2022.

Growing environmental concerns and the demand for replacing fossil fuels with biofuels have
made Brazil the world's largest producer of sugarcane for ethanol generation. Crop expansion
has been occurring mainly on underused pastures, while the remaining pastures are being
intensified to compensate for the loss of area. Both processes are associated with the intensive
use of fertilizers and pesticides. Among the most used pesticides in sugarcane culture are
2,4-D (herbicide) and fipronil (insecticide), and among the fertilization practices, fertigation
with vinasse stands out, which can affect aquatic ecosystems and cause toxic effects on non-
target organisms. The aim of the present study was to evaluate the water quality and
ecotoxicological effects resulting from soil management practices in extensive pastures,
intensive pastures and sugarcane, using three non-target species as bioindicators:
Ceriodaphnia silvestrii (immobility and reproduction ), Eruca sativa (germination, shoot and
root length) and Chironomus sancticaroli (mortality, growth, development and mentum
deformity), through samples collected in ecosystem models (mesocosms) inserted in the three
land use matrices, considering the temporal variation between two collections (January/2020
and August/2020). For the analysis of the water quality of the mesocosms, physical, chemical
and biological variables were measured in situ (pH, temperature, dissolved oxygen, turbidity,
chlorophyll and electrical conductivity) and in laboratory (total nitrogen, nitrite, nitrate,
ammonium ion, total phosphorus, total dissolved phosphate, inorganic phosphate, silicate,
hardness, metals and pesticides). It was found that the management applied in pasture
intensification and in sugarcane have effects on the physical, chemical and biological
characteristics of the mesocosms, although it does not always have a direct correspondence in
the toxicity on the tested species. From the quantification of 2,4-D and fipronil in the water
samples of the mesocosms, it was verified that the type of soil cover, the place of application
of the products and the period of the year (dry or rainy) influences the transport of pesticides
to the water body. Furthermore, the presence of these products in water or sediment samples
for a long period after their application is indicative of their persistence in the environment.
As for the ecotoxicological tests, the water samples had an effect on the reproduction of C.
silvestrii, probably being influenced by field conditions, such as the concentration of
nutrients, and the presence of pesticides and vinasse in mixture. The exposure of C.
sancticaroli to sediment samples led to an increase in deformities in the test organisms,
especially in the treatment of sugarcane, where the highest concentration of fipronil was
quantified. As for E. sativa, seed germination and the length of the root and shoot indicated a
possible influence of the concentration of nutrients for the best development of the plants,
mainly with the samples of the sugarcane treatment, where there was fertilization (NPK) and
fertigation (vinasse). Based on these results, the importance of field studies that consider
mixtures of contaminants in different matrices is emphasized.

Keywords: Pesticides. 2,4-D. Fipronil. Vinasse. Mesocosm. Ceriodaphnia silvestrii. Eruca
sativa. Chironomus sancticaroli.
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1 INTRODUCAO

Desde a Revolucdo Industrial, os padrdes de producdo e consumo de energia tém se
baseado nas fontes fdsseis, que geram emissdes de poluentes, gases de efeito estufa e pdem
em risco o0 suprimento desses recursos a longo prazo no planeta (GOLDEMBERG; LUCON,
2007). A crescente preocupacdo mundial com questdes ambientais e o surgimento de acordos
globais, como o Protocolo de Quioto (1997) e o Acordo de Paris (2015), os quais possuem
como clausula a substituicdo de combustiveis fésseis por biocombustiveis, incentivaram a
instituicdo da Politica Nacional dos Biocombustiveis (RenovaBio) no Brasil, em 2017
(VIEGAS; RAMOS; FERNANDES, 2018). A lei tem como objetivo a expansdo de
biocombustiveis na matriz energética nacional, a fim de cumprir o Acordo de Paris e
promover a reducdo na emissdo de gases de efeito estufa, respeitando os pressupostos de
desenvolvimento sustentdvel, com expectativa de alcancar, no pais, uma producdo de 50
bilhdes de litros anuais de etanol em 2030 (BRASIL, 2017; MELO, 2018).

As grandes areas cultivaveis e condi¢Ges edafoclimaticas favoraveis, aliadas ao
aumento da demanda por biocombustiveis, tornam o Brasil 0 maior produtor mundial de cana-
de-agUcar, com uma area de cultivo que atingiu 8,6 milhGes de hectares, responsavel por 23%
da producdo mundial de acicar (BORDONAL et al., 2018; COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2021). Por ndo ser particularmente exigente em termos de
solo e adaptar-se razoavelmente bem em solos de fertilidade média e com alta porosidade, a
cultura de cana-de-aglUcar expandiu-se intensamente no pais (GOLDEMBERG; COELHO;
GUARDABASSI, 2008).

O estado de Sdo Paulo € o maior produtor de cana-de-agucar no Brasil,
correspondendo a 50% da producdo nacional (CONAB, 2022). Neste estado, entre 2002 e
2006 a maior parte da expansao de canaviais ocorreu sobre areas subutilizadas de pastagem,
decorrentes de abandono ou degradacao devido ao manejo inadequado (DIAS-FILHO, 2014;
LORA et al., 2006). Em S&o Paulo, o processo de conversdo de pastagens em cana-de-agtcar
ocorreu predominantemente no Oeste e Noroeste do estado, com reducdo de 53,5% das areas
de pastagem e aumento de 143,8% das areas de cultivo de cana entre os anos de 1999 e 2019
(OGURA et al., 2022a). Um dos aspectos positivos da expansdo da cultura de cana-de-agucar

sobre essas areas € a reducdo da ameaca de conversdo irreversivel de ecossistemas virgens,
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como florestas tropicais, em areas desmatadas para producdo agricola (GOLDEMBERG,;
COELHO; GUARDABASSI, 2008).

O manejo agricola que maximiza a producdo de cana-de-acucar e reduz perdas por
pragas e ervas daninhas é baseado no consumo elevado de fertilizantes e agrotoxicos, 0s quais
implicam em impactos negativos ao meio ambiente e comunidades de diferentes
compartimentos ambientais (FRIMPONG et al., 2018; TURETTA et al., 2017). O Brasil é
considerado o maior mercado mundial de agrotoxicos desde 2008 e, dentre os ingredientes
ativos mais utilizados na cultura da cana-de-aguUcar, estdo o acido diclorofenoxiacético (2,4-D,
herbicida) e o fipronil (inseticida) (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO
PAULO - CETESB, 2010; RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014). Apesar de
aplicados com a finalidade de eliminar organismos que prejudiquem a produtividade da
cultura, os agrotoxicos também pdem em risco organismos ndo-alvo presentes nos diferentes
compartimentos ambientais. Em ecossistemas aquéticos, por exemplo, a contamina¢do pode
ocorrer diretamente pela acdo do vento no momento da aplicagdo (spray drift), por
escorrimento superficial e por lixiviacdo (CEREJEIRA et al., 2003; NEGRO, 2013).

Outro composto utilizado no cultivo de cana-de-agUcar é a vinhaca, usada como
fertilizante devido aos indices elevados de matéria orgénica e micronutrientes em sua
composicdo (MARINHO et al., 2014). A vinhaca € um subproduto gerado em inddstrias
sucroalcooleiras, sendo obtidos de 8 a 18 L do efluente para cada litro de alcool produzido
(FERREIRA et al., 2011). Apesar do seu reuso em praticas de fertirrigacdo ser benéfico ao
crescimento da cultura, a vinhaca representa um potencial poluidor, dada a carga organica e
corrosividade elevada e pH éacido (FUESS; GARCIA, 2014). Além disso, pode atingir cursos
d’agua e causar efeitos toxicos letais e subletais sobre as comunidades bioldgicas, dependendo
do tipo de solo e da concentracdo aplicada do composto (ALVES et al., 2015).

Para a determinacdo dos efeitos de agentes quimicos e fisicos, como por exemplo
agrotoxicos e a vinhaga, sobre a estrutura, funcdo e biodiversidade dos ecossistemas, surge a
Ecotoxicologia, que consiste em uma ferramenta de monitoramento ambiental baseada na
resposta de organismos vivos as substancias estressoras (COSTA et al., 2008,
MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Em testes ecotoxicoldgicos, utilizam-se
organismos indicadores, 0s quais apresentam alguma alteracdo — fisioldgica, morfologica ou

comportamental — quando expostos a determinados contaminantes, de modo que funcionem
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como “biosensores” da qualidade do ambiente analisado, seja este aquatico ou terrestre
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Considerando o uso intensivo de agroquimicos no cultivo da cana-de-agucar, faz-se
necessario um estudo abrangente da toxicidade dos produtos mais utilizados — 2,4-D, fipronil
e vinhaca — em mistura e em escalas mais proximas do que acontece no ambiente natural.
Nesta pesquisa, realizaram-se testes de toxicidade em laboratorio, com amostras de agua e
sedimento coletadas em modelos ecossistémicos inseridos dentro de trés matrizes de uso do
solo (pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agucar), utilizando como
bioindicadores espécies ndo-alvo de modo que se avaliem os efeitos diretos e indiretos
causados as populacbes e que podem influenciar em nivel de comunidade. Os testes foram
realizados com as espécies Ceriodaphnia silvestrii (representativa do contato direto com a
agua contaminada — habitat), Eruca sativa (espécie representativa do contato indireto com a
agua contaminada — irrigacdo) e Chironomus sancticaroli (indicadores da qualidade de dois
compartimentos ambientais — agua e sedimento). Este tipo de pesquisa é essencial para uma
avaliacdo realista de como a expansdo da cana-de-acucar sobre areas de pastagem pode afetar

0S ecossistemas aquaticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPACTOS SOBRE OS SISTEMAS AQUATICOS

A producdo agricola em larga escala baseada no uso intensivo de agrotoxicos e
fertilizantes caracteriza-se como uma acao antropica responsavel pela ameaca a integridade
ecologica dos ecossistemas aquaticos, causando impactos no habitat, qualidade da agua e,
consequentemente, nos ecossistemas (MARTINS; OLIVEIRA; SALCEDO, 2014). Os
compartimentos de um sistema aquatico sdo compostos por coluna d’agua, sedimento e biota,
a partir dos quais se realizam avaliacdes de qualidade ambiental, a fim de mensurar os
impactos sobre os ecossistemas e transmitir informaces cientificas (RAMOS, 1996).

Por agirem como integradores dos processos biogeoquimicos, os sistemas aquaticos
sdo caracterizados como destino de poluentes, incluindo os agrotdxicos (MARTINI et al.,
2012). O comportamento dos agrotdxicos nesses sistemas depende de processos de retencao
(sorcdo, absorcdo), transformacdo (hidrdlise, fotolise, complexacdo e biodegradacao),
transporte (deriva, volatilizagdo, lixiviacdo e escoamento superficial) e acumulagédo ao longo
da cadeia trofica (COSTA et al., 2008; SPADOTTO, 2006). Além desses processos e da
interacdo entre eles, o destino dos contaminantes também tem influéncia das propriedades
fisico-quimicas dos agrotdxicos, quantidade e frequéncia de uso, métodos de aplicacéo,
caracteristicas bioticas e abidticas do ambiente e condi¢gdes meteoroldgicas (BORSOI et al.,
2014).

Na coluna d’agua, a concentracdo das substincias varia de forma significativa
temporalmente, em funcdo do fluxo de &gua, interferéncias antropicas e interacGes entre o
ambiente e outras substancias (RAMOS, 1996). No compartimento sedimentar, ocorre uma
acumulacdo preferencial dos contaminantes, cuja concentracdo é geralmente superior a da
agua e decai lentamente ao longo do tempo, servindo como uma importante fonte de
informacdo a respeito da contaminagdo do corpo hidrico receptor (GAMA, 2018; SILVA,;
ZINI; CARAMAO, 2010).

Os impactos nos sistemas aquaticos também resultam em uma série de respostas da
biota a fatores de perturbacdo, a qual se comporta como indicadora da biodisponibilidade dos
contaminantes (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Além do principio ativo toxico, 0s
agrotoxicos possuem outros elementos potencialmente poluidores, tais como metais pesados,

surfactantes e emulsificantes, e, em geral, quanto maior a concentracdo e 0 tempo de
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exposicao a essas substancias, aumentam-se as chances de impactos negativos atingirem o0s
niveis superiores de organizagdo bioldgica (ARIAS et al., 2007; COSTA, 2004), conforme
ilustrado na Figura 1.

Porém, a compreensdo das respostas aos efeitos dos contaminantes geralmente séo
maiores nos niveis mais baixos de organizacdo bioldgica, devido ao fato de ocorrerem mais
rapidamente e por estarem diretamente ligados a exposicdo (ARIAS et al., 2007). Assim, é
necessaria uma abordagem integrada para avaliar o efeito toxico de substancias poluentes em
ecossistemas aquaticos, a qual pode ser realizada por meio do monitoramento

ecotoxicoldgico.

Figura 1 — Representagdo da ordem sequencial de respostas a contaminantes em um sistema biolégico
Ecossistema
Comunidade
Populacio
Organismo
Sistémico (orgdo)
Tecido
Celular
Sub-celular (organela)
Molecular

Fonte: Adaptado de Arias et al. (2007)

2.2 MONITORAMENTO ECOTOXICOLOGICO

A ecotoxicologia pode ser definida como a ciéncia que se dedica ao estudo e
prevencdo dos efeitos adversos de substancias quimicas nos ecossistemas, considerando sua
estrutura, funcionamento e biodiversidade (TARAZONA; RAMOS-PERALONSO, 2014).
Apesar de abranger tanto substancias naturais quanto sintéticas, o escopo da Ecotoxicologia
estd nos produtos desenvolvidos por atividades humanas, 0s quais se mostram com maior
capacidade de toxicidade e biodisponibilidade, aumentando a exposicdo sobre o conjunto de
organismos que habitam a biosfera (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008; TARAZONA;
RAMOS-PERALONSO, 2014).
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Dentre as areas da ecotoxicologia, o componente aquético sempre foi um dos
fundamentais, visto que os principais problemas de poluigdo ambiental envolvem a hidrosfera,
e 0 ecossistema em questdo recebe tanto os contaminantes langados diretamente nos corpos
d’agua (fontes de poluigdo pontual) quanto os provenientes do solo ou do ar (fontes de
poluicdo difusas) (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990; ZHAO; NEWMAN, 2005). A fim
de avaliar os efeitos dessas substancias toxicas nos organismos aquaticos a nivel celular,
individual, populacional e em comunidades, bem como o comportamento e as transformagdes
dos poluentes no ecossistema, faz-se uso da ecotoxicologia aquatica (BERTOLETTI,
ZAGATTO, 2006).

A relacdo entre a substancia quimica e o sitio alvo de um organismo é denominado
exposicdo, podendo ocorrer por meio da dgua e do sedimento (nos quais 0s contaminantes sdo
introduzidos por meio da superficie do corpo e pelos tecidos respiratorios de organismos
aquaticos) ou pela ingestdo de alimentos contaminados (RAND; WELLS; MCCARTY?, 1995
apud COSTA et al., 2008). Dessa forma, os efeitos toxicos sdo determinados pela dose
biologicamente ativa do contaminante que atinge as ceélulas, sitios e membranas dos
individuos de uma espécie, e, portanto, ndo podem ser estimados apenas com a concentracdo
ambiental de uma substancia (COSTA et al., 2008).

Nesse sentido, as anélises fisico-quimicas individuais em laboratorio apenas
identificam e quantificam as concentra¢fes de substancias potencialmente toxicas, mas nédo
retratam o seu impacto no ambiente e a interaco entre poluentes (MAGALHAES; FERRAO
FILHO, 2008). Em escala de campo, no entanto, 0s organismos sofrem exposicdo multipla de
diversos tipos de contaminantes presentes no ambiente, cuja interacdo pode ser sinérgica, na
qual o efeito torna-se maior que a soma das toxicidades individuais, antagonica, na qual o
efeito torna-se menor que a soma das toxicidades individuais, ou aditiva, sendo a soma dos
efeitos individuais (SILVA; SANTOS, 2007). Portanto, os testes de toxicidade e as analises
fisico-quimicas in situ se complementam, uma vez que avaliam os efeitos dessas substancias
sobre sistemas biologicos (COSTA et al., 2008).

1 RAND, G. M.; WELLS, P. G.; MCCARTY, L. S. Introduction to aquatic toxicology. In: RAND, G. M. (Ed.).
Fundamentals of aquatic toxicology: effects, environmental fate, and risk assessment. 2.ed. Washington:
Taylor & Francis, 1995. Cap. 1.
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Os testes de toxicidade podem ser divididos em agudos e crénicos. Os agudos sdo
realizados em um curto periodo de exposi¢do dos organismos ao contaminante ou & amostra
ambiental, e avaliam os efeitos severos sofridos, como a mortalidade. J& os testes cronicos sao
de longa duracdo e medem os efeitos indiretos do agente, tais como crescimento, reproducéo e
alteracdes subletais, utilizando o ciclo de vida completo do organismo (BERTOLETTI;
ZAGATTO, 2006; FRACACIO, 2001). Assim, por meio dos efeitos letais e subletais é
possivel estabelecer o grau de toxicidade dos contaminantes sobre 0s organismos testados.

Complementarmente aos testes de toxicidade, os parametros fisico-quimicos sdo
analisados como forma de monitoramento da qualidade de agua, atendimento a legislacéo
vigente, influéncias sobre os organismos presentes no ecossistema aquatico e identificacdo
dos padrdes de variacdo das condicdes ambientais. Os parametros também podem afetar a
biodisponibilidade dos contaminantes ou transforma-los em formas mais toxicas ou menos
toxicas, portanto, sdo relacionaveis aos resultados dos testes ecotoxicolégicos (PROSPERI,
2002). Estes parametros podem ser medidos in situ, como é o caso do potencial
hidrogeniénico (pH), temperatura, oxigénio dissolvido (OD), turbidez, clorofila e
condutividade elétrica, ou em laboratorio, tal como dureza, nutrientes, metais e quantificacdo

de agrotdxicos.
2.3 MESOCOSMOS COMO UNIDADE EXPERIMENTAL

O monitoramento ecotoxicolégico pode ser realizado em campo ou em condi¢Bes
controladas de laboratorio. Estudos laboratoriais sdo amplamente utilizados e facilmente
padronizaveis. Em contrapartida, os estudos in situ (campo e semi-campo) possuem uma
abordagem mais realista, visto que incluem uma maior variedade de espécies e consideram a
interacd0 entre 0s organismos no ambiente, portanto sdo usados para confirmar e
complementar os resultados derivados dos testes convencionais de laboratério
(BERTOLETTI; ZAGATTO, 2006; SOLOMON; HANSON, 2014).

Uma das maneiras de se realizar testes ecotoxicoldgicos em condicdo de semi-campo €
por meio de unidades experimentais, COmo mMICrocosmos e mesocosmos. A caracteristica
fundamental dos cosmos é a inclusdo de maltiplos componentes ecoldgicos com o objetivo de
simular processos ecoldgicos tais como eles ocorrem na natureza, podendo também incluir
exposicdo a condigdes climaticas (SOLOMON; HANSON, 2014).
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Os mesocosmos permitem a realizacdo de testes com organismos de diferentes niveis
tréficos, e sdo considerados um nivel intermediério entre estudos de campo e laboratorio, sob
condi¢des simuladas e controladas (ODUM, 1983). Esse modelo possibilita incorporar a
resposta geral da comunidade a determinado agente estressor, visto que a sensibilidade dos
organismos varia e difere das respostas de espécies individuais, tal como é analisado no
laboratorio (SOLOMON; HANSON, 2014).

Além da observacao e quantificacdo dos efeitos toxicoldgicos, 0 uso de mesocosmos
também permite prever o destino e o efeito dos contaminantes sob condi¢es semelhantes as
que ocorrem no ambiente natural, incluindo a presenca de sedimentos, animais e plantas
(JAK; MAAS; SCHOLTEN, 1996). Dessa forma, evidenciam-se as condi¢fes ecoldgicas que
podem influenciar nas respostas dos organismos testados, tais como os fatores abioticos
naturais (luz, temperatura, pH, condutividade, dureza etc.), e o comportamento do
contaminante, o qual esta sujeito a processos de transporte e de transformacdo no ambiente
(COSTA et al., 2008; SOLOMON; HANSON, 2014). Entre eles, os fatores como particao,
degradacéo e dissipacdo sdo raramente contabilizados em estudos laboratoriais de toxicidade,
mas podem influenciar significativamente na resposta ecoldégica ao agente estressor
(SOLOMON; HANSON, 2014).

2.4 ORGANISMOS INDICADORES

Os testes ecotoxicol6gicos sdo realizados com organismos indicadores, 0s quais
possuem pequeno limite de tolerdncia a determinadas substancias, apresentando alteracdes
fisiolégicas, morfolégicas e/ou comportamentais quando expostos ao contaminante
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Quanto & escolha desses organismos, 0s seguintes
critérios sdo levados em consideracdo: facilidade de cultivo e adaptacdo em laboratério,
abundancia e disponibilidade, importancia comercial, estabilidade genética nas populacdes e
vastas informacoes literarias sobre a biologia da espécie, a fim de facilitar a interpretacdo dos
resultados (RAND; WELLS; MCCARTY?, 1995 apud COSTA et al., 2008).

2 RAND, G. M.; WELLS, P. G.; MCCARTY, L. S. Introduction to aquatic toxicology. In: RAND, G. M. (Ed.).
Fundamentals of aquatic toxicology: effects, environmental fate, and risk assessment. 2.ed. Washington:
Taylor & Francis, 1995. Cap. 1.
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Além disso, os efeitos toxicos de uma amostragem sdo mais representativos quando
utilizados organismos de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar como bioindicadores
(VERSONNEN; SOBANSKA; CESNAITIS, 2014). O uso de organismos bioindicadores de
diferentes espécies e niveis troficos permite o conhecimento sobre a qual nivel o contaminante
interage com o organismo e quais os efeitos causados para cada nivel trofico e em cada
espécie (BAGLIANO, 2012; SILVA-DE-SA et al., 2019). Os organismos classificados como
consumidores primarios possuem contato direto com o0s agrotoxicos. Entre eles, a espécie
Ceriodaphnia silvestrii ¢ considerada um 6timo organismo indicador para ecossistemas
aquaticos de regides tropicais, uma vez que € amplamente distribuida na América do Sul, tem
ciclo de vida curto, ¢ de facil manutencdo e cultivo em laboratdrio, apresenta alta
sensibilidade a diversas substancias toxicas e possui diretrizes padronizadas para testes de
toxicidade (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS - ABNT, 2017;
CASALI-PEREIRA et al. 2015; MANSANO et al. 2018). Os macroinvertebrados benténicos,
tal como Chironomus sancticaroli, apresentam potencial como bioindicadores da qualidade
da agua e do sedimento, por habitarem a regido de interface entre eles. Além disso, exercem
funcdo crucial na disponibilidade de matéria e energia para os niveis troficos superiores,
portanto o crescimento dos organismos é um parametro amplamente utilizado em testes
ecotoxicoldgicos para indicar efeitos em nivel de ecossistema (SIBLEY; BENOIT; ANKLEY,
1997). As plantas tambem sédo utilizadas como bioindicadores pois desempenham um papel
significativo na transferéncia de energia na cadeia alimentar e na definicdo de habitat, além do
facil cultivo e adaptacdo ao estresse ambiental (AL-QURAINY, 2010). Entre as espécies, a
Eruca sativa apresenta sensibilidade & inseticidas e herbicidas, evidenciada através da
fitotoxicidade, ou seja, pela capacidade de agentes estressores em causar danos as plantas
(OGURA et al., 2022b).

2.5 PASTAGENS E CANA-DE-ACUCAR

O agronegocio é uma das principais atividades econémicas desenvolvidas no Brasil, o
maior produtor mundial de cana-de-agucar. A combinacgéo de solos férteis, clima favoravel e
infraestrutura tornaram o Sudeste a maior regido produtora de etanol no Brasil, sendo
responsavel por 21% da producdo mundial (UNIAO DA INDUSTRIA DA CANA-DE-
ACUCAR - UNICA, 2015; SMEETS et al., 2008). A estimativa é de que na safra de 2022/23
sejam colhidas aproximadamente 596,1 milhdes de toneladas de cana no pais, sendo o estado
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de S&o Paulo responsavel por 50% das &reas cultivadas, com projecdo de producdo de 301
milhdes de toneladas nesta temporada (CONAB, 2022).

A expansao das areas de cultivo de cana-de-agucar ocorre principalmente sobre areas
de pastagens degradadas (69,7%), colheitas anuais (25%) e culturas citricas (1,3%), sendo que
na regido sudeste do Brasil cerca de 1,5 milhdes de hectares de pastagens foram convertidos
em canaviais, entre os anos de 2000 e 2009 (ADAMI et al., 2012; FILOSO et al., 2015).
Considerando que mais de 50% das areas de pastagem sdo degradadas no pais (resultado do
tratamento extensivo), a conversdao dessas areas em plantacdes de cana € uma estratégia
importante para a reintegracdo a um sistema mais produtivo, alem de evitar o desmatamento
de vegetacdo natural (BORDONAL et al., 2018; COSTA; REHMAN, 1999).

Essa expansdo da producdo agricola se mostra muito atraente no Brasil, pois as
pastagens cobrem aproximadamente 154,7 milhGes de hectares (MAPBIOMAS, 2021). Dessa
area total, 38% possuem degradacdo intermediéria, enquanto 14,3% se encontram
severamente degradadas (MAPBIOMAS, 2021). A pastagem praticada de forma extensiva se
degrada ao longo do tempo e perde sua produtividade, devido a fatores como a escolha
inadequada da espécie para cultivo do pasto, falta de correcdo e adubacédo do solo, auséncia de
rodizio de piquetes, taxa de lotagdo de animais inadequada, pratica de queimadas, entre outros
(LANGE et al., 2019). Para que ocorra a liberacao dessas areas degradadas para outros usos,
ocorre 0 processo denominado intensificacdo de pastagens, que consiste no aumento no
namero de animais por hectare (MACDONALD et al., 2017). A intensificacdo da producédo
de ruminantes pode ser alcancada por meio de insumos (sementes, fertilizantes, agrotdxicos,
suplementos alimentares), praticas agropecuarias (pastejo rotativo, reformas no solo) e ac6es
gerenciais (controle zootécnico, por exemplo) (ANDRADE; FERREIRA; FARINATTI, 2011;
MACDONALD et al., 2017).

Nesse cenario, tanto a intensificacdo de pastagem quanto a producdo em larga escala
da cana-de-aclcar vém acompanhados pelo aumento significativo do uso de fertilizantes e
agrotoxicos, resultando em impactos variaveis no solo, ar e agua. (FRIMPONG et al., 2018).
Desde 2008, o Brasil ocupa a posi¢do de maior consumidor mundial de agrotoxicos, € nos
ultimos anos também se tornou o principal destino de produtos banidos no exterior
(LONDRES, 2011). Além disso, os sistemas agricolas, tal como a cultura de cana-agucar, séo
considerados os principais meios de modificacdo de ecossistemas, visto que causam a

degradacdo da paisagem, exposicdo do solo, perda de nutrientes e aporte de materiais e
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produtos quimicos aos corpos hidricos superficiais e subterraneos (ARMAS, 2006). Portanto,
crescem as preocupacdes acerca dos impactos ambientais frente a expansao crescente da area
de cultivo de cana no pais, levando a criacdo de indicadores capazes de avaliar alteracfes

sobre a biodiversidade, agua, solo e atmosfera (FILOSO et al., 2015).
2.6 AGROTOXICOS

As praticas modernas de manejo agricola sdo utilizadas com o objetivo de maximizar a
producdo e reduzir a0 maximo as perdas pela presenca de organismos indesejados
(FRIMPONG et al., 2018). Este cenario levou ao uso amplo de agrotdxicos, 0s quais
persistem e afetam o ambiente em maior extensédo do que o pretendido (BHAT et al., 2015).
Além de atingirem as espécies nocivas as plantac@es, estes poluentes sdo potencialmente
toxicos para organismos ndo-alvo, podendo causar, mesmo em baixas concentracdes,
problemas de reproducdo e desenvolvimento, mudancas de aparéncia, comportamento e até
morte em espécies de plantas, animais e microrganismos (PATTANASUPONG et al., 2004).

Menos de 0,1% dos agrotdxicos aplicados atingem o0s organismos alvo, enquanto 0s
99,9% restantes tém o potencial de atingir organismos ndo-alvo e outros compartimentos
ambientais, tais como 0s sistemas aquaticos, por meio de deriva (transporte pelo vento),
escoamento superficial e lixiviagdo (MARTINELLI; FILOSO, 2008; YOUNOS;
WEIGMANN, 1988). Nos ambientes aquaticos, dependendo das caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante, este pode se ligar ao material particulado em suspensdo, se
depositar no sedimento ou ser absorvido por organismos presentes no ambiente (PERET et
al., 2010). Além disso, sdo transportados no sistema aquatico por difusdo nos corpos d’agua e
podem retornar a atmosfera por volatilizacdo (SILVA; SANTQOS, 2007). O esquema da Figura
2 representa o transporte de agrotdxicos no ambiente, até atingirem os ecossistemas aquaticos.
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Figura 2 — Representacdo esquematica do transporte de agrotéxicos no ambiente.

TN Deriva Aplicagio de
C ) {— Agrotéxicos
o Vi

ﬂ Chuva Escorrimento S ) il
superficial

U\-’olan]iza; do

ﬂ Percolagio

| Organismos Aqudticos ‘

|

Lencol fredtico

Fonte: Autoria prépria

O controle desse tipo de poluicdo se mostra mais complexo, por se tratar de uma fonte
difusa, dependente de diversos fatores, tais como temperatura, interagbes com outros
poluentes, tipo de solo ou sedimento, pluviosidade, pH e salinidade (ALVES; OLIVEIRA-
SILVA, 2003). A analise de residuos de agrotoxicos na agua requer diversas etapas e técnicas
analiticas, tais como coleta e preparacdo de amostras, separacdo e métodos de deteccdo
(ALBUQUERQUE et al., 2016). Portanto, o monitoramento desses produtos nos corpos
hidricos inclui tarefas onerosas e de baixo éxito na estimativa real dos riscos e impactos, pois
a concentracdo no ambiente ocorre em picos (influenciados pelas condi¢cdes ambientais), o
que requer a obtencdo de varias amostras no tempo e local exatos de ocorréncia (ARMAS,
2006).

26.1 24-D

Entre os agroquimicos utilizados na cultura de cana-de-agUcar esta o 2,4-D, segundo
ingrediente ativo mais vendido no Brasil, no ano de 2020 (INSTITUTO BRASILEIRO DO
MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, 2021). O
composto € um herbicida hormonal sistémico e atua no aumento da plasticidade da parede
celular e da sintese de proteinas e etileno, resultando em divisdes celulares descontroladas e
em danos ao tecido vascular das plantas (UNITED STATE ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY - USEPA, 2005). Na maioria das condi¢des ambientais, 0 2,4-D se
torna um composto anidnico, o que aumenta sua dispersdo devido a maior mobilidade no solo
e em ambientes aquaticos, podendo-se observar efeitos letais e subletais em organismos nao-
alvo (USEPA, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2010). O 2,4-D ¢
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detectado em corpos d’agua na concentracdo ambiental de 4 a 24 pg/L, podendo chegar a
4000 pg/L em &reas proximas a campos agricolas (ATAMANIUK et al., 2013; BORGES et
al., 2004). Em aguas superficiais brasileiras, a maior concentracdo de 2,4-D encontrada foi de
366,6 nug/L (CETESB, 2018).

Milhome et al. (2009) avaliaram o potencial de contaminacdo de &guas superficiais por
diversos principios ativos pelo Método de Goss, considerando a meia-vida do contaminante
no solo, o coeficiente de adsor¢do a matéria organica do solo e a solubilidade em agua. Dentre
agrotoxicos estudados, o 2,4-D apresentou baixo potencial de transporte associado ao
sedimento em suspensdo e médio potencial de transporte dissolvido em agua, evidenciando a
importancia do monitoramento desse composto nos ecossistemas aquaticos.

Em razdo de um novo marco regulatorio no setor de agrotoxicos, a Anvisa (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) publicou uma reclassificacdo toxicologica dos produtos ja
registrados no Brasil, no ano de 2019. Nessa nova classificacdo, 0s agrotoxicos sdo
identificados por categorias, na qual a Categoria 1 se refere a Produto Extremamente Toxico e
a Categoria 5, Produto Improvavel de Causar Dano Agudo. O 2,4-D, na formulacdo comercial
“DMA 806 BR”, pertencia a Classe | (Extremamente Toxico) na classificacdo anterior, mas
atualmente é caracterizado como Produto Pouco Toxico, pertencente a Categoria 4.

Mesmo em baixas concentracdes, o 2,4-D pode provocar efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos em plantas, bem como alteracdes histoldgicas, fisiologicas e
comportamentais em animais (MARCATO; SOUZA; FONTANETTI, 2017). Wong (2000)
realizou testes de inibicdo de crescimento com a alga verde Scenedesmus quadricauda, em
contato com os herbicidas 2,4-D, glifosato e paraquat em concentragdes de 0,02 a 200 mg/L.
Em concentragfes maiores que 200 mg/L, o 2,4-D causou completa inibicdo de crescimento,
sintese de clorofila a e fotossintese, devido ao efeito negativo do produto sobre os
cloroplastos. Ja a concentracdo de 2 mg/L do agrotdxico reduziu a taxa de fotossintese das
algas em cerca de 80%, em relacéo ao controle.

Martinez-Ruiz e Martinez-Jeronimo (2018) expuseram as espécies M. aeruginosa
(cianobactéria) e A. falcatus (alga) ao 2,4-D em diversas concentraces, por 96h. Um dos
resultados obtidos foi a 1Cso (Concentracdo media de inibicdo da reproducgdo dos organismos-
teste) nos valores de 1353,80 mg/L para a alga e 71,20 mg/L para a cianobactéria. A
concluséo dos autores é de que ambos os organismos se mostraram tolerantes a concentragdes

altas do herbicida, no entanto foram observados efeitos negativos significativos,
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principalmente na morfologia celular e no aumento da produgdo de cianotoxinas sob a
condicdo de stress causada pelo agrotdxico.

No estudo de Zhu et al. (2016), embora a exposicdo da espécie Scenedesmus obliquus
a uma concentracao de 2 mg/L de 2,4-D ndo tenha causado inibi¢do de crescimento nas algas,
observou-se alteragdes nas defesas morfoldgicas do organismo, relacionadas ao modo de acéo
do herbicida. Para peixes da espécie Cnesterodon decemmaculatus, Ruiz de Arcaute,
Soloneski e Larramendy (2016) constataram a mortalidade de 50% da populacdo quando
exposta durante 96h a uma concentracdo de 1008 mg/L de 2,4-D em formulagdo comercial.

O estudo de Li et al. (2017) teve como objetivo avaliar a toxicidade do 2,4-D em
embrides de peixe da espécie Danio rerio, a partir da analise de sobrevivéncia, ecloséo,
comprimento corporal, bioacumulacdo, morfologia do coracdo e batimentos cardiacos. A
exposicdo foi de 70h, nas concentracBGes de 25, 40, 50, 60, 75 e 100 mg/L do herbicida.
Obtiveram-se CLso (concentracdo da amostra que causa mortalidade de 50% dos organismos)
de 46,71 mg/L, ICso de 46,26 mg/L e mortalidade de 100% dos embrides expostos a
concentracdo de 100 mg/L. O efeito mais comum observado nos organismos foi 0 edema
pericardico e, além disso, 0 2,4-D na concentracdo minima analisada (25 mg/L) alterou os
niveis de transcri¢do de varios genes relacionados ao estresse oxidativo e ao coracgao.

Freitas et al. (2019) analisaram a exposicdo de trés espécies de girinos ao herbicida
2,4-D, em testes agudos e cronicos. Os autores observaram atraso na metamorfose e inibicao
do crescimento e desenvolvimento dos organismos na concentracdo de 0,125 mg/L. Além
disso, notaram-se efeitos na respiracdo e na atividade natatoria, 0s quais podem estar
relacionados as alteracBes causadas nos estoques de energia primaria (lipidios, proteinas e
carboidratos), alocados para processos de desintoxicacdo. A analise comportamental dos
girinos mostrou que a espécie L. catesbeinus evitou o 2,4-D, no entanto é incapaz de

distinguir concentracdes crescentes do produto, podendo se expor a zonas mais contaminadas.

2.6.2 Fipronil

Outro produto amplamente utilizado na cultura de cana-de-agucar é o fipronil, um
inseticida cujo mecanismo de agdo consiste no bloqueio do receptor do acido gama-
aminobutirico (GABA) nos neurdnios do sistema nervoso central de insetos, causando
hiperexcitagao seguida de mortalidade (BLOOMQUIST, 2003; DAS et al., 2006). Quanto a

classificacdo toxicoldgica de agrotoxicos realizada pela Anvisa, o fipronil na formulacéo



35

comercial Regent 800WG pertencia a Classe | (Extremamente Toxico), porém foi
reclassificado como Produto Altamente Tdxico (Categoria 2), no ano de 2019. O composto
também € toxico para varios organismos nao-alvo, como peixes, invertebrados aquaticos,
abelhas e aves, em concentra¢cdes ambientalmente relevantes (USEPA, 1996a).

A maior concentracdo de fipronil encontrada em aguas superficiais brasileiras foi de
465 pg/L (CETESB, 2018). Por meio de revisdo bibliografica, Albuquerque et al. (2016)
avaliaram a ocorréncia de agrotoxicos em agua doce no Brasil e, entre os inseticidas, o
fipronil foi o mais frequentemente encontrado, ocorrendo em concentracdes de 0,05 a 26,2
Mg/L, em 54% das 251 amostras analisadas. No estudo de Beggel et al. (2010), os autores
expuseram larvas de peixe da espécie Pimephales promelas durante 24h a concentracdes
subletais de duas formulacBes comerciais de inseticida, a fim de determinar os efeitos no
crescimento e desempenho natatério. O fipronil, em concentracdes a partir de 333 pg/L,
afetou o crescimento larval dos organismos, cujos efeitos se relacionam as mudancas
endocrinas no organismo causadas pelo contaminante. Além disso, o inseticida levou a um
comprometimento significativo do desempenho natatério em concentracfes a partir de 142
ug/L.

Xu et al. (2018) também avaliaram os efeitos do fipronil em larva de peixe (espécie
Danio rerio), as quais foram expostas a concentra¢fes de 100 a 1000 pg/L durante 96h, a fim
de examinar o efeito letal e os fen6tipos de desenvolvimento em altas doses do inseticida. A
partir do teste de toxicidade aguda, os autores obtiveram o valor de CLsg de 459 ug/L,
observando-se também efeitos anormais no desenvolvimento, tais como coluna vertebral torta
e reducao no comprimento corporal dos organismos. Para a mesma espécie, Wu et al. (2014)
obtiveram uma CLso de 220,4 pg/L, além da identificacdo de efeitos subletais em enzimas do
peixe.

Moreira et al. (2020) avaliaram os efeitos de dgua condicionada com cairomonios de
peixe, fipronil e 2,4-D, isolados e em mistura, sobre a espécie de cladécero Ceriodaphnia.
silvestrii. Quando exposta ao fipronil isolado, observaram-se efeitos significativos de reducéo
de fecundidade na concentracédo de 1,3 pg/L do ingrediente ativo. A combinagéo de fipronil
com a agua condicionada causou efeitos sobre o comprimento médio dos organismos
maternos e menor producéo de neonatas. Ja a mistura da &gua com o0s dois agrotoxicos causou
um declinio nas taxas de sobrevivéncia e reproducéo, indicando que um téxico pode interferir

na tolerancia do organismo para o outro.
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Silva et al. (2020) avaliaram a toxicidade aguda e cronica de formulagcdes do DMA®
806 BR (2,4-D) e Regent® 800 WG (fipronil), individualmente e em mistura & Ceriodaphnia
silvestrii. Para os testes agudos individuais, os autores obtiveram valores de ECso 4gn
(concentracéo efetiva que provoca efeito adverso em 50% dos organismos-teste) de 169 mg/L
para 2,4-D e 3,9 pg/L para fipronil. No teste cronico, os valores de ECso g dias encontrados para
reproducdo dos organismos foram de 55 mg/L (2,4-D) e 1,6 pg/L (fipronil). Para os testes de
toxicidade aguda (imobilidade) com a mistura dos agrotéxicos, 0s autores constataram que a
interacdo dos dois agrotdxicos demonstrou antagonismo em baixas doses e sinergismo em
altas doses, com a mudanca de antagonismo para sinergismo ocorrendo em doses maiores que
a ECso. J& para a toxicidade crénica (reproducdo), ocorreu antagonismo como resultado da
interacdo do 2,4-D com o fipronil.

Pinto et al. (2021) avaliaram as implicacdes funcionais de concentracBes ambientais
do herbicida 2,4-D e do inseticida fipronil (individuais e em mistura) ao quironomideo
tropical nativo Chironomus sancticaroli. Nos testes de toxicidade individuais com 2,4-D n&o
foi observado efeito sobre a reproducdo das larvas, enquanto para o fipronil os autores
obtiveram ECsg 4n igual a 3,7 pg/L e constataram que todas as concentragbes de teste
subletais diminuiram o crescimento larval, causando reducbes na biomassa até 72%. A
concentracdo mais alta de 2,4-D testada (426 ug/L) diminuiu a largura da capsula cefalica dos
organismos, mas o desenvolvimento larval ndo foi afetado em todas as concentragoes
avaliadas do herbicida. Nos testes de mistura, 0s autores observaram, para o crescimento das
larvas, antagonismo em concentracdes mais baixas e sinergismo em concentracdes mais altas
de fipronil.

No ambiente, o fipronil é degradado por oxirreducdo, hidrolise e fotolise, formando
quatro metabdlitos principais: fipronil sulfona (por oxidacdo proxima a superficie do solo),
fipronil sulfide (por reducédo nos solos), fipronil amida (por hidrélise na 4gua e nos solos) e
fipronil desulfinil (por fotdlise) (AAJOUD; RAVANEL; TISSUT, 2003). Em uma das etapas
do estudo de Aajoud, Ravanel e Tissut (2003), os autores avaliaram a toxicidade dos produtos
da degradacdo do fipronil através de ensaios com larvas de quarto instar de Aedes aegypti.
Para fipronil sulfide e sulfona o valor de CLso encontrado foi de 3,79 pg/L, enquanto para
fipronil desulfinil e fipronil amida os valores obtidos foram 29,7 pg/L e 57,5 pg/L,

respectivamente.
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Devido a sua baixa solubilidade em &gua (2,40 mg/L a 25°C e pH = 9) espera-se que 0
fipronil esteja associado ao sedimento de ambientes aquaticos, onde habitam e se alimentam
0s organismos bentonicos (GRIPP et al., 2017; GUNASEKARA et al., 2007). Analisando a
toxicidade aguda do composto de macroinvertebrados aquaticos, Ali, Nayar e Gu (1998)
encontraram CLso = 0,42 pg/L para a espécie bentbnica Chironomus crassicaudatus. Ja
Weston e Lydy (2014) também abordaram os produtos da degradacéao do fipronil nos testes de
toxicidade, definindo-se para o Chironomus dilutus CLso > 0,08 pg/L (fipronil), CLso > 0,06
Mg/L (fipronil sulfide) e CLso > 0,10 pg/L (fipronil sulfona).

2.7 VINHACA

Efeitos negativos também podem ser observados na fertirrigacdo da cultura da cana
com vinhaca. A aplicacdo do produto em larga escala é uma alternativa efetiva em termos de
economia e fertilizacdo no cultivo da cana-de-acucar, dados os niveis elevados de célcio,
potdssio e matéria organica em sua composicdo, além de nitrogénio e outros nutrientes
(PRADO; CAIONE; CAMPOS, 2013). Porém, a vinhaca apresenta demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) que varia entre 20.000 a 35.000 mg/L e possui a maior carga poluidora entre
os efluentes liquidos da industria sucroalcooleira, sendo seu uso intensivo capaz de modificar
as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo e da 4gua (FERREIRA et al., 2011;
SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007). Caso a dosagem ndo seja devidamente mensurada, é
provavel que ocorra a saturacdo do solo, causando um aumento do escorrimento superficial e
lixiviacdo de ions (principalmente nitrato e potassio), de modo que haja contaminacdo dos
corpos d’agua mais proximos (MARINHO et al., 2014; SILVA; GRIEBELER; BORGES,
2007).

A fim de analisar a magnitude do impacto dessa contaminagdo no ecossistema
aquatico, Botelho et al. (2012) constataram alta toxicidade da vinhaca bruta (pH ~ 4) em
espécies de diferentes niveis de organizacdo bioldgica (C. dubia, D. magna e D. rerio), com
CLso de 0,67%, 0,80% e 2,26%, respectivamente. No estudo de Marinho et al. (2014), os
autores observaram que todos os individuos da espécie Oreochromis niloticus (tilapia)
morreram ap0s 48h de exposi¢do a dilui¢cBes de vinhaca de 5 e 10%, devido a reducgdo de
oxigénio na agua decorrente da carga organica elevada da amostra. Em experimentos com a
mesma espécie de peixe, alem da mortalidade de 100% da populacdo exposta a diluicdo de
10% de vinhaca, Correia et al. (2016) tambem avaliaram mudancas morfologicas no tecido
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branquial e aumento significativo de células mucosas para todas as dilui¢bes testadas (1%,
2,5%, 5% e 10%).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa consiste em avaliar a qualidade da agua e os efeitos
ecotoxicologicos decorrentes das praticas de manejo do solo em pastagens extensivas,
pastagens intensivas e cana-de-acucar, utilizando trés espécies ndo-alvo como bioindicadoras
- Ceriodaphnia silvestrii, Eruca sativa e Chironomus sancticaroli, - por meio de
experimentos em modelos ecossistémicos (mesocosmos), considerando a variagdo temporal

entre duas coletas: janeiro/2020 e agosto/2020.

Para isso, 0s seguintes objetivos especificos foram definidos:

I. Caracterizar as variaveis diarias do tempo (precipitacdo, temperatura do ar,
velocidade do vento e radiacdo solar) nas duas coletas realizadas, a fim de
entender como estas variaveis podem ter influenciado os resultados obtidos;

ii. Analisar a variacdo do compartimento abiotico nos mesocosmos nas duas coletas,
por meio das medidas das variadveis fisicas, quimicas e bioldgicas, identificando se
as praticas de manejo tém influéncia sobre elas;

iii. Quantificar a ocorréncia do herbicida DMA® 806 BR (2,4-D) e do inseticida
Regent® 800 WG (fipronil) nos mesocosmos, a fim de estimar quanto dos
agrotoxicos aplicados no solo foram transportados para o corpo hidrico;

iv. Analisar os efeitos ecotoxicoldgicos decorrentes das praticas de manejo do solo em
pastagens extensivas, pastagens intensivas e cana-de-acUcar a partir de duas
coletas de 4gua e sedimento dos mesocosmos, utilizando Ceriodaphnia silvestrii
(consumidor primario) como espécie representativa do contato direto com a agua
contaminada (habitat); Eruca sativa (produtor priméario) como espécie
representativa do contato indireto com a &gua contaminada (irrigacdo); e
Chironomus sancticaroli (consumidor primario) como espécie representativa da

qualidade do sedimento.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO E MODELO EXPERIMENTAL

A érea de estudo (Figura 3) estd localizada na cidade de Brotas-SP, em uma das
fazendas experimentais selecionadas para o projeto teméatico denominado “Environmental
effects of the pasture-sugarcane and pasture intensification” (Processo FAPESP n°
2015/18790-3). De acordo com a classificacdo de Kdppen, o clima da regido é subtropical
mesotérmico (Cwa). A pluviosidade média anual é de 1300 mm, com maior precipitacdo no
verdo (novembro a margo) e menor no inverno (abril a setembro) (ARGENTON, 2004).

O modelo experimental possui 5 réplicas de 0,25 ha (50x50m) com trés tipos de uso e
ocupacdo do solo: pasto extensivo (PE), pasto intensivo (PI) e cana-de-aglcar (C), com um
mesocosmo inserido em cada unidade, totalizando 15 unidades experimentais (8 m de
comprimento, 1 m de profundidade e 1,5 m de largura). Os mesocosmos foram
impermeabilizados por uma manta geotéxtil (especificacdo: GF 07) seguida de uma
geomembrana de polietileno de alta densidade (PEAD) lisa, com espessura de 0,5 mm. As
unidades foram preenchidas com agua de poco artesiano (9 m®), e 10 cm de solo local foi
adicionado no fundo para exercer a funcdo de sedimento. Posteriormente, foram introduzidas
trés espécies de macrofitas (Salvinia auriculata, Pistia stratiotes e Eichhornia crassipes).

A alocacéo de cada tipo de tratamento do solo (PE, Pl e C) levou em consideracéo a
declividade do terreno, de forma que pelo menos um de cada ficasse proximo a area de
Cerrado adjacente (Figura 3). Como no tratamento C héa aplicacdo de maior quantidade de
agroquimicos, este foi instalado na parte mais baixa do terreno, de modo a reduzir as
interferéncias decorrentes do escoamento superficial nos tratamentos PE e PIl. Além disso,
foram construidas estradas entre as areas PE/PI e P1/C, de forma a isolar os tratamentos.

Para auxilio dos experimentos, os mesocosmos foram nomeados em PE, Pl e C e
numerados conforme o modelo experimental da Figura 3. Os resultados para os plots
indicados com “X” nos tratamentos C e PE ndo foram apresentados, em decorréncia da
presenca de animais, adjacentes a &rea experimental, que rasgaram a manta pléstica,
ocasionando o0 vazamento da 4agua e, consequentemente, a perda destas unidades

experimentais.
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Figura 3 — Representa¢do esquematica do modelo experimental inserido na fazenda experimental da Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) em Brotas-SP

Legenda

[ Mesocosmos
Estradas
PE

m Pl

= C

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-acucar. Os plots indicados com “X” ndo foram
analisados neste estudo.
Fonte: Autoria prépria

A espécie de pasto plantada no tratamento Pl foi a Brachiaria brizantha cv marandu,
amplamente utilizada no Brasil e escolhida por sua melhor produtividade e qualidade
nutricional (CEZARIO et al., 2015; EUCLIDES et al., 2014). O pasto que ja estava
estabelecido na area experimental (Brachiaria decumbens) foi mantido no tratamento PE,
uma vez que nenhum tipo de manejo de solo foi realizado neste tratamento. O cultivo da cana-
de-agUcar foi do tipo “cana de ano-e-meio” (cana de 18 meses), € a variedade utilizada foi a
IAC SP 97-4039.

A pastagem de gado (raca Nelore) para o consumo da forragem produzida foi
simulada nas areas de PE e PIl. A capacidade de carga das pastagens foi estimada
considerando unidade animal (UA) de 450 kg e consumo diario de 4% do peso vivo, a fim de
ndo comprometer a produtividade e a resisténcia das pastagens (DIAS-FILHO, 2014,
EUCLIDES et al., 2014). Nesta fase, todos os mesocosmos e os diferentes tratamentos foram
cercados com uma cerca de arame e uma cerca elétrica para evitar o contato do gado com os
mesocosmos, e sua transicdo entre os tratamentos. Em outubro de 2020 foi realizado o corte
da cana-de-agUcar e posterior adubacdo para a proxima safra.

A aplicacdo de fertilizantes foi simulada nos tratamentos Pl e C, assim como a
aplicacdo do herbicida DMA® 806 BR (2,4-D, Dow AgroSciences Industrial Ltda.), enquanto
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0 inseticida Regent® 800 W G (fipronil, BASF S.A.) foi aplicado somente no tratamento C

(Tabela 1). No tratamento C, os plots C4 e C5 foram fertirrigados com vinhaga (Tabela 2), na

proporcéo de 0,40 L de vinhaca/metro linear, além da complementacdo com fertilizante para

atingir a concentracdo de NPK indicada para a cultura da cana-de-acuicar (Tabela 1). E

importante ressaltar que, além da aplicagdo nas linhas da cana-de-acUcar nesses plots, a

vinhaga também foi aplicada no interior dos mesocosmos C4 e C5, a fim de simular a chegada

desse produto nos ecossistemas aquaticos. Ja nos plots C1 e C2, foi aplicado somente o

fertilizante NPK.

Tabela 1 - Concentragéo de fertilizantes (NPK) e agrotoxicos aplicados nos tratamentos Pl e C

Agroquimico Unidade PE Pl C
N - 103 155

P kg hat - 32 18

K - 67 71
2,4-D L PC hat - 15 15
Fipronil g PC hat - - 500

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; PC — produto comercial.

Fonte: Autoria propria

Tabela 2 — Caracterizagdo fisico-quimica da vinhaga bruta utilizada neste estudo

Parametro Unidade Valores
pH - 4,0
Densidade gmL? 1,0
Carbono total gL? 35,6
Sélidos volateis gL? 22,8
Sélidos totais gL? 23,6
Sélidos fixos gL? 0,8
Nitrogénio total gL? 1,4
Fésforo total gL? 0,2
Potéassio (K) gL? 8,5
Célcio (Ca) gL? 2,0
Magnésio (Mg) gL? 0,9
Enxofre (SO.) gL? 2,3
Cobre (Cu) mg L*? 0,8
Zinco (Zn) mg L*? 1,5
Manganés (Mn) mg L*? 13,3
Ferro (Fe) mg L*? 29,8
Sédio (Na) mg L* 73,3

Fonte: Autoria prépria
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A Figura 4 representa fotos aéreas dos tratamentos de solo (pastagem extensiva,
pastagem intensiva e cana-de-agucar), e a estrutura de uma unidade experimental
(mesocosmo). As etapas de manejo do solo realizadas em cada tratamento estdo descritas na

Tabela 3.

Figura 4 — Fotos aéreas das unidades de tratamento (esquerda) e mesocosmo (direita) na fazenda experimental

Fonte: Mazzi (2019)

Tabela 3 — Caracterizagdo dos principais eventos ocorridos nos tratamentos de pastagem extensiva, pastagem
intensiva e cana-de-agUcar durante dois ciclos de cana-de-agucar

Ciclo Etapas de manejo do solo Tratamento Periodo
Gradagem e calagem PleC Outubro/2018
Aragem C Outubro/2018
Aplicaco de fertilizantes (NPK) PleC Outubro/2018
Plantio da cana C Novembro/2018
1 Plantio do pasto Pl Novembro/2018
Aplicacéo do agrotdxico fipronil C Dezembro/2018
Aplicacdo do agrotoxico 2,4-D PleC Janeiro/2019
Pastagem do gado PE e PI Abril-Maio/2019
Corte da cana C Outubro/2019
Aplicacdo de NPK nas regides de Pl e C PleC Outubro/2019
Aplicacéo da vinhaca da cana-de-agucar C Novembro/2019
Aplicacao do agrotdxico fipronil Cc Novembro/2019
? Aplicacdo do agrotdxico 2,4-D PleC Dezembro/2019
Pastagem do gado PE e PI Dez/2019-Jan/2020
Corte da cana C Outubro/2020

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar.
Fonte: Autoria propria
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4.2 CARACTERIZAGCAO CLIMATOLOGICA

Os resultados das varidveis climatoldgicas foram obtidos na Estacdo Climatoldgica do
Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA/EESC/USP), localizada em
Itirapina-SP, considerando que esta era a estacdo mais proxima da area de estudo em Brotas.
Para a caracterizacdo climatologica foram consideradas as medidas diérias de precipitacéo,
temperatura do ar (minima, maxima e média), velocidade do vento a 2,00 m de altura e

radiacdo solar.
4.3 ABORDAGEM EXPERIMENTAL DA PESQUISA

A Figura 5 apresenta uma sintese do desenho experimental realizado durante o periodo
de estudo, contemplando os testes ecotoxicoldgicos em laboratorio e as analises fisicas,

quimicas e bioldgicas.

Figura 5 — Sintese dos experimentos realizados durante o periodo da pesquisa
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Ceriodaphnia silvestrii {

u . g
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o dos mesocosmos e o
) escoamento superficial Germinagdo das sementes e
59 Eruca sativa — comprimento da raiz e da parte
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Q Sobrevivéncia, crescimento
b Amostras de sedimento . . . . i )
= Chironomus sancticaroli — desenvolvimento e deformidade
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) . . Condutividade, pH, OD.
g Parametros in situ ~ — 7 P ’,
Y temperatura, clorofila e turbidez
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-
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dos mesocosmos

Fonte: Autoria propria

44 AMOSTRAGEM E ANALISES FISICAS, QUIMICAS E BIOLOGICAS

As amostras de dgua dos mesocosmos foram coletadas com um auxilio de um balde,
armazenadas em garrafas plasticas ndo toxicas, e transportadas em isopor para 0s respectivos

laboratorios responsaveis pelas anélises de dureza, de nutrientes, quantificacdo de agrotoxicos
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e de metais. As andlises de dureza e nutrientes foram realizadas no laboratorio de Limnologia
do CRHEA/EESC/USP, cujos métodos de andlise estdo descritos na Tabela 4. Além disso,
algumas variaveis fisicas e quimicas da agua dos mesocosmos foram determinadas por
medic¢des in loco, incluindo pH, temperatura, oxigénio dissolvido (OD), saturacdo do OD,
condutividade elétrica e turbidez, por meio de uma sonda multipardmetros (YSI Pro DSS). As
concentragOes de clorofila foram determinadas ainda em campo, utilizando o equipamento

AquaFluor® Turner Designs.

Tabela 4 — Métodos de analises das amostras de agua em laboratorio

Parémetro Método Referéncia
Dureza Titulometria (NBR 12621, 1995)
Nitrito e nitrato Espectrofotometria (MACKERETH et al., 1978)
fon amdnio Espectrofotometria (KOROLEFF, 1976)
Nitrogénio organico total Espectrofotometria (APHA, 1995)
Fésforo total dissolvido e fosfato (GOLTERMAN; CLYMO;

Espectrofotometria

inorganico OHNSTAD, 1978)

Fdsforo total Espectrofotometria (APHA, 1995)

(GOLTERMAN, CLYMO;

Silicato reativo Espectrofotometria OHNSTAD, 1978)

Fonte: Autoria propria

As amostras de agua coletadas para quantificacdo dos agrotdxicos (2,4-D e fipronil)
foram encaminhadas para o Laboratério de Quimica Ambiental (Instituto de Quimica da
Unicamp). As andlises foram realizadas em parceria com a Profa. Dra. Cassiana C.
Montagner, utilizando equipamento de cromatografia liquida Agilent 1200 acoplado a
espectrometria de massas em tandem (Agilent 6410) (Agilent Technologies-Santa Clara,
EUA). O método utilizado para quantificacdo dos agrotoxicos, bem como os limites de
deteccdo (LD), limites de quantificacdo (LQ), veracidade, precisdo e efeito matriz foram
descritos detalhadamente por Goulart et al. (2020).

As amostras coletadas para analise de metais foram submetidas a digestdo acida para
extracdo dos metais (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION — APHA, 1995) no
laboratorio de Limnologia do CRHEA/EESC/USP e armazenadas em recipientes de vidro
envoltos de papel aluminio para preservacdo da amostra. A quantificacdo dos metais foi
realizada em parceria com a Profa Dra Janaina Braga do Carmo (Universidade Federal de Sao

Carlos — Campus Sorocaba), por meio de espectroscopia de emissdo atbmica por plasma de
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micro-ondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies), para quantificar as concentragdes de Al,
Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sr, Zn e K. O coeficiente de correlacdo de cada curva de
calibracdo analitica foi maior do que 0,995, e o erro de calibragdo maximo de 12%. Os
comprimentos de onda (nm) usados na analise e os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo
(LQ) (HAGE; CARR, 2012) estdo listados na Tabela 5. Todos os reagentes usados tinham
alta taxa de pureza e seu teor de metais traco foi verificado. As calibra¢fes analiticas foram
realizadas utilizando solucdo padrdo multielementar (Agilent Technologies). As analises
foram feitas em quintuplicata, controlando os resultados analiticos por meio da analise das
solucBes padres concomitantemente com a analise das amostras.

Tabela 5 — Comprimento de onda da andlise de metais pelo MP-AES, e seus limites de detec¢do (LD) e
quantificacédo (LQ).

Elemento Comprimento de Onda (nm) LD (mg/L) LQ (mg/L)
Al 396.152 8,2x107 2,5x10°
Ba 455.403 1,5x108 4,7x108
Cd 228.802 8,4x107 2,5%x108
Co 340.512 2,4x106 7,4x106
Cr 425.433 2,4x107 7,2x107
Cu 324.754 6,4x108 2,0x107
Mn 403.076 8,1x107 2,5x10°
Mo 379.825 2,2x107 6,8x107
K 766.491 7,4x107 22,2x107
Ni 352.454 4,5x107 1,4x10
Sr 407.771 1,0x108 3,1x10®
Zn 213.857 7,4x107 2,3x10°6

Notas: LD = limite de detecc¢do; LQ = limite de quantificac&o.

Fonte: Autoria propria

As amostras do escoamento superficial foram coletadas em janeiro/2020, e fazem
parte de um projeto de pos-doutorado incluido no projeto tematico (GOMES, T.F. — bolsista
PNPD/CAPES). As amostras foram coletadas a partir da instalacdo de coletores automaticos
(modelo ISCO 6712) na parte mais baixa dos plots PE1, PI1 e C1, localizados na mesma
direcdo e proximos a &rea de mata nativa (ou seja, com declividade e &rea de entorno
semelhante). Este sistema consegue coletar amostras em tempo pré-determinados e de acordo

com as variagcOes nas vazbes do escoamento. Apos coleta, as amostras foram armazenadas em
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refrigerador e utilizadas para os ensaios de toxicidade e anélises de nutrientes, quantificacdo
de agrotdxicos e metais, pelos mesmos métodos descritos anteriormente. Essa abordagem foi
incluida no presente estudo a fim de comparar a qualidade da 4gua do escoamento superficial
com a dos mesocosmos.

As coletas de sedimento foram realizadas com o auxilio de um core sampler,
constituido de um tubo de PVC com 10 cm de didmetro, que permite obter amostras
relativamente ndo perturbadas e consolidadas do sedimento. As amostras também foram
encaminhadas para o Laboratdrio de Quimica Ambiental (Instituto de Quimica da Unicamp)
para a quantificacdo de agrotdxicos. No laboratorio, as amostras de sedimento foram
inicialmente secas ao ar em condi¢Ges ambiente e peneiradas em peneiras com tamanho de
particulas de 1,0 mm. Em seguida, 10 g da amostra foram adicionadas a tubos Falcon de 50
mL e acidificadas com 1 mL de &cido sulfarico 0,1 mol L. A extragdo por SLE foi realizada
em dois ciclos de 10 minutos empregando-se 20 mL de diclorometano por ciclo. A cada ciclo,
a mistura foi homogeneizada em Vortex por 1 minuto, sonicada por 10 min em banho
ultrassénico e em seguida, a fase organica foi separada por centrifugacdo a 4000 rpm por 10
min. Ao final de cada ciclo a fase orgéanica foi coletada e seca sob fluxo constante de
nitrogénio a 22 C°. O extrato seco foi ressuspenso em 1,5 mL de uma mistura MeOH-H.O
70:30 v/v contendo 50 pg Lt de 2,4-D (anel *Ce) e fipronil-(pirazol-*Cs, ciano-*C)
utilizados como padrdo interno. Em seguida, o extrato foi filtrado empregando filtro de
seringa de PTFE hidrofébico (0,45 um) (AMARANTE et al., 2003; TETZNER et al., 2016).
Quando necessario, os extratos foram diluidos em uma mistura H,O-MeOH 70:30 v/v para

posterior analise por LC-MS/MS empregando padronizagdo interna.

4.4.1 Indice do Estado Trofico (IET) dos mesocosmos

O Indice do Estado Trofico (IET) tem por finalidade classificar corpos d’agua em
diferentes graus de trofia, avaliando a qualidade da agua quanto ao enriquecimento por
nutrientes e seu efeito relacionado ao crescimento excessivo das algas e cianobactérias
(CETESB, 2019a). Para a determinacdo do IET seguiu-se a metodologia utilizada pela
CETESB para a classificagdo dos corpos d’agua do Estado de Sdo Paulo, especificamente
reservatorios, uma vez que 0s mesocosmos se assemelham a esse sistema (Iénticos). O célculo

é composto pelo indice do Estado Trofico para o fésforo — IET(PT), e o indice do Estado
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Trofico para a clorofila a — IET(CI a), modificados por Lamparelli (2004), segundo as
equacoes:

IET (Cla) = 10 X (6 — ((0,92 — 0,34 x (InCla)) +In2))  (Equacio I)

IET (PT) =10 X (6 — ((1,77 — 0,42 X (In PT)) + In 2)) (Equagéo I1)
IET = [IET(PT) + IET(Cl a)] =+ 2)) (Equacao I11)
Em que:

IET = indice do Estado Tréfico;
Cl a =clorofila a (ug/L);
PT = Fosforo total (ug/L);

In = logaritmo natural.

Os limites estabelecidos para as diferentes classes de trofia dos rios e as caracteristicas

para cada faixa de IET estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6 — Classificagdo do estado tréfico para rios a partir da faixa de IET (indice de Estado Tréfico)

IET Faixas Caracteristica

Corpos d’agua limpos, de produtividade muito baixa e concentragdes

Ultraoligotrofico IET <47 S - x - y
insignificantes de nutrientes gue ndo acarretam em prejuizos aos usos da agua.

Corpos d’agua limpos, de baixa produtividade, em que ndo ocorrem interferéncias

Ol 47<IET =52 indesejaveis sobre o0s usos da gua, decorrentes da presenca de nutrientes.

Corpos d’agua com produtividade intermediaria, com possiveis implicagdes sobre

Mesotrofico 52<IET <59 . , o R CE
a qualidade da 4gua, mas em niveis aceitaveis, na maioria dos casos.
Corpos d’agua com alta produtividade em relacdo as condigdes naturais, com
Eutréfico 59 < IET < 63 reducdo da transparéncia, em geral afetados por atividades antrdpicas, nos quais

ocorrem alteracBes indesejaveis na qualidade da agua decorrentes do aumento da
concentracdo de nutrientes e interferéncias nos seus maltiplos usos.

Corpos d’agua com alta produtividade em relagdo as condi¢es naturais, de baixa
transparéncia, em geral afetados por atividades antrépicas, nos quais ocorrem com
freqUéncia alteracOes indesejaveis na qualidade da &gua, como a ocorréncia de
episédios floracdes de algas, e interferéncias nos seus maltiplos usos.

Supereutroéfico 63 <IET <67

Corpos d’agua afetados significativamente pelas elevadas concentragdes de
matéria organica e nutrientes, com comprometimento acentuado nos seus UsoS,
Hipereutrofico IET > 67 associado a episddios floragdes de algas ou mortandades de peixes, com
conseqliéncias indesejaveis para seus multiplos usos, inclusive sobre as atividades
pecuarias nas regides ribeirinhas.

Adaptado de CETESB (2019a) e Lamparelli (2004)
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45 TESTES DE TOXICIDADE

Os testes ecotoxicologicos para avaliacdo da toxicidade aguda e cronica foram
realizados no laboratorio do Ndcleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA-EESC-
USP), a partir das amostras de agua coletadas diretamente dos mesocosmos e do escoamento
superficial. As espécies utilizadas como bioindicadores foram o microcrustaceo Ceriodaphnia
silvestrii), a espécie vegetal Eruca sativa e o macroinvertebrado bentdnico Chironomus

sancticaroli.

45.1 Testes de toxicidade com Ceriodaphnia silvestrii

O cultivo de C. silvestrii foi obtido no NEEA/CRHEA/EESC/USP a partir de culturas
com idades sincronizadas mantidas em béqueres de 1 L com agua reconstituida filtrada com
pH entre 7,0-7,6, condutividade elétrica de 160 uS/cme dureza de 40-48 mgCaCOz3/L, como
recomendado pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING AND MATERIALS — ASTM, 2001). As culturas foram mantidas em fotoperiodo
de 12h:12h (claro:escuro), a 25°C, com renovacdo de agua trés vezes por semana (ABNT,
2017). Os organismos foram alimentados com uma mistura composta por racao
microfloculada de alevinos de peixe (TetraMin®) e fermento tipo Fleishman (ImL/L™Y), e
suspensdo algacea de R. subcapitata cultivadas em meio LC-Oligo com uma concentracao de
aproximadamente 6x10% células/L.

Os testes de toxicidade aguda e crénica foram realizados segundo as recomendacfes
da norma NBR 13373:2017 (ABNT, 2017) e metodologia utilizada por Silva et al. (2020). Os
testes de toxicidade aguda avaliam a imobilidade dos organismos e foram realizados no
periodo de 48h, em quadruplicata e com cinco neonatas (6 — 24 h de idade) em cada réplica,
alocados em copos plasticos com capacidade de 50 mL, contendo 10 mL de solucdo-teste. O
experimento foi validado caso as amostras do controle laboratorial apresentassem mortalidade
abaixo de 10%. J& no teste cronico o efeito observado foi a inibicdo da reproducdo. O teste
teve duracdo de oito dias, foi realizado em quintuplicata, com aproximadamente 15 mL das
amostras coletadas, e um organismo por recipiente teste (6 — 24 h de idade). Os organismos
foram alimentados e mantidos sob as mesmas condigdes de temperatura, fotoperiodo e meio
descritas para o cultivo. Os testes foram semi-estaticos, com renovagdo das amostras e da
alimentacdo a cada dois dias. O teste foi validado com mortalidade inferior a 20% dos

organismos adultos no grupo controle.
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Em ambos os experimentos, foram aferidos os seguintes parametros fisico-quimicos:
pH (pH-metro Micronal B374), condutividade (condutivimetro Orion modelo 145A+) e
oxigénio dissolvido (YSI 55), no inicio e final para o teste agudo, e inicio, final e a cada troca
de solucdo para o teste cronico. Com o intuito de garantir que os organismos utilizados nos
experimentos estavam em boas condigdes fisioldgicas, foram realizados testes de
sensibilidade mensalmente no laboratério, seguindo a norma NBR 13373:2017 (ABNT,
2017).

A Tabela 7 sintetiza os requisitos para os ensaios de toxicidade agudos e crénicos.

Tabela 7 — Sintese das condi¢des de ensaio para os testes agudos e cronicos com a espécie C. silvestrii

Parametro Teste cronico Teste agudo
Organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii
Idade dos neonatas 6 a 24h
Ensaio Semiestatico
Temperatura 25 +2°C
lluminagéo 1000 lux
Fotoperiodo 12C:12E
Alimentacdo 15 pL de ragdo e 30 pL de alga
Periodo de exposi¢do 8 dias 48 h
Volume das solugbes 15mL 10 mL
Numero de réplicas por 5 4

recipiente-teste
Numero de organismos por 1 5
recipiente-teste
Renovacéo da solugéo-teste Duas renovagdes com intervalo Né&o
de dois a trés dias

Endpoint Reprodugéo e sobrevivéncia Imobilidade

Parametros medidos Condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido

Fonte: Adaptado de ABNT (2017)

45.2 Teste de toxicidade com Eruca sativa

Os testes de germinacdo com a espécie Eruca sativa (racula) foram realizados de
acordo com a norma EPA 712-C-96-154 da The United States Environmental Protection
Agency (US-EPA, 1996a). As sementes utilizadas nos testes foram de rucula folha larga

gigante (Isla Sementes®, média de germinacdo 92%). Os testes foram realizados em placas de
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Petri com papel filtro, nas quais foram dispostas 10 sementes de E. sativa (Figura 6). Em
seguida adicionou-se 1 mL da amostra de agua coletada e os recipientes foram dispostos em
camara escura, a temperatura de 20 £ 2°C pelo periodo de 96 h. O teste foi feito em triplicata,
e 0s endpoints avaliados foram a germinacéo das sementes e 0 comprimento da parte aérea e
das raizes. Adotou-se a porcentagem minima de 70% de germinagdo das sementes do grupo
controle para validacdo do teste.

Fonte: Autoria propria

45.3 Testes de toxicidade com Chironomus sancticaroli

As larvas de Chironomus sancticaroli foram obtidas de culturas alocadas no
laboratério do Nucleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA/EESC/USP). Os
organismos foram mantidos em bandejas plasticas, contendo 1 kg de areia comercial lavada e
calcinada (550 °C por 2h) e 4L de agua de cultivo (pH: 7-7,5, condutividade 50,5 + 1,4
pS/cm; dureza 12-16 mg/L CaCO3), com aeracdo constante, em temperatura de 25 + 1 °C e
fotoperiodo de 12h:12h (claro:escuro) (FONSECA; ROCHA, 2004). A &gua de cultivo
consistiu em agua natural obtida em poco profundo (60m), localizado no CRHEA/EESC/USP
com pH de 6,2-6,6, condutividade de 25-30 puS/cm, dureza de 8,0 mg/L CaCO3e OD de 7-7,5
mg/L. As larvas foram alimentadas trés vezes por semana, com 25 mL de solucdo de racédo
para peixe TetraMin® (5 mg/L). Além disso, foram realizadas limpezas semanais das paredes
das bandejas, renovacdo da &gua quinzenal e acompanhamento dos parametros fisico-
quimicos da agua (pH, OD, temperatura e condutividade), sendo as bandejas descartadas a
cada 30 dias. Os organismos utilizados nos testes foram obtidos a partir da montagem de
novas bandejas com larvas recém-eclodidas, para garantia da idade no primeiro instar de

desenvolvimento (4 a 5 dias) e o periodo de exposicdo foi de oito dias para evitar
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metamorfose (PINTO et al., 2021), de acordo com o ciclo de vida descrito em Fonseca e
Rocha (2004).

Os testes de toxicidade subcrénicos com a espécie foram realizados em triplicata em
potes de plastico ndo-toxicos de 200 mL, com amostras de sedimento dos mesocosmos (100
mL), 175 mL de agua de cultivo e 10 organismos em cada réplica. O controle foi realizado em
quadruplicata com areia esterilizada fina (60g), agua de cultivo (240 mL) e 10 organismos por
réplica. A cada 48h foi realizada a aeracdo da agua e alimentacdo das larvas (1,5 mL de
TetraMin®). A aeracdo da agua foi realizada com compressor de ar Boyu, o qual borbulha ar
delicadamente sem ressuspender o sedimento, pelo tempo de 30 segundos em cada réplica,
exceto no grupo controle. O objetivo dos testes foi avaliar os efeitos subletais dos
contaminantes na fase larval do ciclo de vida do organismo, observando-se os endpoints de
sobrevivéncia, crescimento (comprimento corporal e biomassa), desenvolvimento (largura da
capsula cefélica) e deformidades de mento. Os testes foram considerados validos se a
sobrevivéncia no grupo controle foi superior a 80%. Foram aferidos os seguintes parametros
fisico-quimicos no inicio, meio e final do teste: pH (pH-metro Micronal B374), condutividade
(condutivimetro Orion modelo 145A+) e oxigénio dissolvido (YSI 55).

Ao fim do teste, os organismos foram conservados em alcool isopropilico para
posterior montagem de laminas semipermanentes em meio de Hoyer. O crescimento foi
determinado pelo comprimento corporal das larvas, medidas com auxilio do software Kinovea
0.8.15, o qual foi calibrado a partir de fotos dos organismos juntos ao papel milimetrado,
conforme um dos modelos ilustrados na Figura 7. O comprimento do corpo do organismo foi

determinado como uma linha do topo da cabeca até as papilas anais (PINTO et al., 2021).

Figura 7 — Lamina com C. sancticaroli e papel milimetrado para posterior medi¢do do comprimento corporal
dos organismos

Fonte: Autoria propria

Pés-fotografadas, as capsulas cefalicas das larvas foram removidas do corpo e

colocadas em laminas semi-permanentes com o meio de Hoyer para a observacao da estrutura



53

bucal em um microscopio optico (LEICA DMLS) em ampliacdo de 200 vezes, a fim de
verificar as deformidades de mento. Foram consideradas quatro tipos de deformidades com
base em Bonani (2010), Kuhlmann, Hayashida e Araudjo (2000) e Pinto et al. (2021): Kdehn
gap, falta de dentes, excesso de dentes e bifurcacdo do dente central mediano, conforme
exemplificado na Figura 8. Dentes desgastados foram registrados como alteragéo de larvas
nédo deformadas, e a quebra de dentes ndo foi considerada como deformidade, pois poderia ser
resultado do manuseio dos organismos, e ndo da méa formacao. A frequéncia de ocorréncia de
deformidade foi calculada pela relagdo entre o nimero de larvas com deformidade e 0 numero
total de organismos expostos em cada tratamento (BISTHOVEN; TIMMERMANS;
OLLEVIER, 1992).

Figura 8 — Exemplos de deformidades de mento em larvas do género Chironomus: em A — estrutura normal do
mento, B — Kdehn gap, C — excesso de dentes; D — falta de dentes; E — auséncia de dentes; F — dentes
desgastados.

Fonte: Pinto et al. (2021)
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A biomassa fresca e a biomassa seca livre de cinzas (AFDW) dos organismos foram

estimadas por meio de um modelo de regressao linear estabelecido para os cultivos da espécie

no NEEA, o qual relaciona a biomassa com o comprimento do corpo das larvas medido nos

testes de toxicidade.

Figura 9 — Regressao linear para o comprimento corporal, biomassa fresca e biomassa seca livre de cinzas
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A largura da capsula cefélica foi medida em microscépio estereoscopico e aplicado
para a determinacdo do instar de desenvolvimento das larvas, de acordo com Fonseca e Rocha
(2004), conforme mostrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Largura da capsula cefalica e tempo de duracdo em condi¢@es normais dos quatro instares de
desenvolvimento para a espécie Chironomus sancticaroli cultivada com Tetramin®

Instar de desenvolvimento Largura da capsula cefalica Dias de duracéo
| 0,085-0,10 4
I 0,150-0,161 2
Il 0,258-0,266 2
v 0,42-0,46 5

Fonte: Adaptado de Fonseca e Rocha (2004)

A Tabela 9 sintetiza as condicGes do teste de toxicidade com C. sancticaroli.

Tabela 9 — Sintese das condi¢des de ensaio para os testes subcronicos com a espécie C. sancticaroli

Pardmetro Teste de toxicidade
Organismo-teste C. sancticaroli
Temperatura 25°C
lluminacéo 100 a 1000 lux
Fotoperiodo 12C:12E
Volume de sedimento 100 mL
Volume de 4gua 175 mL
Idade dos organismos Final do Instar |
NuUmero de organismos 10
Numero de réplicas por recipiente-teste 3
Alimentagdo 1,5 mL (TetraMin®) a cada 48 h
Aeracéo A cada 48h
Duracéo 8 dias

Sobrevivéncia, crescimento (comprimento

corporal, biomassa fresca e biomassa seca livre de

Endpoints ) . ]
cinzas), desenvolvimento (largura da capsula
cefélica) e deformidades de mento
Parametros medidos Condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido

Fonte: Autoria propria
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros fisico-quimicos foram analisados a partir da analise de componentes
principais (Principal Component Analysis — PCA), em parceria com o Prof. Dr. Paulo José
Duarte-Neto, do Departamento de Estatistica e Informatica, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (professor colaborador do Projeto Temaético). A PCA qual consiste em uma
técnica estatistica de analise multivariada que transforma linearmente um conjunto original de
variaveis, inicialmente correlacionadas entre si, num conjunto substancialmente menor de
varidveis ndo correlacionadas, contendo a maior parte da informagdo do conjunto original
(HONGYU; SANDANIELO; OLIVEIRA JUNIOR, 2015). Esta analise € uma das maneiras
utilizadas para ordenar os dados e reduzir a dimensionalidade de dados multivariados, por
meio da algebra de matrizes (GOTELLI; ELLISON, 2016).

A PCA gera um numero de eixos igual ao numero de variaveis, em que o Eixo 1 (X)
contém a maior quantidade de variagdo nos dados (chamado eixo maior) e o Eixo 2 (Y) com a
préxima maior quantidade de variacdo nos dados, e assim por diante (GOTELLI; ELLISON,
2016). Os resultados desta pesquisa foram analisados a partir dos dois primeiros eixos (X e
Y), pois representam a maioria da variancia envolvida nos dados. A PCA foi realizada por
meio do software estatistico R versdo 4.0.0 (R CORE TEAM, 2020) com o aplicativo Rstudio
versdo 1.2.5042 © 2009-2020, utilizando o pacote “FactoMineR” (LE; JOSSE; HUSSON,
2008). Em seguida, a quantidade de carga e o coeficiente de pontuacdo de cada fator foram
transformados  graficamente para visualizagdo usando o pacote “factoextra”
(KASSAMBARA; MUNDT, 2020).

A PCA permite a identificacdo e avaliagdo das fontes de variacdo espacial (poluicéo
de origem antropogénica) e temporal (sazonalidade climatica) que afetam a qualidade da agua
(VEGA et al., 1998). Na presente pesquisa, esta analise avaliou comparacdes entre 0s pontos
de coleta de cada tratamento de solo (pasto de baixa intensidade, pasto de alta intensidade e
cana-de-aglcar) quanto as variaveis fisico-quimicas, separadas em grupos: parametros
medidos in situ, nutrientes, metais e agrotoxicos. Para a andlise, utilizou-se o valor das
variaveis de cada plot, possibilitando a interpretacdo em termos de pasto extensivo (PE), pasto
intensivo (PI) e cana-de-acucar (C).

As analises estatisticas dos testes de toxicidade foram realizadas também na versdo R
3.6.0 (2009) com o software estatistico R versdo 4.0.0 (R CORE TEAM, 2020) e o aplicativo

Rstudio versdo 1.2.5042 © 2009-2020. Todas as comparac¢des dos tratamentos com 0 grupo
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de controle foram realizadas nivel de confianca de 95% (p = 0,05), usando Modelos Lineares
Generalizados (GLM) (FIGUEIREDO et al., 2020; LOPES et al., 2018; SCHERER et al.,
2020). Os efeitos sobre sobrevivéncia e mortalidade dos organismos foram analisados pela
GLM com a familia Binomial e funcéo de ligacao logit, enquanto os outros endpoints foram
determinadas pela GLM com a familia Gaussiana e a funcgdo de ligacédo identity.

A fim de relacionar as variaveis fisico-quimicas aos endpoints obtidos nos testes de
toxicidade, utilizou-se a Andlise de Redundancia (RDA — Redundancy Analysis). Esta anélise
foi desenvolvida por Rao (1973) e se baseia em medidas de distancia euclidiana e
combinag@es lineares entre variaveis explicativas e dependentes, podendo ser utilizada como
um método de ordenagdo de dados de qualidade da agua sob influéncia de usos do solo
(ZEILHOFER; LIMA; LIMA, 2006). O objetivo da RDA, portanto, € maximizar o
relacionamento entre esses grupos de variaveis através de sua ordenacdo direta (SABA,
2011). A andlise e a padronizagdo foram realizadas por meio do software Canoco versao 4.5.6
(ANDERSON; TER BRAAK, 2003). Cabe ressaltar que a RDA foi realizada apenas com os
endpoints de C. silvestrii e E. sativa, que foram as espécies testadas com as amostras de agua
dos mesocosmos. Assim como na PCA, os resultados foram analisados a partir dos dois

primeiros eixos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO CLIMATOLOGICA

Neste topico estdo descritas as medi¢Oes das variaveis climatologicas, obtidas na
Estacdo do CRHEA/EESC/USP, a qual foi selecionada por ser a mais proxima da area

experimental.

5.1.1 Precipitacdo e temperatura do ar

Na Figura 10 e na Figura 11 estdo apresentados os dados de precipitacao e temperatura
do ar (minima, méxima e média), medidas no més de janeiro e agosto/2020, respectivamente.
Os sete dias antecedentes a coleta estdo delimitados pela forma retangular, e os dias da coleta
(10 de janeiro e 12 de agosto/2020) estdo destacados em laranja. Para janeiro, observa-se que
a semana da coleta apresentou valores de precipitacdo elevados, com destaque para os dias 3
(59,8 mm), 5 (57,2 mm) e 8 (55,5 mm). Quanto a temperatura do ar, nota-se que se manteve
aproximadamente constante, com uma média de 24,8°C entre os dias 3 e 10 de janeiro. J&
para agosto, conforme o clima esperado para essa regido em meses de inverno, observa-se a
auséncia de chuva nas duas semanas antecedentes a coleta. A temperatura do ar apresentou
um pequeno aumento neste periodo, com uma média de 19,6°C, entre os dias 5 e 12 de
agosto. A menor temperatura registrada nessa semana foi de 9,8°C, no dia 9 de agosto, € a
maior foi de 30,5°C, no dia 12.

Figura 10 — Precipitagdo e temperatura do ar medidas durante o més de janeiro/2020 (semana antecedente a
coleta destacada pela forma retangular, e dia da coleta em laranja)
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Figura 11 — Precipitacdo e temperatura do ar medidas durante 0 més de agosto/2020 (semana antecedente a
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5.1.2 Velocidade do vento
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A Figura 12 e a Figura 13 apresentam os dados de velocidade do vento medidos

diariamente nos meses de janeiro e agosto, respectivamente. Na semana antecedente a coleta,

a média da velocidade foi de 2,24 km/h em janeiro, e 2,57 km/h em agosto. Entre os dias 3 e

10 de janeiro, o maior valor registrado foi de 4,44 km/h. Ja no periodo de 5 a 12 de agosto, a

maior velocidade ocorreu no proprio dia da coleta, com ventos a 3,68 km/h.

Velocidade (km/h)

Figura 12 — Velocidade do vento (km/h) a 2 m de altura medida durante 0 més de janeiro/2020 (semana
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Figura 13 — Velocidade do vento (km/h) a 2 m de altura medida durante o0 més de agosto/2020 (semana
antecedente a coleta destacada pela forma retangular, e dia da coleta em laranja)
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Fonte: Autoria prépria

5.1.3 Radiacao solar

A Figura 14 e a Figura 15 apresentam os dados de radiagdo solar medidos diariamente
nos meses de janeiro e agosto, respectivamente. Na semana antecedente a coleta, a média da
radiacdo foi de 471 cal/cm?/dia em janeiro, e 338 cal/cm?/dia em agosto, coincidindo com as
temperaturas registradas no mesmo periodo. Os maiores valores de radiacdo medidos foram
de 622,5 e 369 cal/cm?/dia nos dias 7 de janeiro e 5 de agosto, respectivamente.

Figura 14 — Radiac&o solar (cal/cm?/dia) medida durante o més de janeiro/2020 (semana antecedente a coleta
destacada pela forma e dia da coleta em laranja)
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Figura 15 — Radiacdo solar (cal/cm2/dia) medida durante 0 més de agosto/2020 (semana antecedente a coleta
destacada pela forma e dia da coleta em laranja)
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5.2  ANALISES FISICAS, QUIMICAS E BIOLOGICAS (JANEIRO/2020)

Neste topico estdo descritos os resultados das andlises fisicas, quimicas e bioldgicas,

referentes a coleta realizada em janeiro/2020.

5.2.1 Parametros medidos in loco

A Tabela 10 refere-se aos diferentes tratamentos e contém os resultados das variaveis
fisicas, quimicas e bioldgicas das amostras de agua dos mesocosmos, coletadas no dia 10 de
janeiro de 2020. Importante ressaltar que em 11 dos 13 mesocosmos as concentragdes de
oxigénio dissolvido estiveram abaixo de 2 mg/L, o que a principio poderia ser um fator de

estresse importante para a manutencdo das comunidades aquaticas.
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Tabela 10 — Variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas (clorofila) da agua dos mesocosmos (coleta de janeiro/2020) e valores estabelecidos para agua doce na CONAMA 357/05

Tratamento
L, Valor estabelecido para
variavel PEL PE2 PE3 PE4 | Xeeto | PIL  PI2 PI3 P4 PI5 | Xmzo | Cl C2 C4 C5| Xcto aguas doces na
PE= 1= = CONAMA 357
(BRASIL, 2005)
Temperatura (°C) 255 244 251 252 | 251+05| 24 239 24 244 235 | 240+03 | 246 244 247 247 | 24601 -
pH 62 56 56 60 | 59+03 | 60 60 63 60 66 | 62403 6,2 60 58 56 | 594072 6a9
CO'}i‘;}L‘Q“’)'ade 64 78 76 102 | 80#16 | 153 89 351 155 768 |30,3x278| 206 86 137 9,9 | 13,2454 <100
>6 (Classe 1),
OD (mg/L) 33 05 02 02 | 10+#5| 04 06 02 04 01 | 03202 0,3 05 24 05| 09+10 25 (Classe 2),
1 1 L L L -_— L L l L l ) ) -_— l 1 ) ) 1 ) bl ) 24 (Classe 3)’
>2 (Classe 4)
%saturaciodeOD 40,8 56 1,8 25 |[12,7+#188| 43 74 20 48 09 | 3,9+25 37 58 282 59 |10,9+11,6 -
Turbidez <40 (Classe 1),
(UNT) 31 36 25 2 28:07 | 17 30 10 17 484 [11,2+208| 138 33 21 28 | 5556 <100 (Classe 2 & 3)
Clorofilaa <10 (Classe 1),
(Lg/L) 32 97 53 09 | 48#38 | 46 77 72 89 38 | 64%22 72 351 191 7.3 |17,2+13.2 <30 (Classe 2),
HY <60 (Classe 3)
CIE)J;)/]‘E;\ b 16 168 63 4.6 10,9+6,3 6,2 16,1 5,6 74 82 | 87+43 7,4 43,0 13,6 14,1 |19,5+159 -
Dureza
(MgCaCOs/L) 3,0 40 40 4,0 3,840,5 8,0 5,0 8,0 70 80 | 7,2+13 7,0 40 70 40 | 55+1,7 -

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agticar; OD — oxigénio dissolvido; X- média; ¢ — desvio padréo.

Fonte: Autoria propria
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O pH influencia os ecossistemas aquéaticos naturais através de efeitos diretos sobre a
fisiologia de diversas espécies e, indiretamente, pode contribuir para a precipitacdo de
elementos quimicos toxicos, como metais pesados, ou exercer efeitos sobre a solubilidade dos
nutrientes (CETESB, 2020). A faixa de pH estabelecida para protecéo da vida aquatica é de 6
a 9 (BRASIL, 2005), portanto 5 das 13 amostras se mostraram abaixo do valor (PE2, PES3,
P12, C4 e C5), porém préximas do limite.

A condutividade elétrica depende das concentracfes i6nicas e da temperatura e indica
a quantidade de sais existentes na coluna d’agua, aumentando a medida que se adicionam
solidos dissolvidos (CETESB, 2020). Esta varidvel representa uma medida indireta da
concentracdo de poluentes e, no geral, niveis superiores a 100 pS/cm indicam ambientes
impactados (CETESB, 2020). O maior valor encontrado nesta coleta foi de 76,8 uS/cm no
plot P15, assim, todas as amostras encontram-se dentro do padréo estabelecido pela CETESB.
A condutividade depende de vérios fatores e pode auxiliar no reconhecimento de impactos
nos corpos hidricos, tal como langamento de efluentes industriais, sanitarios, mineragéo, entre
outros (BAGGIO; FREITAS; ARAUJO, 2016). No presente estudo houve apenas aporte de
agrotoxicos e fertilizantes para o interior dos mesocosmos, por isso provavelmente a
concentracdo atendeu ao valor maximo estabelecido por legislagao.

O OD é um fator limitante para manutencdo da vida aquatica e de processos de
autodepuracdo em sistemas aquaticos, e as concentracbes minimas estabelecidas para aguas
doces de classes 1, 2, 3 e 4 sdo, respectivamente: 6, 5, 4 e 2 mg/L Oz (BRASIL, 2005). Dentre
as amostras coletadas, apenas a dos mesocosmos PE1 (3,3 mg/L) e C4 (2,4 mg/L) se
mostraram dentro do limite para a classe 4, a qual permite apenas uso para navegacao e
harmonia paisagistica. As demais amostras estdo abaixo de 2 mg/L, apresentando condicao de
hipoxia (baixa concentracdo de oxigénio dissolvido na dgua), impactando na manutencdo da
vida dos organismos presentes no ambiente aquéatico. Esse fato esteve muito associado ao
aumento da biomassa de macrofitas aquaticas, as quais praticamente “fecharam” toda a area
superficial dos mesocosmos. O fechamento dos mesocosmos pelas plantas contribui para a
reducdo da luminosidade e, com isso, reduz-se também a atividade fotossintética, diminuindo
a producdo de oxigénio (TUNDISI; TUNDISI, 2016). Ao mesmo tempo em que se reduz a
producdo, o aumento da matéria orgénica gera consumo de OD associado a decomposicao
(TUNDISI; TUNDISI, 2016). Em ecossistemas aquaticos, a decomposi¢cdo das macrofitas

gera detritos organicos que se acumulam no sedimento, 0s quais serdo novamente
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transformados em nutrientes pelas bactérias, com alto consumo de oxigénio dissolvido no
processo (HULL; PARRELLA; FALCUCCI, 2008). Vale ressaltar que as macrofitas
aquaticas foram introduzidas nos mesocosmos em 2018, assim, pode-se considerar que na
época do presente estudo provavelmente estava ocorrendo a decomposicdo das plantas,
ocasionando a queda do OD nos mesocosmos.

A clorofila a também é indicadora da biomassa fitoplancténica, ou seja, do
crescimento de algas e cianobactérias devido ao enriquecimento por nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo (CETESB, 2014). Portanto, a clorofila quantificada nos
mesocosmos pode ser indicativo da decomposicdo das macrofitas, que causaram aumento na
concentracédo de nutrientes a serem assimilados pelas algas e, consequentemente, aumento dos
valores de clorofila. Apesar do crescimento das algas, foram constatadas baixas concentracdes
de OD, provavelmente relacionada com a taxa de respiracdo (consumo), que se encontrava
superior a da producao de oxigénio em determinados periodos do dia.

Por ser um dos pigmentos responsaveis pela fotossintese, a clorofila a é também é
considerada a principal varidvel indicadora de estado trofico dos ambientes aquaticos
(CETESB, 2020). Os valores maximos estabelecidos para aguas doces de Classes 1, 2 e 3 sdo,
respectivamente: 10, 30 e 60 pg/L (BRASIL, 2005). Importante destacar que os plots da cana-
de-agUcar apresentaram maiores valores de clorofila a, sendo que as amostras dos
mesocosmos C2 (35,1 pg/L) e C4 (19,1 pg/L) se enquadram apenas na Classe 3, enquanto as
demais apresentaram concentracdes menores que 10 pg/L. O fato de o tratamento C ter
recebido fertilizacdo com vinhaca (tanto no solo quanto diretamente no mesocosmos C3, C4 e
C5) e NPK provavelmente contribuiu para o maior carreamento de nutrientes para o interior
dos mesocosmos, favorecendo a producdo de algas e, consequentemente, o aumento na
concentracdo de clorofila. Quanto ao indice de Estado Tréfico dos mesocosmos, este serd
tratado nos proximos topicos.

Por fim, a turbidez representa o grau de atenuacdo de intensidade que um feixe de luz
sofre ao atravessar uma amostra de agua devido a presenca de solidos em suspensdo. A
Resolugdo CONAMA n°357/2005 estabelece os limites méximos de 40 e 100 UNT para
aguas doces de classes 1 e 2, respectivamente. O maior valor encontrado foi de 48,4 UNT no
mesocosmo do plot P15, sendo o Unico a ndo se enquadrar a legislagdo para a Classe 1. O
mesocosmo PI5 possuia uma biomassa de macrdfitas muito elevada, assim, o proprio

conteldo de matéria organica fina das macrofitas pode ter contribuido para 0 aumento na
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carga de sélidos em suspensdo, elevando a turbidez da &gua. Para as demais varidveis
analisadas ndo ha padrdo estabelecido por legislagao.

A Figura 18 apresenta a Andalise de Componentes Principais (PCA) para 0s parametros
fisicos, quimicos e biolégicos medidos in loco nos mesocosmos durante a coleta de
janeiro/2020. A Figura 16 auxilia na interpretacdo da PCA, mostrando, que os dois primeiros
componentes principais sdo mais significativos para explicar os dados. A Figura 17 mostra
contribuicdes de cada varidvel da PC1 e PC2, e a linha vermelha corresponde ao valor
esperado se a contribuicdo fosse uniforme, sendo que para uma dada dimensao, qualquer linha
ou coluna com uma contribuicdo abaixo da linha de referéncia pode ser considerada tdo
importante quanto as demais na contribuicdo da dimensdo. Os eixos 1 e 2 explicam,
respectivamente, 47 e 22,6% da variancia dos dados, totalizando 69,6%.

Figura 16 — Grafico de anélise dos pardmetros in situ que reteve 0s dois primeiros componentes principais como
mais significativos para explicar os dados (coleta de janeiro/2020)

—»— PC Actual Data
-------- PC Simulated Data
---- PC Resampled Data

eigen values of principal components

Component Number

Fonte: Autoria propria

Figura 17 — ContribuicGes das variaveis (%) para PC1 (A) e PC2 (B). As variaveis analisadas foram
condutividade, dureza, temperatura, clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), pH, oxigénio dissolvido (OD) e turbidez
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Figura 18 — Diagrama da PCA para as variaveis fisicas, quimicas e biol6gicas medidas in loco nos mesocosmos,
considerando PC1 e PC2 (coleta de janeiro/2020)
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Os mesocosmos estabelecidos nos plots C1, PI1, PI3, P14 e PI5 apresentam os maiores
valores associados ao pH, dureza, condutividade e turbidez. Os demais mesocosmos inseridos
na matriz da cana-de-agUcar apresentaram comportamentos diversos, com o C2 associado a
clorofila a e b, e C5 com menor relacdo as variaveis explicativas. As amostras do PE
apresentaram valores baixos para as variaveis tanto do eixo 1 quanto do eixo 2, coincidente
aos eventos ocorridos na area experimental, uma vez que nesta area ndo foram aplicados
produtos agroquimicos. Também pode-se observar que a temperatura esteve mais relacionada
ao PE (terceiro quadrante do gréafico), provavelmente devido a menor cobertura do solo

presente nos plots desse tratamento em relagcdo ao pasto intensivo e cana-de-agucar.

5.2.2 Agrotoxicos em amostras de agua e sedimento dos mesocosmos

Na Tabela 11 séo apresentados os resultados da quantificacdo de agrotdxicos em cada
mesocosmo, considerando 2,4-D, fipronil e os produtos gerados pela degradacéo do fipronil
(fipronil sulfide e fipronil sulfona), os quais sdo transformados no ambiente por processos de
oxidacdo e reducdo e podem ser ainda mais toxicos que o composto original (LIN et al.,
2009). Beeler e Schlenk (2001) estabeleceram a seguinte ordem crescente de toxicidade para
os produtos da degradagéo, baseada em estudo com alguns invertebrados: fipronil amida,
fipronil desulfinil, fipronil sulfona e fipronil sulfide. Fipronil sulfona e fipronil sulfide sao,
respectivamente, 6,6 e 1,9 vezes mais toxicos para invertebrados aquaticos do que o composto
original (US-EPA, 1996b).

Conforme o esperado, as maiores concentragdes de agrotoxicos foram registradas no

local da aplicacdo, cana-de-agucar e pasto intensivo no caso do 2,4-D; e cana-de-agUcar no
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caso do fipronil. Nos tratamentos de cana-de-aclcar, os valores de 2,4-D foram
significativamente maiores, evidenciando a influéncia do tipo de cobertura do solo no
transporte dos agrotoxicos. A presenca de agrotoxicos nas amostras de agua deste estudo
simula uma situacdo real de contaminacdo que ocorre devido a expansdo da atividade
agricola, principalmente de monoculturas. Além disso, € evidenciada a retencdo de
agrotoxicos nos corpos d’agua. Freitas et al. (2021) avaliaram a retencédo e toxicidade do 2,4-
D ao longo de um riacho por meio de uma adicdo controlada do herbicida, constatando a
retencdo do mesmo ao longo do trecho através do decaimento de 50% da concentracao apos
317 e 514 metros. Neste cenario, 0 uso de agrotoxicos é um caso de externalidade negativa,
tanto para a salide humana quanto para o meio ambiente (SOARES; PORTO, 2007).

Tabela 11 — Quantificacdo de agrotoxicos na agua dos mesocosmos (coleta de janeiro/2020) e valores
estabelecidos para agua doce na CONAMA 357/05

Agrotéxico (ng/L)

Tratamento
2,4-D Fipronil Fipronil sulfide Fipronil sulfona

PE1 32,6 <LQ <LQ 0,3
PE2 <LQ 0,6 <LQ 0,3
PE3 <LQ 0,6 <LQ 0,3
PE4 <LQ 0,7 <LQ <LQ

Xpe+ o 8,2+16,3 0,5+0,3 0,0+0,0 0,2+0,1
PI1 <LQ 0,7 <LQ 0,4
PI2 1516,2 0,6 <LQ 0,3
PI3 <LQ 0,9 <LQ 0,3
P14 <LQ 0,8 <LQ 03
PI5 <LQ 0,8 <LQ 0,8

Xrito 303,2+678,1 0,8+0,1 0,0+0,0 0,4+0,2
C1l <LQ 34 <LQ 1,1
C2 282,8 27,8 0,9 6,1
Cc4 74074 194 0,9 2,3
C5 319,6 5,7 0,7 1,7

Xcto 2002,5+3606,1 14,1+11,6 0,6+1,3 2,8+2,2

Valor estabelecido <4000 gL

para aguas doces na
CONAMA 357
(BRASIL, 2005)

(Classes 1 e 2), - - -
<30000 ng/L (Classe 3)

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; LQ — limite de quantificacdo (2,4-D: 5 ng/L; Fipronil:
0,5 ng/L; Fipronil Sulfide: 0,5 ng/L; Fipronil Sulfona: 0,1 ng/L); X- média; ¢ — desvio padrao.
Fonte: Autoria propria
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Outro ponto a ser observado diz respeito a solubilidade dos agrotdxicos, a qual indica
a tendéncia destes compostos em serem carreados superficialmente no solo pela agua da
chuva ou de irrigacdo, atingindo as aguas superficiais e os sedimentos (TOFFOLI, 2014). Em
ecossistemas aquaticos, o inseticida fipronil pode ocorrer tanto na coluna d’agua quanto no
sedimento, enquanto o herbicida 2,4-D permanece principalmente na fase dissolvida (ISLAM
etal., 2018).

O 2,4-D possui alta solubilidade em agua (900 mg/L a 25°C), razdo pela qual foi
encontrado em maiores concentracdes nas amostras analisadas (MAGNOLI et al., 2020).
Quanto maior a hidrossolubilidade da molécula, maior a facilidade de transporte do
agrotéxico até os corpos hidricos e, associado a ocorréncia de chuvas, aumenta-se a
probabilidade de contaminacdo ambiental por esses produtos (MARCHESAN et al., 2007,
RAO; WAGENET, 1985). O limite maximo permitido de 2,4-D em 4aguas doces é
estabelecido pela Resolucdo CONAMA n°357/2005 como 4,0 pg/L para Classes 1 e 2, e 30,0
Hg/L para Classe 3. Portanto, a unidade que ultrapassou o limite (para aguas de Classe 1) foi o
C4, o qual apresentou concentracdo de aproximadamente 7,4 ug/L de 2,4-D. Ja o fipronil é
considerado um composto estavel a temperatura ambiente, possuindo baixa solubilidade em
agua e maior afinidade por matrizes organicas, como lipideos, 6leos e solventes organicos
(GUNASEKARA et al., 2007), e, por isso, apresentou menores concentracdes nas amostras.

A Figura 21 apresenta a PCA para os agrotdxicos quantificados nas amostras de agua
dos mesocosmos, referente a coleta de janeiro/2020. Os eixos 1 e 2 explicam,
respectivamente, 76,6 e 22,8% da variancia dos dados, totalizando 99,4%. Pelo tamanho dos
vetores, pode-se afirmar que os dois agrotdxicos (e os subprodutos do fipronil) apresentam a
mesma porcentagem de contribuicdo para ambos os eixos. A Figura 19 e a Figura 20 auxiliam
na interpretacdo da PCA, mostrando, respectivamente, o primeiro componente principal como
mais significativo para explicar os dados (PC1) e as contribui¢cdes de cada variavel da PC1 e
PC2.
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Figura 19 — Grafico de analise de agrotoxicos que reteve o primeiro componente principal como mais
significativo para explicar os dados (coleta de janeiro/2020)
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Figura 20 — ContribuigBes das variaveis (%) para (A) PC1 e (B) PC2. As variaveis analisadas foram fipronil,
fipronil sulfona, fipronil sulfide e 2,4-D (coleta de janeiro/2020)
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Figura 21 — Diagrama da PCA para os agrotoxicos quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando
PC1 e PC2 (coleta de janeiro/2020)
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Trés amostras dos plots da cana-de-agucar, exceto o C1, apresentaram maior

influéncia dos agrotoxicos em comparacdo aos demais tratamentos do solo, sendo o C4 o0 mais
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relacionado ao 2,4-D e fipronil, enquanto C2 e C5 apresentam os maiores valores associados
ao fipronil sulfide e fipronil sulfona. Isso é condizente ao fato de os plots desta area terem
recebido aplicacdo de fipronil e 2,4-D em novembro e dezembro/2019, respectivamente. A
declividade no terreno (destacada na Figura 3) provavelmente pode ter contribuido para o
carreamento de agrotdxicos do tratamento pasto intensivo para 0s mesocosmos inseridos nos
plots da cana-de-agUcar, principalmente no periodo chuvoso que prevaleceu durante a semana
da coleta das amostras de agua. Além disso, deve-se levar em conta o transporte do agrotoxico
pelo vento durante sua aplicacdo (chamado de deriva), que também pode ter contribuido para
0 aporte do produto para 0s mesocosmos. Cunha (2008) realizou uma simulacdo da deriva de
agrotoxicos em diferentes condicBes de pulverizagdo e constatou que na maioria das
condicdes avaliadas, o fenémeno da deriva estendeu-se prioritariamente por um comprimento
de até 5 metros, chegando na distancia horizontal maxima percorrida de 38,3 metros para
gotas de 40 um, ventos a 5 m/s e altura de lancamento de 0,8 m. Portanto, a deriva consiste
em um problema e sdo imprescindiveis a escolha e uso adequado das pontas de pulverizacdo
para a melhoria das condi¢Ges de precisdo e seguranca na aplicacdo de agrotoxicos
(WOMAC; GOODWIN; HART, 1997).

As amostras dos mesocosmos do pasto extensivo, onde ndo houve a aplicagéo de 2,4-
D e fipronil, apresentaram menor relacdo aos agrotdxicos, coincidente aos eventos ocorridos
na &rea experimental. No entanto, conforme visto na Tabela 11, esses produtos também foram
registrados nesse tratamento, mesmo que em baixas concentracdes, provavelmente pela
proximidade das areas onde houve a aplicacao e pela influéncia da area localizada proxima a
unidade experimental, que é uma extensa plantacdo de cana-de-aclcar. Nesses casos, 0 vento
pode ter sido o responsavel pelo transporte dos agrotoxicos, aumentando a area de alcance
além dos limites da aplicacédo do produto.

Brovini et al. (2021) realizaram uma analise considerando a combinacdo de duas
abordagens — dados de monitoramento do governo brasileiro e dados da literatura —, a fim de
estimar a concentracdo ambiental dos trés agrotoxicos mais usados no pais: 2,4-D, atrazina e
glifosato. Para o 2,4-D, o estado de Sergipe apresentou a mediana mais alta (10 pg/L),
enquanto a concentragdo mais alta foi encontrada no estado de Santa Catarina (74,5 pg/L),
proximo a zona rural dedicada a agricultura. J& Marchesan et al. (2010) detectaram a presenca
do 2,4-D em 26,2% das amostras de agua coletadas no rio Vacacai em Santa Maria-RS (safra

2004/05), com concentracOes variando de 0,9 a 2,7 pg/L. Para o fipronil, nas safras de
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2005/06 e 2006/07, a deteccdo ocorreu em 90% e 80% das amostras, com concentracOes de
0,05-16,3 pg/L e 2,2-26,2 pg/L, respectivamente. O fipronil foi o inseticida com maior
frequéncia de deteccdo nas aguas superficiais do Brasil no ano de 2016, com concentracGes
variando de 0,05 a 26,2 pg/L (ALBUQUERQUE et al., 2016; TINGLE etal., 2003). No
periodo de 2018 e 2019, o fipronil também foi quantificado na maior parte das amostragens
de monitoramento de aguas doces superficiais no Brasil, registrando-se concentracbes de
0,065 a 0,69 pg/L na estacdo chuvosa (CETESB, 2019b). No presente estudo, as maiores
concentragdes medidas (7,4 pg/L para 2,4-D — C4, e 0,03 pg/L para fipronil — C2) se
mantiveram na ordem de grandeza das concentra¢cdes ambientais encontradas no pais.

No que se refere as amostras coletadas do escoamento superficial, a Tabela 12 resume
a quantificacdo de agrotoxicos nos trés tratamentos (PE, Pl e C).

Tabela 12 — Quantificagdo de agrotoxicos nas amostras de agua de escoamento superficial nos trés tipos de
tratamento de solo

Agrotoxico (ng/L)

Tratamento
2,4-D Fipronil Fipronil Sulfide Fipronil Sulfona
PE 52,2 1,3 <LQ 0,3
Pl 43,9 0,8 <LQ 0,5
C 55,1 10,4 <LQ <LQ

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; LQ — limite de quantificagdo (Fipronil Sulfide: 0,5
ng/L; Fipronil Sulfona: 0,1 ng/L).
Fonte: Autoria propria

A maior concentracdo para ambos o0s agrotoxicos foi detectada na area de cultivo de
cana-de-acucar. Para o 2,4-D, com maior solubilidade em agua, os valores registrados nos trés
tratamentos foram similares, apesar do maior valor obtido na cana-de-acucar. Ja no fipronil,
um composto mais estavel, a concentracdo obtida em C foi de 10,4 ng/L, sendo cerca de 10
vezes maior que o valor obtido nas areas de pastagens. Os tratamentos PE e Pl apresentaram
resultados semelhantes entre si, uma vez que sdo areas abertas e a aplicacdo de agroquimicos
em um tratamento pode influenciar os outros (devido ao vento, por exemplo).

Além disso, vale ressaltar que a area experimental é circundada por plantacfes de
cana-de-acgucar, o que também pode influenciar os resultados, mesmo que os tratamentos PE
ndo tenham recebido nenhuma aplicacdo de agrotdxicos e fertilizantes. Estima-se que menos
de 0,1% dos agrotoxicos aplicados nas lavouras atinjam seus alvos especificos, podendo
contaminar a agua, solo, sedimento, alimentos e o ar, tornando-se uma preocupacdo grave

tanto para a saude humana quanto para o ecossistema (ISLAM et al., 2018; SOLONESKI;
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NIKOLOFF; LARRAMENDY, 2016). No meio ambiente, essa movimentacdo dos produtos
ocorre por diferentes mecanismos, como agua da chuva, volatilizagdo, deriva, remog¢édo de
culturas, lixiviacdo, absorcdo pelas plantas, adsorcdo, escoamento superficial, percolagéo,
entre outros. (QURRATU; REEHAN, 2016; SOLONESKI; NIKOLOFF; LARRAMENDY,
2016).

A Tabela 13 resume a quantificacdo de agrotdxicos em amostras de sedimento dos
mesocosmos. O fipronil foi quantificado em maiores concentragdes nas amostras do
tratamento da cana-de-agucar, local onde ocorreu a aplicacdo do inseticida em
novembro/2019. Era esperado que o fipronil ocorresse em um maior nimero de amostras
comparado ao 2,4-D devido ao fato do primeiro ser menos solivel em &gua, ou seja, em
ambientes aquaticos o residuo do agrotéxico tende a se ligar ao material particulado em
suspensdo ou se depositar no sedimento, podendo chegar até 95% de transferéncia de residuos
de fipronil da &gua para o sedimento dentro de uma semana de aplicacdo do produto (PEDRO,
2008; TINGLE, 2003). A sorcdo de compostos ndo-iénicos, como o fipronil, é influenciada
pela polaridade e particdo hidrofébica na matéria organica (PIASAROLO; RIGITANO,
GUERREIRO, 2008), portanto o agrotoxico pode ter persistido na agua provavelmente
devido a baixa capacidade de retencdo do sedimento ou devido a aderéncia as particulas
organicas suspensas na coluna d’agua. De forma semelhante, no estudo de Peret et al. (2010)
0s autores mostraram que 72% do fipronil permaneceu na coluna d'agua, associado ao fato de

0 mesmo permanecer aderido a matéria organica.
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Tabela 13 — Quantificacdo de agrotéxicos no sedimento dos mesocosmos (coleta de janeiro/2020)
Agrotoéxico (pg/g)

Tratamento
2,4-D Fipronil Fipronil Sulfide Fipronil Sulfona

PE1 <LQ <LQ <LQ <LQ
PE2 <LQ <LQ <LQ <LQ
PE3 <LQ <LQ <LQ <LQ
PE4 <LQ <LQ <LQ <LQ

Xreto 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Pl11 <LQ 39,6 <LQ <LQ
P12 <LQ <LQ <LQ <LQ
PI3 <LQ <LQ <LQ <LQ
Pl4 <LQ <LQ <LQ <LQ
PI5 <LQ <LQ <LQ <LQ

Xeito 0,0+0,0 7,9+17,7 0,0+0,0 0,0+0,0
c1 <LQ <LQ <LQ <LQ
Cc2 <LQ 22,9 <LQ <LQ
C4 <LQ 31,9 <LQ <LQ
C5 <LQ 48,4 <LQ <LQ

Xcto 0,0+0,0 25,8+20,2 0,0+0,0 0,0+0,0

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; LQ — limite de quantificacdo (2,4-D: 0,75
ng/g; Fipronil: 0,015 ng/g; Fipronil Sulfide: 0,075 ng/g; Fipronil Sulfona: 0,015 ng/g); X- média; c — desvio
padréo.

Fonte: Autoria prépria

5.2.3 Nutrientes

A Tabela 14 sintetiza a quantificacdo de nutrientes nas amostras de agua dos
mesocosmos dos trés tratamentos de solo (PE, Pl e C). Observa-se que os tratamentos Pl e C
apresentaram maiores concentracdes dos compostos fosfatados, devido a aplicacdo de
fertilizantes anteriormente a data da coleta das amostras. Os resultados de condutividade, por
exemplo, demonstram maiores valores em P1 (18,70 uS/cm) e C (13,20 uS/cm), em relagéo ao
PE (8,00 uS/cm) na agua dos mesocosmos, 0 que atesta 0 carreamento continuo de material

aléctone para dentro do sistema.
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Tabela 14 — Quantificacdo de nutrientes das amostras de dgua dos mesocosmos (coleta de janeiro/2020) e valores estabelecidos para agua doce na CONAMA 357/05

Tratamento
Variaveis Valor estabelecido
(ng/L) < < - para aguas doces na
PE1l PE2 PE3 PE4 XrEx O PI1 P12 PI3 Pl4 PI5 Xrito C1 Cc2 C4 C5 Xcto CONAMA 357
(BRASIL, 2005)
NT Léntico:

930 980 1260 1260 |1107,5+177,3| 1310 930 1350 1350 1540 | 1296+223,3 1630 1590 1540 1260 | 1505+167.,4

(Nitrogénio total) <1270 (Classes 1 e 2)

(N'\iltcl?izt-o) 1,2 1,7 2,5 2,1 1,9+0,6 2,8 2,5 3,4 2,9 5,9 3,514 3,2 2,6 3,4 3,6 3,2£0,4 <1000
(Nli\lt?;'éo) 49,9 70,0 439 430 51,7£12,6 80,0 634 920 370 20,8 | 58,6295 449 40,6 31,0 16,7 33,3125 <10000
(I'onNa}rTI:(‘;nio) 10,0 183 10,9 19,2 14,6+4,8 106 20,0 47,0 18,7 19,1 23,1+13,9 12,0 21,4 13,0 348 20,3+10,5 -
Léntico:
T 617 1572 1734 1064 | 124,7+508 | 1824 1056 2153 2831 184,8| 1942+641 | 3688 2036 760 107.4 |1889+1316| 20 (Classel),
(Fdsforo total) <30 (Classe 2),
<50 (Classe 3)
.P' A 52 10,7 152 115 10,7#4,1 147 143 80,3 106,5 29,6 | 49,1+42,0 36,4 339 176 231 27,8+8,9 -
(Fosfato inorganico)
PTD
(Fésforo total 186 196 29,2 21,7 22,3+4.8 349 29,7 100,5 128,7 58,6 | 70,5+429 63,9 50,9 37,7 47,7 | 50,1+10,8 -
dissolvido)
(Sislilgzto) 660 780 930 770 785+110,9 840 790 1010 920 1610 | 1034+332,6 870 700 780 800 | 787,5+69,9 -

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agticar; X — média; ¢ — desvio padrio.

Fonte: Autoria prépria
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O nitrogénio é um dos elementos essenciais para o funcionamento de ecossistemas
aquaticos, pois atua na formacéao de proteinas (componentes basicos da biomassa), e pode ser
encontrado nas aguas nas formas de nitrogénio organico e amoniacal (formas reduzidas) ou
nitrito e nitrato (formas oxidadas) (CETESB, 2020). Essas formas variam nas zonas de
autodepuracdo natural em rios, com a maior presenga de nitrogénio organico na zona de
degradacdo, amoniacal na zona de decomposicdo ativa, nitrito na zona de recuperagdo e
nitrato na zona de aguas limpas (CETESB, 2020). Para dguas doces de Classes 1 e 2, quando
0 nitrogénio for fator limitante para eutrofizacdo, o valor limite de nitrogénio total (apds
oxidagdo) € de 1,27 mg/L para ambientes Iénticos (BRASIL, 2005). Dentre as amostras
coletadas, sete delas (PI1, PI3, PI4, PI5, C1, C2 e C4) ndo se enquadram no limite
estabelecido para o ambiente Iéntico, que sdo locais de aguas quase paradas ou lentamente
renovadas, com sistema fechado de ciclagem de nutrientes (OLIVEIRA; GOULART, 2000).
Os mesocosmos podem ser comparados com sistemas Iénticos, e um dos desequilibrios que
ocorre nesse sistema é a eutrofizacdo. Esse processo tem sido observado em reservatorios e
lagos devido ao aumento do uso de fertilizantes, aumento populacional e o elevado grau de
urbanizacdo das cidades, contribuindo com o aporte de nutrientes e matéria organica (BEM,
2009).

Para as trés classes de agua doce, o valor maximo estabelecido para nitrato e nitrito é
de 10 mg/L e 1 mg/L, respectivamente (BRASIL, 2005). Portanto, todas as amostras se
enguadram nesse requisito da legislacdo. A aménia é gerada durante o processo de
decomposicdo da matéria organica dissolvida e particulada, e no meio aquatico, especialmente
em valores de pH &cido e neutro, a aménia formada é instavel, sendo convertida por
hidratacdo a ion amonio, que é oxidado, por intermédio de bactérias, para nitrito (ESTEVES,
1998). O nitrito é um elemento de transformacdo rapida, e pode ser transformado em nitrato
durante o seu transporte no solo, dependendo das condi¢des quimicas do meio
(KAUFMANN; PINHEIRO; CASTRO, 2014). Além disso, o nitrato € um ion livremente
movel na solugdo do solo, potencialmente vulneravel a lixiviagdo a medida que a agua se
move através do solo (HOODA et al., 2000), podendo atingir os corpos d’agua. Assim,
justifica-se as maiores concentracdes de nitrato encontradas em todas as amostras dos trés
tratamentos de solo, se comparado com o nitrito e ion amonio.

O fosforo também é um dos principais nutrientes para processos bioldgicos, sendo

assimilado pelo fitoplancton, bactérias, e plantas bentbnicas, e remineralizado por atividades
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heterotréficas dos animais e microrganismos, porém, quando em excesso, pode desencadear
processos de eutrofizacdo das aguas (CETESB, 2020; SANTOS et al., 2007). O valor maximo
permitido de fosforo total em ambiente Iéntico é estabelecido pela Resolugdo CONAMA
n°357/2005 como 0,020 mg/L para corpos d’agua de Classe 1, e 0,030 mg/L para Classe 2 e
0,05 para Classe 3. Assim, todas as amostras ultrapassaram a concentracdo limite de fésforo
total, para todas as classes de enquadramento. As altas concentracdes de nitrogénio e fésforo
nas amostras pode estar relacionada ao uso de fertilizantes, decomposicdo de macrofitas e
eutrofizacdo dos mesocosmos, assuntos que serdo abordados no decorrer do trabalho.

Quanto ao silicato (SiO2), este € o mineral primério mais abundante nos solos,
constituindo a base da estrutura da maioria dos argilominerais (BARBOSA FILHO et al.,
2001). Porém, os solos perdem rapidamente quantidades consideraveis de silicato ao longo do
processo de intemperiza¢do, comum nas regides tropicais (BARBOSA FILHO et al., 2001;
KORNDORFER, 2006), podendo explicar as altas concentracdes desse nutriente que foram
quantificadas nas amostras dos mesocosmos, sendo similares entre os tratamentos do solo e
com as maiores concentracGes encontradas nas amostras do PI5 e PI3 (1610 e 1010 ug/L,
respectivamente).

A Figura 24 apresenta a PCA para os nutrientes quantificados nas amostras de agua
dos mesocosmos, referente & coleta de janeiro/2020. Os eixos 1 e 2 explicam,
respectivamente, 44,8 e 22,8% da variancia dos dados, totalizando 67,6%. A Figura 22 e a
Figura 23 auxiliam na interpretacdo da PCA, mostrando, respectivamente, os dois primeiros
componentes principais mais significativos para explicar os dados (PC1 e PC2) e as
contribuicdes de cada variavel da PC1 e PC2.

Figura 22 — Grafico de analise de nutrientes que reteve os dois primeiros componentes principais como mais
significativos para explicar os dados (coleta de janeiro/2020)
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Figura 23 — Contribuicdes das variaveis (%) para (A) PC1 e (B) PC2. As variaveis analisadas foram fésforo
total dissolvido (PTD), fosforo inorganico (Pi), silicato (SiO,), nitrato (NO3’), nitrito (NOy), nitrogénio total
(NT), fosforo total (PT) e ion am6nio (NH.*) (coleta de janeiro/2020)
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Figura 24 — Diagrama da PCA para os nutrientes quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando
PC1 e PC2 (coleta de janeiro/2020)
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De forma geral, observa-se que o tratamento da cana-de-aclUcar e pasto intensivo
apresentaram maior relagdo com os nutrientes, conforme constatado pelas concentragcdes nas
tabelas anteriores. Essa relacdo provavelmente provém da aplicacdo dos fertilizantes NPK no
tratamento C e PI, e fertirrigacdo com vinhaga nos mesocosmos C4 e C5 da cana-de-acgUcar.
Os mesocosmos C1, PI3 e Pl4 sdo influenciados pelas varidveis explicativas de ambos 0s
eixos, principalmente fosforo total dissolvido, fosfato inorganico, fosforo total e ion aménio.

A presenca de compostos fosfatados em ecossistemas aquaticos pode ser de origem
natural (dissolucdo de componentes do solo e decomposicdo de matéria organica, por
exemplo) ou antropogénica, como fertilizantes agricolas e dejetos de animais (DELELLO,
2008). Portanto, a presencga destes compostos em maior quantidade nos tratamentos Pl e C
provavelmente esta relacionado aos fertilizantes aplicados no solo. Além do fertilizante NPK,
as areas de cana-de-agucar (mesocosmos C4 e C5) também foram fertirrigadas com vinhaca,
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que é um composto rico em nitrogénio e provavelmente contribuiu para as altas concentraces
de nutrientes nitrogenados e fésforo quantificados nas amostras de agua dos mesocosmos
deste tratamento, uma vez que as concentraces de NT e PT na vinhaca bruta utilizada eram
de 1,4 e 0,2 g/L, respectivamente. Ogura et al. (2022b) avaliaram a germinacéo e crescimento
de plantas irrigadas com agua de mesocosmos contaminados com 2,4-D, fipronil e vinhaca, e
constataram que a vinhaca individualmente foi responsavel pela alteracdo mais significativa
na qualidade da agua, apresentando menor pH e altos valores de condutividade (303,3
puS/cm), turbidez (314 UNT), nitrogénio total (15,5 mg/L) e fésforo total (1133 pg/L) em
relacdo ao controle, 2h ap6s a contaminagéo.

Wijewardene et al. (2021) associaram as maiores concentracdes de nutrientes (POs-P e
NH3s-N) com baixos niveis de OD e nivel d’agua em corpos d’agua 1énticos, em uma planicie
agricola alemd. Conforme visto, as amostras dos mesocosmos inseridos nos plots C1, P13, Pl14
e PI5 apresentaram alta relacdo com nutrientes e baixas concentracdes de oxigénio dissolvido
(0,3; 0,17; 0,4 e 0,08 mg/L, respectivamente). Nesses mesmos mesocosmos também foram
registradas as maiores concentracbes de fdosforo total (173, 283, 369 e 188 ug/L,
respectivamente). A perda de fosforo associada aos fertilizantes normalmente acontece logo
apo6s a aplicacdo do produto, atingindo seu méximo em épocas de precipitacdo elevada
(MCDOWELL; TRUDGILL, 2000; UDEIGWE et al., 2010), portanto pode-se justificar as
maiores concentracfes de nutrientes obtidas na coleta do presente estudo (janeiro/2020), uma
vez que a mesma foi realizada apds a aplicacdo dos agroquimicos e com seis dias
consecutivos de chuva na semana da coleta.

J& as amostras do pasto extensivo apresentaram menor influéncia dos nutrientes. Esse
resultado é compativel aos eventos ocorridos na area experimental, uma vez que neste
tratamento ndo foram aplicados produtos agroguimicos. Porém, apesar das menores
concentracdes quantificadas nas amostras do PE, ainda é observada a ocorréncia de nutrientes
fosfatados e nitrogenados (Tabela 14), provavelmente relacionada ao aporte de dejetos
decorrentes da pastagem de gado que ocorreu na area em dezembro/2019 e janeiro/2020.

Outro fator que também pode ter influenciado na concentragdo de nutrientes em todos
0s mesocosmos foi a decomposicdo das macrofitas aquaticas. Azevedo et al. (2008)
monitoraram a decomposicdo de macrofitas aquaticas (Eichhornia azurea) colocadas em
recipientes de agua e, inicialmente, os autores observaram uma maior liberacdo de nutrientes

(formas nitrogenadas e fosforo) e diminuicdo do OD e pH. Nitrito, nitrato e nitrogénio
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amoniacal apresentaram maiores concentracdes no inicio da decomposi¢éo, sofrendo reducéo
ao longo do processo, enquanto a concentragdo de nitrogénio organico aumentou em funcgéo
do tempo e o fésforo se manteve estavel. Assim, provavelmente as macrofitas contribuiram
para a liberacdo de nutrientes nos mesocosmos, a depender da quantidade de plantas e da
etapa do processo de decomposicao.

A Tabela 15 sintetiza a quantificacdo de nutrientes do escoamento superficial nos trés
tratamentos de solo. O uso de adubos e fertilizantes em lavouras tende a aumentar as
concentracdes de fosforo e potassio na superficie do solo, causando a perda desses nutrientes
por escoamento superficial, o qual ocorre durante eventos de chuva-vazdo (COSTA, 2004).
Verifica-se que os tratamentos Pl e C foram 0s que apresentaram maiores concentragdes dos
compostos fosfatados, refletindo o uso dos fertilizantes que foram aplicados anteriormente a
data da coleta das amostras. As concentracdes sdo elevadas e estas, atingindo 0s mesocosmos,
com certeza contribuiriam para o aporte de nitrogénio e fésforo, provavelmente implicando na
eutrofizacdo dos corpos hidricos experimentais.

Tabela 15 — Quantificacdo de nutrientes das amostras de 4gua de escoamento superficial nos trés tipos de
tratamento de solo

Variavel (ug/L) Tratamento
PE Pl C

NT (Nitrogénio total) 5180 5130 5090
NO> (Nitrito) 15,4 14,2 11,6

NOs (Nitrato) 10,8 11,2 10,5
NH.* (ion aménio) 1682,1 1250,7 1716,3
PT (Fosforo total) 833,8 19714 1369,1
Pi (Fosfato inorgénico) 97,5 227,3 1087,8
PTD (Fdsforo total dissolvido) 100,4 230,5 1109,7
SiO2 (Silicato) 710 1540 1150

Fonte: Autoria prépria

Além disso, os principais anions presentes na vinhaca sdo cloreto, sulfato, fosfato,
nitrato e pequenas quantidades de bicarbonatos, os quais podem ter dois tipos de
comportamento no solo, dependendo das cargas na superficie das particulas. Caso o
predominio seja de cargas negativas, 0s anions ndo serdo adsorvidos pelo solo e,
consequentemente, podem ser lixiviados (SOTO; BASSO; KIANG, 2017). Portanto, as altas
concentragfes de nutrientes obtidas nas amostras do escoamento superficial séo

provavelmente derivadas da lixiviacdo apos o uso de fertilizantes (tratamentos Pl e C) e
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fertirrigacdo com vinhaca (solo e mesocosmos dos plots C4 e C5). Nos tratamentos Pl e PE,
onde houve pastagem do gado, o aporte de nutrientes também pode ter influéncia do pisoteio,
que agrava a compactacdo do solo e erosdo superficial, favorecendo a lixiviacdo de nitrogénio
e fosforo (OLIVEIRA et al., 2021). Além disso, até 95% do nitrogénio ingerido pelos animais
séo retornados ao solo via urina e fezes (WHITEHEAD, 1990), contribuindo para a presencga
desse nutriente no escoamento superficial.

O transporte de nutrientes varia em funcao do tempo e espaco, distribuicdo de chuvas,
escoamento superficial, cobertura do solo, aplicacdo de fertilizantes e gradiente de declividade
(LI et al., 2020). Comparando-se a quantificacdo de nutrientes das amostras de &gua dos
mesocosmos e do escoamento superficial, nota-se que as concentragfes obtidas para o
segundo sao significativamente maiores, principalmente para o ion aménio e 0s compostos
fosfatados, ficando evidente a contribuicdo externa e difusa de nutrientes e agrotdxicos, a qual
contribui para alteragcdes na qualidade da agua dos corpos hidricos experimentais deste estudo.
Além disso, também se observou que o fosfato inorganico foi quantificado em maiores
concentracdes no escoamento superficial do que nas amostras de agua, com o maior valor
obtido no tratamento C (1087,8 ug/L). Santos et al. (2012) constataram que bactérias
diazotroficas do solo, que normalmente colonizam a regido rizosférica de plantas (inclusive a
cana-de-acucar) tém a capacidade de solubilizar fosfato inorganico. Portanto, provavelmente a
maior concentracdo desse nutriente no escoamento superficial da cana-de-agUcar pode estar
relacionada também a atividade microbiana do solo nesse tratamento.

No que diz respeito ao ion aménio, é esperado que este, por ser um cation, seja
adsorvido pelas cargas negativas do solo (SILVA et al., 2010). Porém, o regime de chuvas
altera a umidade do solo e, certamente, influencia a concentracdo dos ions na fase liquida do
solo, tornando-os mais passiveis de serem transportados por fluxo de massa junto com a agua
(SILVA et al., 2010). Observa-se que nas amostras dos trés tratamentos o ion aménio foi
quantificado em altas concentraces, provavelmente devido a precipitacdo abundante que

ocorreu no més da coleta, favorecendo o transporte desse ion via escoamento superficial.

5.2.4 Metais

A Tabela 16 sintetiza a quantificacdo de metais nas amostras de agua dos
mesocosmos. Observa-se que 0S metais encontrados em maiores concentragbes foram

aluminio, bério, zinco e potassio. A maior quantidade de aluminio foi obtida no tratamento da
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cana-de-agucar, principalmente no C5 (0,913 mg/L). O plot PI4 apresentou a maior
concentracdo de béario (0,301 mg/L) e de zinco (0,277 mg/L). Quanto ao potéssio, a maior
concentracdo foi quantificada no PI5 (11,8 mg/L). Vale ressaltar que 0s metais cobalto e
cromo ndo constam na analise da coleta de janeiro/2020, pois as concentracdes permaneceram
abaixo do limite de quantificagdo nas amostras.

Para o bario, nenhuma amostra excedeu os limites estabelecidos pela Resolucdo
CONAMA n°357/2005, definidos como 0,7 mg/L (Classes 1 e 2) e 1 mg/L (Classe 3). Para o
aluminio, o limite é de 0,1 mg/L (Classes 1 e 2) e 0,2 mg/L (Classe 3), portanto apenas uma
amostra (PE4) ndo excedeu o limite de 0,1 mg/L e 4 das 13 amostras apresentaram
concentragdes superiores a 0,2 mg/L (P14, PI5, C1 e C5). Os valores maximos para 0 zinco
sdo de 0,18 mg/L (Classes 1 e 2) e 5 mg/L (Classe 3), portanto todos as amostras se
encontram dentro do limite apenas para corpos d’agua de Classe 3. J4 para o cobre, a
Resolucdo estabelece os limites de 0,009 mg/L (Classes 1 e 2) e 0,013 mg/L (Classe 3),
portanto apenas os plots C2, C4 e C5 se encontram dentro do limite para corpos d’agua de
Classes 1 e 2, somando-se aos plots PE1 e PI1 para Classe 3. As concentracdes dos outros
metais se encontram dentro do limite estabelecido pela Resolucéo.

O pH exerce grande influéncia sobre a disponibilidade dos metais, sendo a maioria
insolvel em &gua com pH neutro ou basico, portanto, a acidez favorece a solubilizacdo de
metais nas aguas superficiais (BAGGIO FILHO, 2008). Os metais que ultrapassaram o valor
méaximo permitido por legislacdo podem estar relacionados a acidez das amostras, uma vez
que a faixa de pH medida na agua dos mesocosmos variou entre 5,6 e 6,3, 0 que é considerado
acido.

Baggio Filho (2008) avaliou a concentragdo e a distribuicdo de metais pesados ao
longo do perfil longitudinal do Rio Formoso, em Minas Gerais, cuja bacia hidrografica esta
inserida em uma area com latifundios agropecuarios. As maiores concentracdes de metais
encontrados pelo autor foram: 2,9 mg/L para aluminio, 0,11 mg/L para manganés, 0,005 mg/L
para cobre, 0,001 mg/L para cadmio, 0,052 mg/L para cromo, 0,02 mg/L para niquel e 0,0003
mg/L para zinco. Estas se encontram na mesma ordem de grandeza, porém a quantificagdo de
cobre e zinco nas amostras do presente estudo apresentou maiores concentragdes. O aumento
da concentracao de cobre pode estar relacionado ao uso intensivo do solo (alta erodibilidade)
e componentes ativos de sais de cobre que compde os agrotoxicos (BAGIO FILHO, 2008).
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Corbi et al. (2006) realizaram um diagnéstico ambiental de metais e organoclorados
em cérregos adjacentes a areas de cultivo de cana-de-agUcar na regido central do estado de
Sdo Paulo e constataram que as maiores concentracGes de cobre e zinco foram encontradas
nos corregos situados nas areas de cana-de-acucar. Os autores justificaram que a
contaminacdo por Cu pode ter origem nos esgotos domésticos ou lixiviagdo de produtos
agricolas por meio da chuva, enquanto os altos valores de Zn podem estar relacionados a
gueima da cana. Dessa forma, pode-se relacionar as maiores concentracfes desses dois metais
ao uso do solo predominantemente agricola.

Dentre 0s metais, 0 potassio apresentou as maiores concentragdes. E um metal que
apresenta alto potencial de lixiviagdo, a depender de suas concentragdes no solo,
biodisponibilidade, regime de chuvas e textura do solo (SERAFIM et al., 2021). Além disso, a
vinhaca possui 0 potassio como metal mais abundante, variando entre 814 e 3852 mg/L,
considerando a média de 64 amostras de 28 usinas do Estado de Séo Paulo (GIRARDI, 2009).
A vinhaca bruta aplicada em Brotas possui concentracdo de potassio ainda maior, de 8 g/L
(Tabela 2). Portanto, era esperado que as amostras do tratamento C e do Pl apresentassem
maiores concentracfes deste metal, visto que receberam aplicacdo de vinhaca (plots C4 e C5)
e de NPK (todos os plots de Pl e C). Conforme visto, as concentragdes mais elevadas de
potéssio foram detectadas nas amostras do P15 (11,8 mg/L), P13 (2,8 mg/) e Pl4 (1,4 mg/L).
Isso pode ser explicado pelo fato de o potassio ser o segundo elemento mais absorvido pelas
plantas (BERNARDI, 2013), portanto no tratamento C provavelmente a cana-de-aglcar
absorveu grande parte desse metal, reduzindo sua disponibilidade no solo. Além disso, 0s
sistemas intensivos de manejo de pastagem apresentam maior possibilidade de lixiviacdo em
altas doses de metais, principalmente devido ao pH &cido que favorece a solubilizacdo desses
metais na agua presente no solo (BERNARDI, 2013), podendo explicar as maiores
concentracdes encontradas no tratamento Pl. Quanto a maior concentracdo quantificada no
P15, pode estar relacionado com o fato desse mesocosmo ser o Ultimo da fileira do tratamento
PI1, localizado em uma regido com menor declividade e com possibilidade de receber maior

quantidade de material carreado da porgao superior.
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Tabela 16 — Quantificacdo de metais nas amostras de dgua dos mesocosmos (coleta de janeiro/2020) e valores estabelecidos para agua doce na CONAMA 357/05

Tratamento
Metais Valor estabelecido para
(Mg/L)  pE1 PE2 PE3 PE4| Xeeto | PIL P2 PI3 P4 PI5| Xmic | Cl C2 C4 C5| ZXcto ag“anocessgf;‘CONAMA
(BRASIL, 2005)

Aluminio o101 0149 0164 0094| 012740035 | 0183 0149 0114 0376 0301 |0225:0110| 046 0121 0183 0913|0410:0361 |  =0-1 (Classes 1 ¢2),

(A <0,2 (Classe 3)
Bario 185 0264 0287 0260| 02490044 | 0235 0257 0271 0301 0235 |0260£0028|0226 0242 0213 0,225 0,227+0,012 <0,7 (Classes 1 e 2),
(Ba) <1,0 (Classe 3)
Cadmio 6500 0,000 0,000 0,000| 0,000£0,000 | 0,004 0001 0,000 0000 0,000 |0,001£0,002|0,002 0000 0,000 0001|0,001£0001 | =0:001 (Classes1e2),
(Cd) <0,01 (Classe 3)
Cobre 5012 0023 002 0017| 0,018£0,005 | 0,011 0087 0015 0038 0026 |0,035:0,031|0,019 0003 0004 0,007|0,008+0,007 | =0-009 (Classesle2),
(Cu) <0,013 (Classe 3)
Manganés 57 0031 0036 0,030| 0,026£0,013 | 0,020 0032 0039 0037 0071 |0,042:0017| 0,07 0018 0000 0011|002540,031 |  =0:1 (Classes le2),
(Mn) <0,5 (Classe 3)
Mozm‘;”'o 0,000 0,000 0,000 0000| 0,000:0000 | 0,000 0000 0000 0000 0,000 |0,00040,000|0,000 0,000 0061 0006 |0,017+0,030 ;

N('ﬂ‘i’)e' 0,000 0005 0,002 0018| 0,006:0008 | 0,000 0001 0002 0000 0,000 |0,001+0,001|0,000 0000 0002 0,022 | 0,006:0,011 <0,025
ESt(g’r’;C'o 0,005 0006 001 0006| 00070002 | 0,015 0008 0015 0025 0011 |0,015£0,006|0,015 0,007 0005 0,008 |0,009+0,004 ;

ZInCo 5173 (0276 0257 0.216|0,0231+0046| 0206 0257 0208 0277 0,268 |0,2430,034|0,185 019 0208 0256 |0210+0,032 | =018 (Classesle2),
(Zn) <5,0 (Classe 3)
Po(tff)s'o 0,669 0681 0951 00942| 0811+0157 | 0,624 0744 25800 1446 11,784 |3480+4722|0.788 0655 0448 0665 | 0,639+0,141 ;

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agticar; X — média; ¢ — desvio padrao.

Fonte: Autoria propria
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A Figura 27 apresenta a PCA para os metais quantificados nas amostras de agua dos
mesocosmos, referente a coleta de janeiro/2020. Os eixos 1 e 2 explicam, respectivamente,
29,5 e 17,1% da variancia dos dados, totalizando 46,6%. A Figura 25 e a Figura 26 auxiliam
na interpretacdo da PCA, mostrando, respectivamente, o componente principal mais
significativo para explicar os dados (PC1) e as contribuigdes de cada variavel da PC1 e PC2.

Figura 25 — Grafico de analise de metais que reteve o primeiro componente principal como mais significativo
para explicar os dados (coleta de janeiro/2020)
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Figura 26 — ContribuicGes das variaveis (%) para (A) PC1 e (B) PC2 (B). As variaveis analisadas foram baério,
estroncio, manganés, potassio, molibdénio, cobre, zinco, niquel, cAdmio e aluminio (coleta de janeiro/2020)
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Figura 27 — Diagrama da PCA para os metais quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando PC1 e
PC2 (coleta de janeiro/2020)
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De maneira geral, a localizagdo dispersa dos vetores significa que existe uma baixa
correlacdo entre os metais. Quanto ao tratamento da cana-de-agucar, 0 mesocosmo do plot C5
apresentou os maiores valores associados ao eixo 2 (principalmente aluminio e niquel),
enquanto C2 e C4 apresentaram a menor relacdo com as variaveis analisadas. Do pasto
intensivo, as amostras de &gua dos mesocosmos que apresentaram maior relacdo com o0s
metais foram a dos plots PI5 (Mn, Sr, Cu e K), P14 (Ba) e PI2 (K e Cu). A relacdo de P12, PI3,
P14 e PI5 com o potéssio pode ser explicado pela aplicacdo de NPK no pasto intensivo em
outubro/2019.

Uma das fontes potenciais de metais no solo é a contaminacdo antropogénica que, no
caso deste estudo, se refere ao uso de insumos agricolas. Por meio de lixiviacdo, esses metais
sdo mobilizados e podem atingir os corpos hidricos, comprometendo a qualidade da agua.
Metais como cadmio, cobre, manganés, niquel, chumbo e zinco estdo presentes naturalmente
nas rochas fosfaticas, utilizadas na producdo de fertilizantes fosfatados (BOURLEGAT,
2010). A vinhaca, residuo agroindustrial utilizado como fertilizante, também possui teores
altos de potassio, magnésio, manganés e ferro em sua composi¢cdo (ELIAS NETO;
NAKAHODO, 1995). Conforme visto na Tabela 2, as concentra¢Ges desses metais na vinhaga
bruta utilizada eram de 8,5 mg/L (K), 0,9 mg/L (Mg), 13,3 mg/L (Mn) e 29,8 mg/L (Fe).
Portanto, a presenca de metais nas amostras dos mesocosmos provavelmente € derivada do
uso de fertilizante (NPK) nos tratamentos Pl e C, e da vinhaga aplicada no solo e no interior
dos mesocosmos C4 e C5, alem da composicao quimica do proprio solo da regido de cerrado,

que em sua maioria possui pH &cido, favorecendo a ocorréncia do ion Al (soltvel) de forma
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significativa tanto na solucdo do solo como em sitios de troca catidnica, tornando o solo rico
em aluminio (HARIDASAN, 2008). Além disso, a vinhaca, sendo um produto de carater
acido (pH = 4, Tabela 2), também pode ter contribuido para a solubilizacdo do aluminio, visto
que a maior concentracdo de aluminio foi quantificada no mesocosmo C4 (0,913 mg/L), o
qual foi fertirrigado com vinhaca.

A Tabela 17 sintetiza a quantificacdo de metais nas amostras de 4gua do escoamento
superficial dos trés tratamentos de solo. O maior valor obtido foi de 44 mg/L de aluminio no
Pl. Observa-se que as concentracfes deste metal sdo significativamente maiores do que as
quantificadas nas amostras de &gua dos mesocosmos, provavelmente devido ao carreamento
do aluminio presente no solo. As concentragdes de manganés, zinco e potassio também se
mostraram superiores. 1sso provavelmente ocorreu devido ao menor volume de agua do
escoamento superficial em comparacdo aos mesocosmos, tornando 0s metais mais

concentrados no primeiro caso.

Tabela 17 — Quantificagdo de metais nas amostras de 4gua do escoamento superficial

Metais (mg/L) Tratamento
PE Pl C

Aluminio (Al) 11,463 44,006 3,560
Béario (Ba) 0,242 0,235 0,182
Cromo (Cr) 0,001 0,011 0,000
Cobre (Cu) 0,014 0,031 0,050
Manganés (Mn) 0,195 0,240 0,035
Molibdénio (Mo) 0,000 0,000 0,003
Estréncio (Sr) 0,011 0,026 0,006
Zinco (Zn) 0,770 0,877 0,405
Potassio (K) 3,623 19,811 5,286

Fonte: Autoria prépria

5.2.5 Indice do Estado Trofico (IET)

A eutrofizacdo consiste no enriquecimento de &guas superficiais por nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo, levando ao crescimento excessivo das plantas aquaticas,
(planctonicas ou aderidas), com consequente desequilibrio do ecossistema aquéatico e
progressiva deterioracdo da qualidade da &gua dos corpos lénticos (FIGUEIREDO et al.,

2007). A fim de avaliar o grau de eutrofizacdo dos mesocosmos, classificou-se o estado
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tréfico de cada mesocosmo, determinados a partir das concentracdes de clorofila a e fosforo
total, conforme mostrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Classificagdo do estado tréfico dos mesocosmos (coleta de janeiro/2020)

Tratamento Clorofila a (ug/L) Fosforo total (ug/L) IET (Reservatorios) Classificacao
PE1 3,2 61,7 55,9 Mesotrofico
PE2 9,7 157,2 61,5 Eutrdéfico
PE3 53 173,4 60,3 Eutrdéfico
PE4 0,7 106,4 54,4 Mesotrofico
PI1 4,6 182,4 60,1 Eutroéfico
PI2 7,7 105,6 59,7 Eutrofico
PI3 7,2 215,3 61,7 Eutrofico
P14 8,9 283,1 63,1
PI5 3,8 184,8 59,1 Eutrofico
C1 7,2 368,8 63,3 Supereutrofico
C2 35,1 203,6 65,4 Supereutrofico
C4 19,1 76,0 61,0 Eutroéfico

C5 7,3 107,4 60,0 Eutrdéfico

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agtcar; IET — indice do Estado Tréfico.
Fonte: Autoria propria

O aumento das concentracdes desses nutrientes nas dguas naturais pode ocorrer de
forma natural ou acelerada pelas atividades antropicas, por exemplo por meio do aporte de
esgotos, residuos industriais (fonte pontual) e agropecuarios (fonte difusa) (SOUZA et al.,
2014). A poluicdo difusa advinda das atividades de agricultura e pecuaria resultam no
aumento de nutrientes (principalmente fosforo e nitrogénio) em corpos d’agua provenientes
do uso de fertilizantes e da decomposicdo das excretas animais (CARPENTER et al., 1998;
TARANU; GREGORY-EAVES, 2008). O escoamento superficial, associado a erosdo de
solos ricos em fosforo, tem um papel fundamental no transporte de nutrientes para 0s corpos
hidricos, estimando-se que cerca de 10% de todo o fosforo seja transportado do solo para as
aguas superficiais em areas agricolas (BOUWMAN; BEUSEN; BILLEN, 2009). Esse
transporte € influenciado por fatores como: potencial erosivo do solo, precipitagéo, atividades
de agricultura e pecuéria, aplicacdo de fertilizantes, urbanizacdo e composicdo quimica do
solo (REKOLAINEN et al., 2006).

Observa-se que 0s Gnicos mesocosmos que nao se encontram eutrofizados sdo o dos
plots PE1 e PE4, uma vez que a classificagdo de “mesotrofico”, indicando que o corpo d’agua

possui produtividade intermediaria, com possiveis implicagdes sobre a qualidade da agua, mas
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em niveis aceitaveis (Tabela 6). Os mesocosmos com maior grau de eutrofizacdo sdo o Pl4,
Cl1 e C2, classificados como “supereutroficos”, que indica alta produtividade em relagdo as
condic¢des naturais, baixa transparéncia e alteragdes frequentes indesejaveis na qualidade da
agua, como a ocorréncia de floracdes de algas (LAMPARELLI, 2004). Observou-se
anteriormente na PCA (Figura 24) que os mesocosmos P14, C1 e C2 apresentaram alta relagédo
com o0s nutrientes, tanto nitrogenados quanto os fosfatados. Conforme discutido
anteriormente, as altas concentracbes de nutrientes e clorofila provavelmente foram
influenciadas pela fertilizacao utilizados no solo e decomposicdo das macrofitas.

Além disso, a quantificagdo de nutrientes no escoamento superficial (Tabela 15)
mostra que as maiores concentragdes de nutrientes fosfatados foram obtidas nos tratamentos
Pl (1971 pg/L) e C (1369 pg/L), coincidindo com o maior grau de eutrofizacdo para esses
usos do solo. Também se observa que, apesar de o tratamento PE ndo ter recebido
fertilizantes, a concentracdo de fosforo total no escoamento superficial desse tratamento
também foi elevada (833 pg/L), e os mesocosmos inseridos nos plots PE2 e PE3 se encontram
eutrofizados, provavelmente devido ao aporte de nutrientes advindo das excretas animais no

periodo da pastagem do gado, a decomposicdo das macrdfitas e presenca de algas.
5.3 ANALISES FISICAS, QUIMICAS E BIOLOGICAS (AGOST0/2020)

Neste tdpico estdo descritos os resultados das andlises fisicas, quimicas e bioldgicas,
referentes a coleta realizada em agosto/2020.

5.3.1 Parametros medidos in loco

A Tabela 19 refere-se aos diferentes tratamentos e contém os resultados das variaveis
fisicas, quimicas e bioldgicas das amostras de agua dos mesocosmos, coletadas no dia 12 de
agosto de 2020. O dia estava ensolarado e sem vento, e notou-se que a area estava muito seca

devido a falta de chuva.
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Tabela 19 — Variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas (clorofila) das aguas dos mesocosmos (coleta de agosto/2020) e valores estabelecidos para gua doce na CONAMA

357/05
Tratamento
Valor estabelecido para
Variavel - = - aguas doces na
PEl PE2 PE3 PE4 | Xpeto PI1 PI2 PI3 PlI4 PI5 | Xpito C1 C2 C4 C5 Xc*o CONAMA 357
(BRASIL, 2005)
Temperatura (°C) 16,0 16,0 17,3 17,0 | 16,6£0,7 17,0 16,7 176 174 172 | 17,2+04 | 16,2 16,2 17,7 17,5 16,9408 -
pH 63 62 61 5,9 6,1+0,2 6,3 6,1 60 6,1 6,0 6,1+0,1 6,4 7,3 6,1 58 | 6,4+0,7 6a9
Condutividade (uS/cm) 50 6,7 7,3 7,7 6,7+1,2 11,2 8,3 106 12,0 60,6 [20,5+22,4| 95 129 8,0 9,7 | 10,0+2,1 <100
>6 (Classe 1), >5 (Classe
2),
OD (mg/L) 49 41 36 2,9 3,9+0,9 2,9 4,2 50 28 3,0 | 3,610 3,8 24 54 2,5 | 3,6£1,4 >4 (Classe 3),
>2 (Classe 4)
% saturagdode OD 49,3 414 36,6 294 | 39,2484 29,8 42,8 51,3 285 31,0 |36,7£10,0| 39,0 24,2 56,4 26,2 |36,5+14,8 -
Turbidez (UNT) 25 29,0 132 5034 |137+2445| 6,17 28,0 92 112 131,0(37,14#53,2| 665 7,2 182 6,5 |24,6+284 <40 (Classe 1),
<100 (Classe 2 e 3)
<10 (Classe 1),
Clorofila a (ug/L) 77 85 758 382 |325+32,1| 31,0 40,0 29,1 219 232 |29,1+72 | 336 576 27,1 24,3 |357+151 <30 (Classe 2),
<60 (Classe 3)
Clorofila b (pg/L) 70 54 804 292 |305+350| 29,3 50,5 209 164 16,3 |26,7+143| 253 650 324 284 |37,8+18/4 -
Dureza (mgCaCOs/L) 2,0 40 20 4,0 3,0+1,2 6,0 6,0 40 80 4 5,6+1,7 6,0 4,0 6,0 4,0 | 5,0%1,2 -

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agticar; OD — oxigénio dissolvido; X — média; ¢ — desvio padréo.

Fonte: Autoria prépria
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Em comparagdo com a coleta de janeiro, as variaveis que mais se diferiram nesta
coleta foram: temperaturas menores (condizente com a estacdo do ano), menores valores de
condutividade (provavelmente pelo tempo decorrido desde a aplicacdo de agroquimicos) e
maiores valores de OD, turbidez e clorofila. Apenas nas amostras PE4 (5,85) e PI3 (5,92) e
C5 (5,75) foi medido pH abaixo da faixa estabelecida pela CONAMA n°357/2005. J4 o OD
ndo foi quantificado abaixo de 2 mg/L em nenhuma amostra, 0 que ocorreu na primeira
coleta. Quanto a turbidez, 10 amostras se enquadram no limite estabelecido para aguas de
Classe 1 (40 UNT), exceto os tratamentos PE4 (503 UNT), PI5 (131 UNT) e C1 (66,5 UNT).
Para o limite estabelecido para Classes 2 e 3 (<100 UNT), os mesocosmos dos plots PE4 e
P15 ultrapassaram o limite da legislacdo. A clorofila a também foi quantificada acima do valor
permitido (60 pg/L para Classe 3) no mesocosmo PE3 (80,36 pg/L).

A Figura 30 apresenta a PCA para os parametros fisicos, quimicos e biologicos
medidos in loco nos mesocosmos durante a coleta de agosto/2020. Os eixos 1 e 2 explicam,
respectivamente, 29,7 e 20,8% da variancia dos dados, totalizando 50,5%. A Figura 28 Figura
3le a Figura 29 auxiliam na interpretacdo da PCA, mostrando, respectivamente, o
componente principal mais significativo (PC1) para explicar os dados e as contribuicGes de
cada varidvel da PC1 e PC2.

Figura 28 — Grafico de analise de parametros in situ que reteve o primeiro componente principal como mais
significativo para explicar os dados (coleta de agosto/2020)
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Figura 29 — Contribuicdes das variaveis (%) para PC1 (A) e PC2 (B). As variaveis analisadas foram
condutividade, dureza, temperatura, clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), pH, oxigénio dissolvido (OD) e turbidez

(coleta de agosto/2020)
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Figura 30 — Diagrama da PCA para as variaveis fisicas, quimicas e biol6gicas medidas in loco nos mesocosmos,
considerando PC1 e PC2 (coleta de agosto/2020)

, ] O Telj;p-.i O 1
\ |
ol | o
L0l i 1
o O c4
@ cs
. PE1
@ re2
@ res
@ re
e Pt
O PI2
5] . O PI3
. ' O P4
1 2 3 O Pi5

0
PC1 (29.7%; +Cla/ClbipH; -OD/Dur)

PC2 {20.8%; +Temp/Turb/Cond; -pH/OD)

Fonte: Autoria propria

05 -

PC2 (20.8%)
o
=}

©
o

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0
PC1(29.7%)

Os mesocosmos se mostraram dispersos espacialmente no grafico. O plot C2 mostrou-

se altamente relacionado com o pH e com as clorofilas a e b, que sdo as variaveis mais

representativas da PC1. Esse comportamento também foi observado na analise de janeiro, mas

nesta 0s pontos se concentraram no quarto quadrante, cujas variaveis possuem maior

porcentagem de explicacdo da variancia dos dados. Do pasto extensivo, 0s mesocosmos dos

plots PE1 e PE2 apresentaram valores baixos para as varidveis de ambos 0S eixos,

provavelmente devido ao menor grau de intervencdo nessa area, enquanto o PE3 mostrou uma

grande influéncia das clorofilas, podendo estar relacionado a decomposi¢do das macrofitas.

Na PC2, o mesocosmo que apresentou maior relagdo com a dureza foi o Pl4.
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Os modelos ecossistémicos foram construidos em 2018, portanto deve-se levar em
conta o ciclo das macrofitas aquaticas que foram introduzidas nos mesocosmos, ou seja, a
proliferacdo e decomposicdo. Também deve-se levar em conta o clima, uma vez que a
tendéncia das macrofitas é se multiplicarem no verdo e se morrerem no inverno (BEYRUTH,
1992). Além disso, com o baixo indice de precipitacdo no inverno, o nivel de &gua dos
mesocosmos dimui, tornando os nutrientes mais concentrados. As espécies utilizadas
(Salvinia auriculata, Pistia stratiotes e Eichhornia crassipes) sdo flutuantes, portanto,
formam uma espécie de “tapete” na lamina d’agua, causando menor infiltracdo de luz e maior
consumo de oxigénio e liberagdo de nutrientes acumulados devido a decomposi¢do. A
clorofila a € indicadora da biomassa fitoplanctdnica, ou seja, um indicador do crescimento de
algas e cianobactérias devido ao enriquecimento por nutrientes, principalmente nitrogénio e
fosforo (CETESB, 2014). Portanto, a maior representatividade das clorofilas na coleta de
agosto provavelmente decorre da decomposicdo das macréfitas, que causaram aumento na
concentracédo de nutrientes a serem assimilados pelas algas e, consequentemente, aumento dos

valores de clorofila.

5.3.2 Agrotoxicos em amostras de agua e sedimento dos mesocosmos

Na Tabela 20 séo apresentados os resultados da quantificacdo de agrotéxicos em cada
mesocosmo. A maior concentracao de 2,4-D encontrada foi no mesocosmo PE3 (54 ng/L),
porém, no tratamento Pl, 0 mesmo agrotdxico foi quantificado em um maior ndmero de
amostras, com concentracdes de 46,4 ng/L (PI1), 20,1 ng/L (PI2) e 29 ng/L (P15). Todas as
concentragdes de 2,4-D estdo abaixo do limite estabelecido pelo CONAMA n°357/2005 para
as 3 classes de agua doce. O fipronil e seus produtos foram mais recorrentes e em maior

concentracdo no tratamento C, o qual recebeu a aplicacdo do produto em novembro/2019.
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Tabela 20 — Quantificacdo de agrotéxicos nos mesocosmos (coleta de agosto/2020) e valores estabelecidos para
agua doce na CONAMA 357/05

Agrotoxico (ng/L)

Tratamento
2,4-D Fipronil Fipronil Sulfide Fipronil Sulfona

PE1 <LQ 1,4 <LQ 0,3
PE2 <LQ 0,6 <LQ 0,2
PE3 54,0 0,8 <LQ 0,2
PE4 <LQ 0,9 <LQ 0,2

XrE+ o 13,5+27,0 0,940,3 0,0+0,0 0,240,0
PI1 46,4 14 <LQ 0.4
P12 20,1 0,9 <LQ 0,2
P13 <LQ 0,7 <LQ 0,3
P14 <LQ 0,8 <LQ 0,6
PI5 29,0 0,6 <LQ 0,5

Xri+o 19,1+19,8 0,940,3 0,0+0,0 0,440,2
Cc1 <LQ 1,1 <LQ 0,7
C2 <LQ 2,0 0,5 1,1
c4 <LQ 1,6 0,7 2,6
C5 <LQ 0,9 <LQ 0,8

Xcto 0,0+0,0 1,4+0,5 0,3+0,4 1,3+0,9

Valores estabelecidos <4000 ng/L
para &guas doces na (Classes 1 e 2), ] ] )
CONAMA 357
<30000 ng/L (Classe 3)

(BRASIL, 2005)

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; LQ — limite de quantificacdo (2,4-D: 5
ng/L; Fipronil: 0,5 ng/L; Fipronil Sulfide: 0,5 ng/L; Fipronil Sulfona: 0,1 ng/L); X — média; c — desvio padrao.
Fonte: Autoria prépria

Ao comparar as variaveis climatologicas entre as duas datas, a semana antecedente a
coleta de janeiro apresentou valores altos de precipitacdo, opondo-se a auséncia de chuva
observada no més de agosto (Figura 11). O volume, a intensidade e a frequéncia de
precipitagdo influenciam significativamente no transporte e na perda de agrotoxicos atraves
do escoamento superficial e da percolacdo da agua no solo (SPADOTTO, 2006). Andrade et
al. (2021) constataram experimentalmente que o evento de chuva tem um efeito substancial na
qualidade da agua de coOrregos proximos as areas de cultivo de soja, causando aumento na
turbidez, nutrientes (principalmente amoénio) e concentracdo de agrotoxicos. Portanto,
justificam-se as concentragcdes mais altas de agrotoxicos quantificadas em janeiro/2020, dada
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a proximidade a data de aplica¢do dos produtos no solo e a maior ocorréncia de precipitacdo
nessa época, causando o maior aporte de residuos de agrotéxicos no interior dos mesocosmos.
Além disso, 0 estdgio das culturas tambem pode afetar o escoamento de agrotoxicos e
nutrientes, uma vez que os produtos aplicados e a cobertura do solo diferem em cada etapa do
cultivo (ANDRADE et al., 2021). Portanto, a maior concentracdo de nutrientes e agrotoxicos
na primeira coleta também pode estar relacionado a menor cobertura do solo.

As concentracdes de agrotoxicos quantificadas entre as duas coletas foram
significativamente menores, principalmente em relagcdo ao 2,4-D. No entanto, transcorreram-
se aproximadamente 9 meses desde a aplicacdo dos agrotoxicos na area, e o fato de ainda
estarem presentes nas amostras de 4gua pode indicar a persisténcia dos produtos no ambiente,
principalmente o fipronil. A solubilidade do fipronil em agua é considerada baixa (1,90 mg/L
a 25°C e pH 5), porém possui alta persisténcia no solo (meia-vida de 8,78 a 33 dias) e alta
afinidade por matéria organica (PINTO et al., 2021).

A Figura 33 apresenta a Andlise de Componentes Principais (PCA) para 0s
agrotoxicos quantificados nas amostras de agua dos mesocosmos, referente a coleta de
agosto/2020. Os eixos 1 e 2 explicam, respectivamente, 64,4 e 22,5% da variancia dos dados,
totalizando 86,9%. A Figura 31 e a Figura 32 auxiliam na interpretacdo da PCA, mostrando,
respectivamente, o componente principal mais significativo (PC1) para explicar os dados e as
contribuicdes de cada variavel da PC1 e PC2.

Figura 31 — Grafico de anélise de agrotoxicos que reteve o primeiro componente principal como mais
significativo para explicar os dados (coleta de agosto/2020)
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Figura 32 — Contribuic¢des das varidveis (%) para (A) PC1 e (B) PC2. As variaveis analisadas foram fipronil,
fipronil sulfona, fipronil sulfide e 2,4-D (coleta de agosto/2020)
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Figura 33 — Diagrama da PCA para os agrotoxicos quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando
PC1 e PC2 (coleta de agosto/2020)
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Fonte: Autoria prépria

Observa-se que 0s mesocosmos inseridos nos plots da cana-de-acucar, principalmente
C2 e C4, apresentaram 0s maiores valores associados as variaveis do eixo 1 (fipronil, fipronil
sulfide e fipronil sulfona). Em comparacdo a coleta de janeiro, 0 mesocosmo C4 se tornou
menos influenciado pelo 2,4-D. Isso pode ser explicado pelo tempo decorrido entre a
aplicacdo dos agrotoxicos e a segunda coleta, que causou decaimento na concentracao de 2,4-
D nas amostras de agua e maior persisténcia de fipronil e seus produtos de degradagdo no
ambiente. Com excecdo do PE3, os mesocosmos dos plots do pasto extensivo se concentram
no terceiro quadrante, apresentando os menores valores associados aos agrotoxicos. Esse
comportamento era esperado e foi observado na PCA de janeiro, dado que a area de PE ndo

recebeu aplicacdo de produtos agroguimicos. A maior relacdo com o 2,4-D ocorreu com as
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amostras do PE3 e PI1 que, conforme visto anteriormente, apresentaram as maiores
concentragdes do herbicida.

A Tabela 21 resume a quantificacdo de agrotoxicos em amostras de sedimento dos
mesocosmos. O 2,4-D foi quantificado apenas em uma das amostras (1335,6 ng/g, PE2). Em
comparagdo com a coleta de janeiro/2020, as concentra¢des encontradas de fipronil reduziram
significativamente, provavelmente pelo tempo decorrido entre as duas coletas. No entanto, o
fato de o fipronil e fipronil sulfona ainda serem detectados nas amostras € indicativo da

persisténcia desses produtos no ambiente.

Tabela 21 — Quantificacdo de agrotoxicos no sedimento dos mesocosmos (coleta de agosto/2020)

Agrotoxico
Tratamento 2,4-D Fipronil Fipronil Sulfide Fipronil Sulfona
(ng/g) (pg/g) (pg/g) (p9/9)
PE1 <LQ 11 <LQ 0,2
PE2 135,6 <LQ <LQ 0,2
PE3 <LQ <LQ <LQ 0,1
PE4 <LQ 0,1 <LQ 0,1
XrE+ o 33,9467,8 0,3+0,5 0,0+0,0 0,15+0,1
P11 <LQ 0,1 <LQ <LQ
P12 <LQ 0,8 <LQ 0,1
PI3 <LQ 11 <LQ 0,1
PI4 <LQ <LQ <LQ 0,1
P15 <LQ 0,7 <LQ 0,2
Xrito 0,0£0,0 0,54+0,5 0,0+0,0 0,1+0,1
C1 <LQ 0,1 <LQ 0,2
Cc2 <LQ 0,5 <LQ 0,6
C5 <LQ 1,2 <LQ 0,3
C5 <LQ <LQ <LQ 0,2
Xc+to 0,0£0,0 0,45+0,5 0,0+0,0 0,3+0,2

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; LQ — limite de quantificacdo (2,4-D: 0,75
ng/g; Fipronil: 0,015 ng/g; Fipronil Sulfide: 0,075 ng/g; Fipronil Sulfona: 0,015 ng/g); X — média; ¢ — desvio
padréo.

Fonte: Autoria propria

Lin et al. (2009) avaliaram a persisténcia dos degradados de fipronil em amostras de
sedimento de rios urbanos. Em condig¢des anaerdbias, a meia-vida do fipronil encontrada foi

de 18,5 dias, enquanto fipronil sulfide e fipronil sulfona apresentaram meia-vida de 588 e 712
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dias, respectivamente. Sob condigdes facultativas, a meia-vida do fipronil aumentou para 62
dias, e para sulfide e sulfona foram determinados 301 e 502 dias, respectivamente. A alta
persisténcia dos subprodutos implica significativamente nos ecossistemas, uma vez que a
estabilidade desses compostos prolonga significativamente os efeitos toxicos apds a aplicacao

do fipronil, mesmo que o produto pareca ter se dissipado no ambiente (LIN et al., 2009).

5.3.3 Nutrientes

A Tabela 22 sintetiza a quantificacdo de nutrientes nas amostras de agua dos
mesocosmos dos trés tratamentos de solo (PE, Pl e C, respectivamente). Observa-se que para
todos os tratamentos, o fosforo total € o nutriente que ocorre em maior quantidade, com a
maior concentracdo quantificada nos mesocosmos dos plots C1 (332 ug/L) e P15 (314 pg/L).
Assim como na coleta de janeiro/2020, todas as amostras ultrapassaram o limite de PT para
todas as classes de enquadramento de corpos d’agua lénticos.

Quanto ao nitrogénio total, os mesocosmos cujas amostras ultrapassaram o valor
maximo estabelecido de 1270 pg/L (Classes 1 e 2, Iéntico) sdo o PE2 (1630 ug/L), PE3 (1350
ng/L), P12 (1490 pg/L), P13 (1730 pg/L), P14 (1680 ug/L), P15 (1870 pg/L), C1 (1450 ug/L),
C4 (1630 pg/L) e C5 (1960 ug/L). Para nitrito e nitrato, todas as amostras possuem
concentragfes abaixo do maximo permitido. Também se observou que na coleta de
janeiro/2020 as concentracOes de silicato foram menores do que em agosto, sendo que 0 maior
valor quantificado na primeira foi de 1610 pg/L, enquanto na segunda foi de 1060 pg/L,
ambos no mesocosmo PI5. Isso provavelmente ocorreu devido a estiagem do inverno,

gerando menos perda do mineral presente no solo.
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Tabela 22 — Quantificacdo de nutrientes das amostras de 4gua dos mesocosmos (coleta de agosto/2020) e valores estabelecidos para 4gua doce na CONAMA 357/05

Tratamento
o Valor
Variaveis estabelecido para
(ng/L) PEl PE2 PE3 PE4| Xreto PI1 PI2 PI3 PI4 PI5| Xeto Cl C2 C4 C5 Xcto aguas doces na
CONAMA 357
(BRASIL, 2005)
Léntico:
NT (Nitrogénio total) 890 1630 1350 960 |1207,5+346,8| 980 1490 1730 1680 1870 | 1550£346,5 | 1450 1170 1630 1960 |1552,5+331,1 <1270
(Classes 1 e 2)
NO> (Nitrito) 13 23 47 48 | 33217 2,7 2.8 33 32 49| 34209 | 20 26 28 29 | 26204 <1000
NOs (Nitrato) 41,6 487 1522 168,5| 102,7+66,9 | 73,2 89,7 99,7 870 86,0 | 87,1495 | 67,5 689 87,3 698 | 734293 <10000
NH« (fon aménio) 45 55 160 132 | 9857 10,0 75 115 172 589 | 21+215 | 54 149 11,0 169 | 12451 -
Léntico:
. <20 (Classe 1),
PT (Fésforo total) 77,3 143,9 272,6 1553| 162,3t+812 | 163,7 1696 2509 3102 3143| 24174730 | 3322 2536 1178 1284| 20841033 | Z3j o)
<50 (Classe 3)
Pi (Fosfato 41 56 106 90 | 73%30 9,1 3,4 11,2 158 457 | 17+166 | 232 41 88 55 | 1044838 :
inorgéanico)
PTDdEES%T:/OiL%)tOta' 128 166 217 196 | 17,7439 | 377 214 338 389 738 | 4L1#195 | 41,0 242 255 269 | 294+7.8 .
Si0, (Silicato) 370 160 320 540 | 347,5+156,5 | 280 410 610 360 1060 | 544+313,1 | 200 270 550 330 | 33751513 -

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agticar; X — média; ¢ — desvio padrao.
Fonte: Autoria prépria
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A Figura 36 apresenta a PCA para os nutrientes quantificados nas amostras de agua
dos mesocosmos, referente a coleta de agosto/2020. Os eixos 1 e 2 explicam, respectivamente,
55,5 e 20,7% da variancia dos dados, totalizando 76,2%. A Figura 34 e a Figura 35 auxiliam
na interpretacdo da PCA, mostrando, respectivamente, o componente principal mais
significativos (1) para explicar os dados e as contribui¢fes de cada varidvel da PC1 e PC2.

Figura 34 — Grafico de analise de nutrientes que reteve o primeiro componente principal como mais
significativo para explicar os dados (coleta de agosto/2020)
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Figura 35 — Contribuicdes das varidveis (%) para (A) PC1 e (B) PC2. As variaveis analisadas foram fosforo
total dissolvido (PTD), fésforo inorganico (Pi), silicato (SiOy), nitrato (NO3z), nitrito (NOy), nitrogénio total
(NT), fésforo total (PT) e ion amdnio (NH.4") (coleta de agosto/2020)
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Figura 36 — Diagrama da PCA para os nutrientes quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando
PC1 e PC2 (coleta de agosto/2020)
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Através da localizacdo dos pontos no diagrama ndo € possivel observar um padrdo
para os tratamentos de solo. Em comparacdo com a coleta de janeiro, os mesocosmos dos
plots da cana-de-agUcar apresentaram baixa relagdo com os nutrientes, provavelmente pelo
periodo de tempo decorrido entre as duas coletas desde a aplicacdo dos produtos
agroguimicos, uma vez que o intervalo de tempo de aplicacdo de fertilizantes influencia a
retirada de nutrientes dissolvidos, diminuindo progressivamente a medida que se aumenta o
periodo desde o momento da aplicacdo (LI et al., 2020). Dentre as amostras de pasto
extensivo, o PE3 e o PE4 mostraram-se influenciados nitrito e nitrato. J& 0s mesocosmos P13,
P14 e P5 apresentaram relagdo com as variaveis mais explicativas (ion aménio, NT, PT, PTD
e silicato). Conforme discutido anteriormente, as altas concentracGes de nitrogénio e fosforo
nos mesocosmos podem ser resultado da decomposi¢cdo das macrofitas, enquanto o silicato
provavelmente provém da perda deste mineral pelo solo, o qual provavelmente atingiu os
mesocosmos por meio do escoamento superficial, mas de forma menos significativa do que

ocorreu em janeiro/2020.

5.3.4 Metais

A Tabela 23 sintetiza a quantificacdo de metais nas amostras de agua dos
mesocosmos. Tal como a coleta de janeiro, 0s metais encontrados em maior quantidade foram

aluminio, bario, zinco e potassio. A maior concentracdo de aluminio obtida foi de 1,9 mg/L no
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P14. O zinco foi encontrado em maior quantidade no C1 (0,532 mg/L). J& a concentracdo de
potéssio foi maior no mesocosmo do plot PI5 (17,9 mg/L).

Para o bario, nenhuma amostra excedeu os limites estabelecidos pela Resolucdo
CONAMA n°357/2005, definidos como 0,7 mg/L (Classes 1 e 2) e 1 mg/L (Classe 3). Para o
aluminio, todas as amostras apresentaram concentragdes superiores ao limite de 0,2 mg/L
(corpos d’agua de Classe 3). Os valores maximos para o zinco sao de 0,18 mg/L (Classes 1 ¢
2) e 5 mg/L (Classe 3), portanto 7 amostras excederem o limite da menor concentracdo: PE1
(0,228 mg/L), PE4 (0,223 mg/L), P13 (0,188 mg/L), Pl4 (0,217 mg/L), C1 (0,562 mg/L), C2
(0,216 mg/L) e C4 (0,214 mg/L). Para o cobre, a Resolucdo estabelece os limites de 0,009
mg/L (Classes 1 e 2) e 0,013 mg/L (Classe 3), portanto apenas o PE3 se encontra dentro do
limite para corpos d’agua de Classes 1 e 2, somando-Se aos mesocosmos dos plots PI1 e PI2
para Classe 3. Quanto ao cadmio, todas as amostras se encontram dentro do limite para aguas
de Classe 3 (<0,01 mg/L), porém, para Classe 1 e 2, todas as amostras excedem o valor
maximo permitido de 0,001 mg/L. Para os demais metais que possuem limite estabelecido por
legislacdo, como cobalto, cromo, manganés e niquel, as amostras se encontram abaixo dos

valores maximos permitidos.
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Tabela 23 — Quantificagdo de metais nas amostras de dgua dos mesocosmos (coleta de agosto/2020) e valores estabelecidos para 4gua doce na CONAMA 357/05

Tratamento
Metais Valor estabelecido para
(mg/L) - < < aguas doces na
PE1 PE2 PE3 PE4A| Xeeto |PIL PI2 PI3 P4 PI5 | Xeto ClL C2 cC4 C5 Xe+o e
(BRASIL, 2005)
Aluminio 4 /2 1366 0,083 0,659 | 0,964+0,299 | 0,548 0610 0878 1,896 0,672 | 0.92140,559 | 0,638 0522 0244 0425| 0457+0,167 <0.1 (Classes 1 € 2),
(Al <0,2 (Classe 3)
Bario 500 0178 0181 0,200|0,190+0,013 0176 0202 0175 0183 0,92 | 0,860,011 | 0,391 0212 0,193 0,190 | 0247+0,097 =0.7 (Classes 1 ¢ 2),
(Ba) <1,0 (Classe 3)
Cadmio 417 0011 0006 0,008|0,00940,002|0,008 0007 0007 0007 0,006 | 0,007+0,001 | 0,009 0,007 0,005 0007| 0007:0002 | =0-001 (Classes1e2),
(Cd) <0,01 (Classe 3)
Cobalto ) 56 5011 0,000 0,000|0,015£0,024 [0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,00040,000 | 0,002 0,003 0,000 0,000| 0,000,002 <0,05 (Classes 1 ¢ 2),
(Co) <0,2 (Classe 3)
C(rgf)‘o 0,022 0,003 0004 0,008|0,009+0,009 0,001 0001 0002 0003 0,001 | 0,002£0,001 | 0,001 0,001 0,001 0,001| 00010000 <0,05
Cobre 024 0016 0008 0016]0,016+0,007|0,011 0010 0026 0051 0,008 | 0,021+0,018 | 0,016 0013 0015 0,022| 001740004 | =0-009 (Classes I e 2),
(Cu) <0,013 (Classe 3)
Manganes 53 0062 0,064 0,114|0,066+0,037 0,046 0,059 0050 0046 0049 | 0,050+0005 | 0,111 0,090 0,023 0,049| 0,068+0,040 <0.1 (Classes 1 ¢ 2),
(Mn) <0,5 (Classe 3)
Mozm‘;”'o 0,001 0,000 0,000 0,000|0,000+0,001|0,000 0,000 0000 0000 0,000 | 0,000£0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000| 00000000 ]
N('I‘\*I‘ij)e' 0,007 0,000 0000 0,157|0,041+0,077 |0,000 0000 0000 0,000 0,008 | 0,002+0,004 | 0,001 0,006 0,000 0,000| 0002+0,003 <0,025
ESt(rSOrr;C'O 0,008 0,007 0007 0,008|0,008+0,001|0,012 0008 0012 0016 0,004 | 0,010+0,005 | 0,011 0,012 0,006 0,007| 00090003 ]
ZInco 5958 0136 0,110 0,223 |0,174+0,060 [0,107 0,178 0188 0217 0,169 | 0,172+0040 | 0562 0,216 0214 0125| 0.279+0,193 =0,18 (Classes 1 ¢ 2),
(Zn) <5,0 (Classe 3)
Po(tff)s'o 0,974 1,076 1,692 1,547 |1,322+0,351|0,863 0,887 1,041 0910 17,991 | 4,338+7,632 | 1,514 1,697 0,938 1,271| 1,355+0,328 -

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aguicar; X — média; ¢ — desvio padréo.

Fonte: Autoria prépria
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A Figura 39 apresenta a PCA para os metais quantificados nas amostras de agua dos
mesocosmos, referente & coleta de agosto/2020. Os eixos 1 e 2 explicam, respectivamente,
29,8 e 24% da variancia dos dados, totalizando 53,8%. A Figura 40 apresenta a PCA para 0s
eixos 1 e 3, explicando, respectivamente, 29,8 e 18,7% da variancia, totalizando 48,5%. A
Figura 37 e a Figura 38 auxiliam na interpretacdo da PCA, mostrando, respectivamente, 0s
componentes principais mais significativos (1, 2 e 3) para explicar os dados, e as
contribuicdes de cada variavel da PC1, PC2 e PC3.

Figura 37 — Gréfico de analise de metais que reteve os trés primeiros componentes principais como mais
significativos para explicar os dados (coleta de agosto/2020)
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Figura 38 — Contribuicdes das variaveis (%) para (A) PC1, (B) PC2 e (C) PC3. As variaveis analisadas foram
béario, estréncio, manganés, potassio, molibdénio, cobre, zinco, niquel, cadmio, cromo e aluminio (coleta de

agosto/2020)
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Figura 39 — Diagrama da PCA para os metais quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando PC1 e
PC2 (coleta de agosto/2020)
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Figura 40 — Diagrama da PCA para 0s metais quantificados nas amostras dos mesocosmos, considerando PC1 e
PC3 (coleta de agosto/2020)
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Analisando-se os plots individualmente, os maiores valores para molibdénio, cromo,
cobalto e cadmio estdo relacionados ao PE1. Além disso, observa-se que trés mesocosmos do
tratamento C (C2, C4 e C5) mostram-se relacionados ao potassio, provavelmente devido ao
enriquecimento desse metal causado pela aplicagdo da vinhaga no solo e no interior das
unidades experimentais.

Nos dois diagramas da PCA observa-se que o aluminio esteve mais relacionado com

o0s tratamentos de pastagem, principalmente o PI14. No estudo de Correa e Reichardt (1995), os
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autores avaliaram o efeito do tempo de uso de pastagens sobre as propriedades de um
latossolo, constatando que ao decorrer do tempo de pastejo ocorre uma reducdo nos teores de
bases trocaveis no solo, levando ao aumento dos teores de aluminio. Observou-se que a
concentracdo de aluminio nas amostras de agua dos mesocosmos aumentaram de uma coleta
para a outra, em todos os tratamentos, sendo o maior valor quantificado de 0,913 mg/L (C4)
em janeiro/2020, enquanto em agosto/2020 foi de 1,896 mg/L (P14). Portanto, as maiores
concentracdes do aluminio nas amostras dos tratamentos PE e Pl podem ser consequéncia da
pastagem do gado que ocorreu nessas areas, causando um aumento desse metal no solo que
foi posteriormente carreado para o interior dos mesocosmos, além da contribuicdo do proprio
solo do cerrado que é rico em aluminio. Também deve-se levar em conta a estiagem nessa
época do ano, que causou uma diminui¢do no nivel d’dgua dos mesocosmos e,
consequentemente, maior concentracdo dos poluentes. Conforme visto na Figura 38, os metais
estroncio (Sr), cobre (Cu) e aluminio (Al) sdo melhor representados pela PC3. Analisando-se
o diagrama da PC1 com a PC3 (Figura 40), observa-se que 0 mesocosmo relacionado a esses

trés metais é o Pl4.

5.3.5 Indice do Estado Trofico (IET)

Na Tabela 24 consta a classificacdo do estado tréfico dos mesocosmos, determinados a
partir das concentracGes de clorofila a e fosforo total. Observa-se que o Ginico mesocosmo que
ndo se encontra eutrofizado € o PE1. Em comparacdo a classificacdo de janeiro/2020 (Tabela
18), com excecdo do PE1 e PE2, todos os demais apresentaram piora no grau de eutrofizacao.

Em comparagdo com a primeira coleta, em agosto houve tanto reducdo (PE2, PI1 e
C1) quanto aumento (PE1, PE3, PE4, P12, P13, PI4, P15, C2, C4 e C5) nas concentracdes de
PT nas amostras. O maior nimero de amostras que tiveram aumento na concentracdo pode ter
sido influenciado pela estiagem do inverno, uma vez que o menor volume de precipitacdo
implica no aumento da concentracdo de nutrientes nos mesocosmos (PAERL; HUISMAN,
2008). Ja em relacdo a clorofila a, todos as amostras apresentaram aumento significativo na
concentracédo (exceto o PE2), com o maior aumento observado no PE4 (44 vezes maior que
em janeiro/2020). Portanto, a evolugdo nos estagios de eutrofizacdo observados
provavelmente ocorreu devido ao aumento na proliferacdo de algas nos mesocosmos,

decorrentes da decomposicdo das macrofitas.
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Tabela 24 - Classificagdo do estado tréfico dos mesocosmos (coleta de agosto/2020)

Tratamento Clorofila a (ug/L) Fosforo total (ug/L) IET (Reservatérios) Classificacao
PE1 7,7 77,3 58,8 Mesotraéfico
PE2 8,5 143,9 60,9 Eutrdéfico
PE3 75,8 272,6 68,2 Hipereutrofico
PE4 38,2 155,3 64, Supereutroéfico
P11 31,0 163,7 64,5 Supereutroéfico
P12 40,0 169,6 65,2 Supereutroéfico
P13 29,1 250,9 65,6 Supereutroéfico
P14 21,9 310,2 65,6 Supereutroéfico
PI5 23,2 314,3 65,7 Supereutrofico
C1 33,6 332,2 66,8 Supereutrofico
C2 57,6 253,6 67,3 Hipereutrofico
C4 27,1 117,8 63,1 Supereutréfico
C5 24,3 128,4 63,1 Supereutréfico

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; IET — indice do Estado Trofico.
Fonte: Autoria prépria

5.4 TESTES DE TOXICIDADE

A seguir estdo descritos os resultados dos testes de toxicidade com C. silvestrii e 0s
testes de germinacdo com E. sativa, ambos realizados com amostras de agua coletadas nos
mesocosmos (janeiro/2020 e agosto/2020) e amostras de dgua do escoamento superficial de

cada tratamento de solo da area experimental.

5.4.1 Testes de toxicidade com Ceriodaphnia silvestrii

A Tabela 25 sintetiza os resultados dos testes de toxicidade aguda realizado com a
espécie C. silvestrii, no qual o endpoint observado foi a imobilidade/mortalidade dos
organismos. Conforme observado, na coleta de janeiro/2020 o Unico tratamento de solo que
causou efeito foi o pasto extensivo, sendo a amostra do mesocosmo PE2 a mais critica (85%
de mortalidade), apresentando diferenca estatistica em relacdo ao controle (p < 0,05). Ja na
coleta de agosto/2020, houve 100% de mortalidade dos organismos expostos a amostra do
PE1 (p < 0,05). Apesar dos efeitos, para ambas as coletas ndo foi observada diferenca
estatistica entre a media dos tratamentos e o controle (p > 0,05) quanto ao nimero de

organismos ima@veis/mortos.
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Tabela 25 — Resultado dos testes de toxicidade aguda para a espécie C. silvestrii

Organismos imdveis/mortos

Amostra
Coleta de janeiro/2020 Coleta de agosto/2020
Controle 0% 0%
PE1 10% 100%*
PE2 85%* 0%
PE3 5% 0%
PE4 0% 3%
Xreto 25+40% 26x£50%
P11 0% 0%
P12 0% 0%
P13 0% 0%
Pl4 0% 0%
P15 0% 0%
Xrito 0+0% 0+0%
C1 0% 8%*
c2 0% 5%*
C4 0% 0%
C5 0% 0%
Xc+to 0+0% 3+3%

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglicar; X — média; ¢ — desvio padrio; Asteriscos
(*) indicam valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria

A mortalidade no tratamento PE pode estar relacionada com a concentracdo alta de
cromo nas amostras. Observa-se que em agosto a concentracdo de Cr na amostra do PEL
(0,022 mg/L) foi aproximadamente dez vezes maior que nas demais amostras, e este
mesocosmo foi 0 que apresentou mortalidade de 100% dos organismos. Porém, este metal se
manteve abaixo do limite de quantificacdo na coleta de janeiro, ndo podendo se relacionar a
mortalidade de 85% encontrada no PE2, o que pode ser atribuido a complexidade do sistema e
outros fatores ndo determinados no presente estudo.

A Figura 41 ilustra os resultados do teste de toxicidade cronica, registrando-se 0
numero total de neonatas ao fim do teste, nas amostras de cada mesocosmo. Na Figura 42
estdo apresentados os resultados da média de numero de neonatas considerando cada

tratamento, e observa-se que ha diferenca estatistica entre o controle e as amostras de todos 0s
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mesocosmos (p < 0,05). A amostra que mais causou efeitos sobre a reproducdo dos
organismos foi a do pasto extensivo, registrando-se neonatas apenas na do PEA4.

Figura 41 — Resultados do teste de toxicidade cronica para a espécie C. silvestrii em amostras de dgua de cada
mesocosmo (coleta de janeiro/2020).
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Figura 42 — Resultados do teste de toxicidade cronica para a espécie C. silvestrii como média do nimero de
neonatas em cada tratamento de solo (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria

A Figura 43 e a Figura 44 ilustram os resultados do teste de toxicidade cronica para as
amostras coletadas em agosto/2020. Observa-se que, tal como o ensaio realizado com as
amostras de janeiro, ha diferenca estatistica entre o controle e os tratamentos (p < 0,05) e 0

tratamento PE apresentou o menor nimero de neonatas.



109

Figura 43 — Resultados do teste de toxicidade cronica para a espécie C. silvestrii em amostras de agua de cada
mesocosmo (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria

Figura 44 — Resultados do teste de toxicidade cronica para a espécie C. silvestrii como média do nimero de
neonatas em cada tratamento (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria

Comparando-se com o controle, as amostras dos trés tratamentos para ambas as
coletas causaram efeitos sobre a reproducdo dos organismos (p < 0,05), portanto foram
afetadas pelo tipo de manejo do solo referente a cada tratamento. A maior inibicdo de
reproducdo no tratamento PE pode ser consequéncia da menor concentracdo de nutrientes na
agua, presenca de metais e/ou proximidade com outras areas de agricultura. Observou-se que
para as amostras do PE de ambas as coletas as concentracdes de NT, PT, Pi e PDT se
mostraram, na média, abaixo das quantificadas para os tratamentos Pl e C (Tabela 14 e Tabela
22). E esperado que concentracbes mais elevadas de nutrientes (nitrogénio e fosforo)

estimulem a maior reproducdo dos organismos-teste (MOREIRA et al., 2018), assim, pode-se
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relacionar a maior presenca de nutrientes nos tratamentos Pl e C com os maiores nimeros de
neonatas registradas no teste de toxicidade, para tais tratamentos de solo. Por exemplo, dentre
0s mesocosmos dos plots do P, observa-se que o PI2 apresentou as menores concentracdes
dos nutrientes acima citados (Tabela 14, janeiro/2020), e também foi o que apresentou maior
efeito sobre a reproducéo (Figura 41) no grupo da pastagem intensiva.

Apesar da maior reprodugédo nos tratamentos Pl e C e das maiores concentragdes de
nutrientes quantificadas nestes tratamentos, ainda sdo observados efeitos no numero de
neonatas em comparagdo com o controle de laboratério, provavelmente causada pela mistura
de contaminantes presentes nestes tratamentos. Silva et al. (2020) avaliaram a toxicidade
aguda e cronica de formulacoes 2,4-D e fipronil utilizando o organismo teste C. silvestrii. Os
autores constataram que a exposi¢do ao 2,4-D (individualmente) causou imobilidade nos
organismos a concentracdes acima de 100 mg/L, enquanto a taxa de reproducao diminuiu em
concentragcfes acima de 60 mg/L. Ja o fipronil causou imobilidade a 2 ug/L e queda na taxa
de reprodugdo a 0,8 pg/L. O valor maximo quantificado de 2,4-D nas amostras do presente
estudo foi de 7,4 pg/L (C5, janeiro/2020), e 0,027 pg/L para o fipronil (C2, janeiro/2020),
portanto abaixo das concentracdes avaliadas por Silva et al. (2020). Com essas duas maiores
concentracfes ndo foi observado efeito agudo na C. silvestrii (Tabela 25). Além disso, é
importante ressaltar que os testes de Silva et al. (2020) foram realizadas com &gua de cultivo,
enquanto no presente estudo as amostras provém de uma matriz ambiental com uma mistura
complexa de substancias, incluindo aquelas que nao foram quantificadas.

Silva et al. (2020) também avaliaram o efeito agudo da mistura de 2,4-D e fipronil
sobre a C. silvestrii e constataram que a interacdo de concentragdes demonstra antagonismo
em baixas doses e sinergismo em altas doses, j& para a toxicidade crénica de mistura
(reproducdo), ocorreu antagonismo como resultado da interacdo dos agrotoxicos, com valores
de ECso de 72,88 mg/L para o0 2,4-D e 0,015 mg/L para o fipronil. Conforme visto, a maior
concentracédo de 2,4-D (7,4 ng/L, C5, janeiro/2020) e fipronil (0,027 pg/L, C2, janeiro/2020)
quantificadas no presente estudo estdo abaixo da concentracdo efetiva encontrada pelos
autores acima. Para a coleta de agosto/2020 também se observa que a reproducéo foi afetada
nos trés tratamentos, e apesar de em menor quantidade em relagdo a coleta anterior, a maior
concentracdo de fipronil foi quantificada no plot C2 (2 ng/L), o qual apresentou 0 menor

numero de neonatas dentre os demais do tratamento da cana-de-agucar.



111

Em outro estudo, Freitas et al. (2021) simularam o input do 2,4-D sob condigdes
controladas em um trecho de 500 m de comprimento de um riacho tropical, realizando testes
ecotoxicoldgicos com C. silvestrii a partir de 2 coletas de amostras (periodo chuvoso e seco)
em 8 pontos ao longo do riacho, com concentracdes do herbicida variando de 0,0057 a 16
pug/L. Nao foi observado efeito agudo nos organismos, porém foi constatada a inibigdo de
reproducdo na espécie, com cerca de 50% da reprodugdo inibida em todos os pontos de
amostragem na primeira coleta. Como a coleta foi realizada em um riacho, os autores atestam
que o efeito pode ter sido influenciado por outros poluentes (co-contaminacdo) e condicGes
ambientais do corpo d’agua, uma vez que sob condigdes de campo os fatores ambientais
podem alterar a toxicidade do 2,4-D. Como observado no presente estudo, os maiores efeitos
sobre o0s organismos (agudos e cronicos) ocorreram com 0s testes das amostras do tratamento
PE, as quais apresentaram as menores quantificacbes de 2,4-D e fipronil. Portanto,
provavelmente foi influéncia das condi¢des de campo (como a falta de nutrientes) e outros
fatores ambientais dos mesocosmos e suas areas de entorno. Além disso, também deve-se
considerar a concentracdo de metais, que pode ser agravada pelos valores de pH que
aumentam a disponibilidade.

Moreira et al. (2020) também realizaram testes de toxicidade cronica com C. silvestrii
em concentracdes de grande relevancia ambiental, ou seja, quantificadas em &guas
superficiais (5 pg/L de fipronil e 500 pg/L de 2,4-D, isolados e em mistura com cairoménios
de peixe). Os autores constataram que 0s organismos ndo apresentaram respostas prejudiciais
guando exposto a 2,4-D isolado ou a sua mistura simples com agua condicionada com
cairoménios. No entanto, a sobrevivéncia média das espécies diminuiu no tratamento de
cairomoénios misturados com fipronil e no tratamento com uma mistura de fipronil, 2,4-D e
cairomonios. A taxa de aumento populacional também diminuiu significativamente para
organismos expostos para o tratamento com fipronil e para misturas dos trés compostos
analisados. Conforme observada na quantificacdo de agrotdxicos no presente estudo, pode-se
considerar que os organismos testados foram expostos a mistura de 2,4-D com fipronil, sendo
esperado maior efeito quanto maiores as concentragoes, que foram nos mesocosmos dos plots
C2 e C4, na coleta de janeiro/2020. Nesses tratamentos ndo foi observado efeito agudo, porém
a amostra do C2 apresentou 0 segundo menor nimero de neonatas no teste de toxicidade
crbnica, enquanto no C4 também foi observado efeito, pois 0 mesmo se manteve abaixo do

controle.
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A Tabela 26 ¢é referente ao teste de toxicidade aguda utilizando a mesma espécie
(Ceriodaphnia silvestrii), porém com as amostras de 4gua do escoamento superficial dos trés
tipos de tratamento de solo. Observa-se que as amostras ndo causaram efeito de toxicidade
aguda sobre os organismos, aléem de ndo haver diferenca estatistica entre o controle e 0s
tratamentos (p > 0,05).

Tabela 26 — Resultado do teste de toxicidade aguda para a espécie C. silvestrii para as amostras de escoamento
superficial (coleta em janeiro/2020)

Amostra Organismos imdveis/mortos
Controle 0%

PE 0%

Pl 0%

C 0%

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar.
Fonte: Autoria prépria

Na Figura 45 sdo apresentados os resultados dos testes de toxicidade cronica,
utilizando amostras de dgua do escoamento superficial. Observa-se que, ao contrario do teste
com as amostras de dgua do mesocosmo, no tratamento PE obteve-se 0 maior niUmero médio
de neonatas. Além disso, foi observada diferenca estatistica entre o controle e o tratamento Pl
(p < 0,05).

Figura 45 — Resultados do teste de toxicidade cronica para a espécie C. silvestrii para as amostras de
escoamento superficial (coleta em janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria
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Comparando-se as varidveis fisico-quimicas das amostras de dgua dos mesocosmos e
do escoamento superficial, observou-se que a concentragdo de metais (principalmente
aluminio e zinco) no escoamento foi significativamente maior para os trés tratamentos (vide
Tabela 17). Entre eles, as maiores concentracdes foram quantificadas no tratamento PI, com
aluminio (44 mg/L), cobre (0,031 mg/L) e zinco (0,87 mg/L) excedendo o limite estabelecido
pela legislacdo. Em &guas doces brasileiras, as concentraces de zinco sdo encontradas na
faixa de 0,002 a 1,125 mg/L (FRIESE et al., 2010; RODGHER et al., 2005), enquanto o
aluminio é quantificado entre 0,028 e 3,8 mg/L (PEREIRA et al., 2018; STEFFENS et al.,
2015), sendo a ultima bem menor do que a concentracdo encontrada na amostra do
escoamento superficial do presente estudo.

Quanto a toxicidade dos metais sobre 0s organismos, o aluminio é neurotéxico e pode
causar disturbios respiratorios causados pelo acimulo do metal ou pela desregulacao idnica,
enquanto o zinco, apesar de ser um metal essencial, pode estar associado a disfungdo na
captacdo de célcio nas branquias dos claddceros (GENSEMER et al., 2018; HYNE et al.,
2005; ZATTA; LAIN; CAGNOLINI, 2000). Gebara et al. (2021) avaliaram os efeitos do
zinco e do aluminio sobre a C. silvestrii, obtendo ECso 7 diasde 0,11 mg/L (zinco) e 0,37 mg/L
(aluminio). A partir dos ensaios crbnicos, os autores constataram que ambos os metais
afetaram a fecundidade dos organismos, sendo que 0 zinco inibiu a producdo de neonatas em
concentra¢fes mais baixas do que o aluminio. Quanto a concentracdo letal (CLso) desses
metais sobre os dafinideos, alguns valores encontrados na literatura séo de 0,08 mg Zn/L (C.
reticulata) (NORBERG, 1984), 0,13 mg Zn/L (D. pulex) (GOSTOMSKI, 1990), 0,13 mg
Zn/L e 1,9 mg Al/L (C. dubia) (MOUNT; NELSON; ROLINE, 1998) e 1,54 mg Al/L (C.
cornuta) (PEREZ-LEGASPI et al., 2017). A partir dessas concentraces, o efeito agudo era
esperado para 0s organismos do presente estudo, uma vez que os metais quantificados no
escoamento superficial excedem as concentracGes letais da literatura. Porém, foi quantificada
a concentracdo total de metais (particulado e dissolvido), os quais poderiam ndo estar
biodisponiveis para os organismos por diversos fatores, e também deve-se considerar que a
toxicidade dos metais pode ser alterada em conjunto com as outras substancias da amostra
ambiental. Por fim, o efeito crénico observado também pode estar correlacionado com a
presenca de zinco e aluminio nas amostras, principalmente para o tratamento de pasto

intensivo.
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5.4.2 Testes de toxicidade com Eruca sativa

A Tabela 27 resume o resultado do teste de germinacgédo das sementes de rucula (Eruca
sativa). Ndo foi observada diferenca estatistica entre o controle e os tratamentos para ambas
as coletas (p > 0,05). No entanto, tal como nos testes de toxicidade com C. silvestrii, na coleta
de janeiro/2020, a amostra do tratamento Pl causou maior efeito, apresentando o menor valor
de germinacdo meédia das sementes (84%) e menor porcentagem no PI2 (57%). A maior
porcentagem obtida pelo tratamento da cana-de-agUcar pode ser explicada pela aplicacdo da
vinhaca nos mesocosmos dos plots C4 e C5, em novembro de 2019. Responsavel pela
fertilizacdo do solo e altas concentragcGes de nitrogénio e fosforo em sua composicdo, a
vinhaca de cana-de-agUcar pode ter influenciado na maior germinacdo das sementes irrigadas
com a amostra. J& na coleta de agosto, o maior efeito sobre a germinacdo média ocorreu no

tratamento C (84%), com menor porcentagem obtida para o plot C2 (73%).

Tabela 27 — Resultado dos testes de germinacéo para a espécie E. sativa
Germinagao média

Amostra
Coleta de janeiro/2020 Coleta de agosto/2020
Controle 100% 100%
PE1 93% 90%
PE2 83% 93%
PE3 90% 97%
PE4 93% 93%
Xpe+ o 90+4% 93+2%
Pl1 90% 100%
P12 57%* 97%
PI3 90% 80%
Pl4 93% 87%
PI5 90% 87%
Xeito 84+14% 90+7%
C1 93% 7%
c2 87% 73%
C4 87% 93%
C5 97% 93%
Xcto 91+4% 84+9%

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglcar; X — média; c — desvio padrdo; Asteriscos
(*) indicam valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria
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Na Figura 46 estdo apresentados os comprimentos médios da parte aérea e da raiz para
as amostras de cada mesocosmo, enquanto a Figura 47 apresenta a média para cada
tratamento. O mesocosmo PI2 se mostrou diferente estatisticamente do controle (p < 0,05)
para os dois endpoints, enquanto o PI5 apresentou diferenca estatistica apenas para o
comprimento da parte aérea, que foi maior que o do grupo controle.

Figura 46 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio da raiz e da parte aérea da espécie E.
sativa, para amostras de agua de cada mesocosmo (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria

Figura 47 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio da raiz e da parte aérea da espécie E.
sativa, como média de cada tratamento (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglcar.
Fonte: Autoria prépria

Observa-se que a amostra do tratamento P12 foi a que causou o maior efeito sobre a

média de crescimento das rdculas, tanto na parte aérea quanto na raiz, além de possuir a
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menor porcentagem de germinacdo (57%) dentre todos os tratamentos. Dentre as 5 amostras
do pasto intensivo, a quantificacdo de nutrientes no mesocosmo P12 (Tabela 14) apresentou as
menores concentracfes de nitrogénio total (930 ug/L), nitrito (2,49 pg/L), fosforo total (105
ug/L), fosfato inorganico (14 pg/L), fosforo total dissolvido (29 pg/L) e silicato (790 pg/L), 0
que provavelmente justifica o efeito sobre a E. sativa, que assim como a alface (L. sativa), em
condigbes ideais requer solos ricos em matéria organica e nutrientes para Seu
desenvolvimento (FERREIRA, 2007). Além disso, os tratamentos PE3 e C1 apresentaram 0s
maiores valores de crescimento médio da raiz. Em ambos foram quantificadas as maiores
concentracOes de nitrogénio total e fosforo total (entre as amostras do mesmo tratamento de
solo), os quais se configuram como nutrientes essenciais para 0 crescimento de plantas
dicotileddneas, gerando incrementos da biomassa conforme se aumenta a disponibilidade de
nutrientes as plantas (ARAUJO, 2003). Koetz et al (2012) demonstraram que doses de fésforo
aplicadas no cultivo da rdcula influenciam positivamente a massa seca da parte aérea e de
raiz, demonstrando um efeito linear crescente sobre estas variaveis.

Além disso, as plantas irrigadas com amostras do tratamento da cana-de-acucar
apresentaram maior comprimento médio de raiz. A vinhaca possui alta concentracdo de
matéria organica, a qual é responsavel pela disponibilizacdo de nutrientes quando
mineralizada, consequentemente favorecendo o desenvolvimento radicular das plantas
dicotileddneas (KOMINKO; GORAZDA; WZOREK, 2022; OLAYEMI; KALLENBACH,;
WALLENSTEIN, 2022). Além disso, a vinhaca bruta utilizada no presente estudo possui
altas concentrac6es de nitrogénio (1,4 g/L) e potassio (8,5 g/L), que contribuem para o maior
crescimento de mudas de racula (ENSINAS et al., 2014). Portanto, o fato dos plots C4 e C5
terem sido fertirrigados com vinhaca (tanto no solo quanto no interior dos mesocosmos) pode
ter influenciado no maior desenvolvimento das raizes da E. sativa. No entanto, é fundamental
estabelecer uma dose adequada para aplicacdo de vinhaca agrotoxiconos cultivos agricolas,
uma vez que podem trazer danos aos solos e plantas se ndo houver o devido controle
(FONTANETTI; BUENO, 2017).

Ogura et al. (2022b) avaliaram a fitotoxicidade da E. sativa através de bioensaios com
agua de mesocosmos contaminados com o herbicida 2,4-D, o inseticida fipronil e a vinhaca de
cana-de-agucar, individualmente e em mistura. Entre os contaminantes, a E. sativa mostrou-se
mais sensivel ao 2,4-D nos testes de germinacdo, sendo que no tratamento apenas com o

herbicida (303,6 a 1384,8 ng/L), foi constatada uma completa inibicdo no crescimento da raiz
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e da parte aérea das plantas, porém ndo foi observada fitotoxicidade associada ao fipronil. Isso
porque o0 2,4-D é um herbicida e tem seu modo de ac¢éo associado diretamente com as plantas
dicotileddneas, agindo como um hormdnio de crescimento vegetal que resulta no crescimento
descontrolado da planta, causando enrolamento do caule, murchamento das folhas e eventual
morte (GOULART et al., 2020; SONG, 2014). Ja o fipronil tem modo de acdo direcionado
para os insetos, agindo na interrupcdo da funcdo normal do sistema nervoso central, causando
a hiperexcitacdo de nervos e musculos dos organismos (LI et al., 2019; OZOE et al., 2015).
Portanto, é de esperar que a fitotoxicidade seja mais relacionada ao 2,4-D ao invés do fipronil.

J& Freitas et al. (2022) realizaram testes de toxicidade com E. sativa a partir de
amostras coletadas de um riacho experimentalmente contaminado com 2,4-D, com
concentragfes de 0,0057 a 16 ug/L quantificadas nas amostras. Os autores constataram que
com a exposicdo as amostras de dgua ap6s a contaminacgdo, a planta apresentou um menor
comprimento médio da raiz. No presente estudo, a maior concentracdo de 2,4-D quantificada
foi de 7,4 ug/L (C4, janeiro/2020), que esta dentro da faixa testada pelos autores acima e,
entre os plots da cana do presente estudo, 0 mesocosmo C4 apresentou 0 menor crescimento
da raiz e parte &erea, podendo ter sido influenciado pela acdo do herbicida.

A Figura 48 ilustra os resultados do teste de toxicidade com E. sativa para as amostras
de agua coletadas em agosto/2020, enquanto Figura 49 presenta a média para cada tratamento.
Foi observada diferenca estatistica entre o controle e os mesocosmos PE1 e PI3 quanto ao
comprimento da parte aerea (p < 0,05).

Figura 48 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio da raiz e da parte aérea da espécie E.
sativa, para amostras de 4gua de cada mesocosmo (coleta de agosto/2020)

3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00 ORaiz
-2,00 m Parte Aérea
-3,00
-4,00
-5,00

*

Comprimento (cm)

CL PE1 PE2 PE3 PE4 PI1 PI2 PI3 PI4 PI5 C1 C2 C4 C5
Tratamento

Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria
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Figura 49 — Resultados do teste de toxicidade sobre 0 comprimento médio da raiz e da parte aérea da espécie E.
sativa, como média de cada tratamento (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-acglcar.
Fonte: Autoria prépria

Observa-se que ndo ha diferenca significativa entre os trés tratamentos (p > 0,05), e 0s
mesmos apresentaram comprimentos, tanto da raiz quanto da parte aérea, maiores que 0
controle. Conforme visto anteriormente, a concentracdo de agrotdxicos nas amostras foi
reduzida ao longo dos meses de janeiro e agosto/2020, portanto provavelmente reduziu-se o
efeito estressor sobre a planta, principalmente relacionado ao 2,4-D, favorecendo o maior
desenvolvimento da E. sativa com a exposic¢ao as amostras coletadas em agosto/2020.

Na Tabela 28 consta o resultado do teste de germinacdo para as amostras do
escoamento superficial. Nota-se que a porcentagem de germinacdo de sementes de E. sativa
seguiu o padrdo das amostras de dgua dos mesocosmos, sendo PE o tratamento com a menor
média, e C, com a maior. Nao foi observada diferenca estatistica entre o controle e 0s
tratamentos (p > 0,05).

Tabela 28 — Resultado do teste de germinacédo para a espécie E. sativa para as amostras de escoamento
superficial (coleta de agosto/2020)

Tratamento Germinagdo média
Controle 100%
PE 73%
PI 83%
C 93%

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar.
Fonte: Autoria propria
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A Figura 50 ilustra os resultados dos testes de germinacdo em termos de comprimento
da parte aérea e da raiz, utilizando amostras do escoamento superficial de cada tratamento de
solo. Tanto para 0 comprimento da parte aérea quanto da raiz ndo foi observada diferenca
estatistica entre o controle e os tratamentos (p > 0,05).

Figura 50 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio da raiz e da parte aérea da espécie E.
sativa, para amostras de escoamento superficial

g 3,00
S 1,00
é 11,00 ORaiz
5 200 m@ Parte aérea
g ’
© 500

CL PE Pl C

Tratamento

Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar.
Fonte: Autoria prépria

As hortalicas folhosas (tal como a ricula) sdo consideradas exigentes em nutrientes,
em funcdo de seu ciclo curto, sendo o nitrogénio o nutriente mineral relevante para 0 aumento
do crescimento da parte aérea da planta (GRANGEIRO et al., 2011; GUIMARAES et al.,
2019). Apesar de ndo haver diferenca estatistica, observando-se o crescimento da parte aérea
da planta, em que PE>PI>C, todos apresentaram comprimento médio da parte aérea maior do
que o grupo controle. Na quantificacdo de nutrientes nas amostras do escoamento superficial,
o0 PE apresentou a maior concentracdo de nitrogénio total (5180 pg/L), seguida pelo PI (5130
pg/L) e C (5090 pg/L), portanto as concentragcdes sdo praticamente similares e podem ter
influenciado no resultado do teste com a rucula, influenciando no maior desenvolvimento da
parte aérea em relacdo ao controle. Além disso, associa-se a acdo benéfica do silicio a
diversos efeitos indiretos nas plantas, tais como: aumento na capacidade fotossintética, plantas
mais eretas, reducdo da transpiracdo, aumento da resisténcia mecanica das células, maior
resisténcia as doencas e insetos, diminuicdo do efeito toxico do Mn, Fe e outros metais
pesados e aumento da absor¢cdo e metabolismo de elementos, tal como o fosforo
(GUERRERO; BORGES; FERNANDES, 2008). Conforme visto na Tabela 15, o silicato foi
quantificado nas amostras em 710 pg/L (PE), 1540 pg/L (P1) e 1150 pg/L (C), portanto o
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comprimento médio da raiz que segue a ordem Pl > C > PE também pode ter sido
influenciada pela a¢éo desse nutriente sobre o desenvolvimento da planta.

O maior efeito sobre crescimento da raiz observado no tratamento PE também pode ter
ocorrido em virtude da menor quantidade de nutrientes essenciais para o desenvolvimento da
raiz das plantas. Entre eles, o fésforo € um macronutriente importante, pois além da funcéo de
armazenamento de energia é componente dos lipideos e acelera a formacédo de raizes (ROSA
et al., 2021). No estudo de Magalhdes et al. (2019), o aumento da disponibilidade de fosforo
causou ganhos médios consideraveis no comprimento das raizes de E. sativa. Nas amostras do
escoamento superficial, o PE apresentou a menor concentracdo de fésforo total (833 pg/L) em
relacdo ao Pl (1971 pg/L) e C (1369 pg/L), o que pode explicar a menor média de

comprimentos da raiz obtida com a amostra do pasto extensivo.

5.4.3 Anadlise de Redundéancia (RDA)

Neste topico sdo apresentados os diagramas das Andlises de Redundancia. A Figura 51
apresenta a RDA relacionando os endpoints observados nos testes de toxicidade e as variaveis
fisicas, quimicas e bioldgicas medidas in loco e em laboratorio, referentes as amostras
coletadas em janeiro/2020. Foram representados 0s seguintes endpoints: mortalidade e
reproducdo de C. silvestrii; e germinagdo, comprimento da raiz e comprimento da parte aérea
de E. sativa. Os eixos 1 e 2 do grafico explicam 54,4 e 29,4% da variancia dos dados,
totalizando 83,8%.
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Figura 51 — Diagrama da RDA para as variaveis fisicas, quimicas e biolégicas e testes de toxicidade com C.
silvestrii e E. sativa referentes as amostras de dgua coletadas nos mesocosmos em janeiro/2020
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Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; ES — Eruca sativa; CS — Ceriodaphnia
silvestrii.
Fonte: Autoria propria

Observa-se um padrdo para os tratamentos da cana-de-agUcar e pasto intensivo: 0s
plots se encontram majoritariamente no terceiro quadrante e proximos entre si, exceto o
mesocosmo do plot P12 que se distanciou dos demais. Esse comportamento era esperado, uma
vez que as areas do C e Pl receberam aplicacdo de fertilizante e agrotdxicos. Quanto aos testes
com C. silvestrii, na reproducdo dos organismos houve influéncia principalmente dos
nutrientes e do fipronil. A maior taxa de mortalidade se mostrou correlacionada ao tratamento
PE, conforme visto anteriormente na Tabela 25, no entanto ndo apresentou relacdo com
alguma variavel significativa, visto que variaveis mais proximas (zinco, oxigénio dissolvido,
béario e clorofila b) possuem tamanhos dos vetores menores que os demais. A germinacéo de
sementes de E. sativa esteve mais relacionada ao nitrito, e com maiores valores associados
aos mesocosmos Pl4, C1 e C5. Sabe-se que nitrato e nitrito sdo capazes de estimular a
germinacdo e quebrar a dorméncia das sementes de diversas especies (BEWLEY; BLACK,
2014), podendo-se justificar o comportamento observado nessas amostras. Os comprimentos

de raiz e da parte aérea apresentaram relacdo apenas com o niquel.
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A Figura 52 apresenta a Andlise de Redundancia (RDA) relacionando os endpoints
observados nos testes de toxicidade e as varidveis fisicas, quimicas e biolégicas medidas in
loco e em laboratorio para a coleta de agosto/2020. Os eixos 1 e 2 do grafico explicam 53 e
32% da variancia dos dados, totalizando 85%.

Figura 52 — Diagrama da RDA para as variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas e testes de toxicidade com C.
silvestrii e E. sativa referentes as amostras de dgua coletadas nos mesocosmos em agosto/2020
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Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agucar; ES — Eruca sativa; CS — Ceriodaphnia
silvestrii.
Fonte: Autoria propria

A localizacdo dos mesocosmos neste grafico ndo apresentaram um padrdo entre 0s
tratamentos do solo. Essa variacdo pode estar relacionada ao tempo decorrido desde as
intervencoes realizadas no solo, deixando a &rea sob influéncia dos residuais de agrotoxicos e
componentes autéctones do solo. Os mesocosmos dos plots PE2, PE3, PI1 e PI2 (segundo
guadrante) mostram a maior relacdo aos endpoints dos testes com a rdcula e influenciados
pelo 2,4-D, fipronil sulfide e clorofila b. JA o PI3 e C1 se localizam no quadrante oposto,
apresentando influéncia dos metais (manganés, bario, zinco, cobre e estréncio) e com menor
relacdo aos endpoints da E. sativa. Conforme visto na Figura 48, tais plots apresentaram 0s
menores valores médios de comprimento das plantas. A mortalidade de C. silvestrii no teste
agudo se mostrou relacionada principalmente ao pH, fipronil, cobalto, molibdénio e cromo.

Conforme visto na analise de PCA de agosto (Figura 33), o C2 também apresentou influéncia
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do fipronil na RDA. Para a mortalidade de C. silvestrii, o plot PE1 foi o Gnico do pasto
extensivo que apresentou relacdo com este endpoint. Quanto a reproducdo dos organismos,
houve influéncia principalmente dos nutrientes, tanto os nitrogenados quanto os fosfatados,

relacionando-se principalmente com o mesocosmo C5.

5.4.4 Testes de toxicidade com Chironomus sancticaroli

A Tabela 29 sintetiza os resultados dos testes de toxicidade realizados com a espécie
C. sancticaroli com as amostras de sedimento dos mesocosmos, no qual o endpoint observado
foi a sobrevivéncia dos organismos, ndo havendo diferenca estatistica entre o controle e 0s
tratamentos (p > 0,05) para ambas as coletas. Como média dos tratamentos, a taxa crescente
de mortalidade na coleta de janeiro segue a ordem PE, Pl e C, com as maiores porcentagens
registradas nos plots C1 (20%) e C4 (17%). Na coleta de agosto, as amostras do Pl causaram

maior mortalidade dos organismos, com maior porcentagem no P15 (23%).

Tabela 29 — Resultado dos testes de toxicidade para a espécie C. sancticaroli
Organismos sobreviventes

Amostra
Coleta de janeiro/2020 Coleta de agosto/2020
Controle 95% 90%
PE1 90% 93%
PE2 97% 90%
PE3 97% 97%
PE4 97% 90%
Xret+ G 95+3% 93+3%
P11 87% 83%
P12 93% 97%
P13 93% 87%
Pl4 90% 93%
PI5 100% 1%
Xri£o 93+5% 87+8%
C1 80% 87%
c2 97% 87%
c4 83% 93%
C5 93% 97%
Xcto 88+8% 93+5%

Notas: PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglcar; X — média; ¢ — desvio padréo.
Fonte: Autoria propria
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Conforme a literatura, os dipteros apresentam maior resisténcia ao herbicida 2,4-D do
que ao inseticida fipronil, sendo que as concentracOes letais para o primeiro se mantém na
unidade de mg/L (AL-SHAMI et al., 2006; FARAH et al., 2004). No estudo de Pinto et al.
(2021), os autores demonstraram que o fipronil € mais toxico ao C. sancticaroli do ao 2,4-D,
uma vez que para este ndo foi observado nenhum efeito na sobrevivéncia nas concentragdes
testadas (0,3 a 3,7 pg/L para fipronil e 29 a 426 pg/L para 2,4-D). J& para o fipronil, a
sobrevivéncia diminuiu significativamente com as concentracdes de 0,7 pg/L (79 £ 7%), 1,3
ug/L (59 + 12%) e 3,7 pg/L (42 = 10%). Monteiro et al. (2019) estimaram ClLsg 4gh
(concentracdo que causa morte em 50% da populacdo) de 1,74 pg/L para a espécie
Chironomus riparius exposta ao fipronil, sendo que na maior concentracdo testada (25,6
pg/L), todas as larvas morreram ap0s 48 horas de exposi¢do. Para 0 mesmo inseticida,
Stevens, Helliwell e Warren (1998) estimaram a CLso 240 em 0,43 pg/L para Chironomus
tepperi, Ali et al. (1998) estimaram a CLso 48, em 0,42 pg/L para Chironomus crassicaudatus,
enquanto Chaton et al. (2002) encontraram o valor de 2,45 pg/L para Chironomus annularius.
Quanto a quantificacdo dos agrotoxicos nas amostras de sedimento do presente estudo, as
maiores concentrac6es de fipronil ocorreram nos tratamentos P11 (39,6 pg/g), C2 (22,9 pg/g),
C4 (31,9 pg/g) e C5 (48,4 pa/g), conforme visto anteriormente na Tabela 13 (janeiro/2020). A
partir dos testes de toxicidade, observou-se que as maiores taxas de mortalidade ocorreram
com a exposicao as amostras de sedimento dos tratamentos C e PI, as quais apresentaram as
maiores concentracdes de fipronil.

Quanto aos subprodutos do fipronil, Weston e Lydy (2014) realizaram testes com 14
espécies de macroinvertebrados, sendo que 11 deles apresentaram valores de ECso menores
para os subprodutos do que para o fipronil, comprovando a maior toxicidade dos metabdlitos.
Para a espécie mais sensivel dentre as analisadas (Chironomus dilutus), os valores de ECso
96h) Obtidos foram de 32,5 ng/L, 9,9 ng/L e 7,7 ng/L para fipronil, fipronil sulfide e fipronil
sulfona, respectivamente. Com resultado similiar, Gunasekara et al. (2007) obtiveram para a
espécie Daphnia magna valores de ECso (21 diasy de 190, 27 e 4,5 pg/L para fipronil, fipronil
sulfide e fipronil sulfona, respectivamente, evidenciando o maior efeito dos metabdlitos sobre
0s organismos. No presente estudo, observou-se que os subprodutos do fipronil ficaram
abaixo do limite de quantificacdo nas amostras de sedimento coletadas em janeiro/2020
(Tabela 13). Na coleta de agosto/2020 (Tabela 21), o fipronil sulfona foi quantificado em

todas as amostras, exceto no P11, com o maior valor encontrado de 0,2 pg/g nos mesocosmos
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dos plots PE1 e PE2. Para esses tratamentos ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao
controle quanto & mortalidade dos organismos, portanto ndo foi possivel relacionar os
subprodutos do fipronil com efeitos ecotoxicoldgicos sobre o C. sancticaroli.

A Figura 53 ilustra o resultado do teste de toxicidade com C. sancticaroli, em termos
do comprimento corporal médio dos organismos, para amostras coletadas em janeiro/2020
nos mesocosmos, sendo observada diferenca estatistica das amostras do PE1, PI3 e PI5 em
relacdo ao controle (p < 0,05). A Figura 54 apresenta o resultado como média de cada
tratamento, ndo sendo observada diferenca estatistica entre o controle e a media dos
tratamentos (p > 0,05). As médias do crescimento para cada tratamento de solo foram de 9,4
mm (PE), 11,3 mm (PI) e 11,1 mm (C), todos abaixo do observado no controle (11,6 mm).

Figura 53 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio corporal da espécie C. sancticaroli,
para amostras de dgua de cada mesocosmo (coleta de janeiro/2020)

14

g I S N A

Comprimento corporal
(mm)

oON B~ O
I

CL PE1 PE2 PE3 PE4 PI1 PI2 PI3 PI4 PI5 Cl1 C2 C4 C5
Tratamento
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valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria

Figura 54 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio corporal da espécie C. sancticaroli,
como média de cada tratamento (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglcar.
Fonte: Autoria prépria
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A Figura 55 ilustra o teste de toxicidade para as amostras coletadas em agosto/2020,
sendo observada diferenca estatistica para os mesocosmos PE2, PE4, P11, P13, P15 e C1 em
relacdo ao controle (p < 0,05). A média de cada tratamento ¢é apresentada na Figura 56, sendo
observada diferenca estatistica entre os comprimentos do controle e dos tratamentos PE e Pl
(p < 0,05). A maior média no crescimento corporal foi observada no tratamento PE (11,8 mm)
e amenor, no C (11,2 mm).

Figura 55 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio corporal da espécie C. sancticaroli,
para amostras de dgua de cada mesocosmo (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria

Figura 56 — Resultados do teste de toxicidade sobre o comprimento médio corporal da espécie C. sancticaroli,
como média de cada tratamento (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria

A partir do comprimento corporal das larvas, foram calculados os valores médios para
biomassa fresca e AFDW, ao fim dos testes com C. sancticaroli. A Figura 57 e Figura 58

apresentam os resultados para o testes realizados com amostras de janeiro/2020 e a Figura 59
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e Figura 60, para agosto/2020. Na coleta de janeiro foi observada diferenga estatistica das
amostras do PE1, PI3 e PI5 em relacdo ao controle (p < 0,05). Quanto a média dos
tratamentos, ndo foi observada diferenca estatistica entre o controle e os tratamentos (p >
0,05) em janeiro, porém com as amostras da coleta de agosto houve diferenca para a média
dos tratamentos PE e Pl (p < 0,05), tanto para biomassa fresca quanto para AFDW. Em
agosto, houve diferenca estatistica para os mesocosmos PE2, PE4, PI1, PI3, PI5 e C1 em
relacdo ao controle (p < 0,05).

Figura 57 — Biomassa fresca e biomassa seca livre de cinzas da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de
toxicidade (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; AFDW — biomassa seca

livre de cinzas.
Fonte: Autoria propria

Figura 58 — Biomassa fresca e biomassa seca livre de cinzas da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de
toxicidade, como média de cada tratamento (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; AFDW — biomassa seca
livre de cinzas.
Fonte: Autoria prépria
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Figura 59 — Biomassa fresca e biomassa seca livre de cinzas da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de
toxicidade (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; AFDW — biomassa seca
livre de cinzas.
Fonte: Autoria prépria

Figura 60 — Biomassa fresca e biomassa seca livre de cinzas da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de
toxicidade, como média de cada tratamento (coleta de agosto/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-aglcar; AFDW — biomassa seca
livre de cinzas; Asteriscos (*) indicam valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria

No modelo testado por Péry et al. (2002) com Chironomus riparius, 0s autores
constataram que as larvas possuem baixos custos de manutencdo, ou seja, todo o alimento
absorvido pelas larvas € convertido em biomassa durante o desenvolvimento corporal. Além
disso, organismos estressados por contaminantes ambientais provavelmente terdo menos
energia disponivel para crescimento e reproducdo do que organismos ndo estressados, logo o
crescimento corporal constitui uma medida importante para avaliacdo da toxicidade subletal
do sedimento (LIBER et al., 1996). A exposi¢do continua a estressores pode, portanto, levar a
graves declinios populacionais e até mesmo extin¢ao local da espécie. Esse cenario se mostra
muito preocupante, uma vez que os quironomideos constituem um dos grupos dominantes de
insetos de agua doce em regiGes tropicais e esses organismos constituem uma parte

substancial das dietas de muitos animais aquaticos e terrestres (CHURA, 1961). Corbi e
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Trivinho-Strixino (2008) analisaram a fauna de macroinvertebrados em 11 riachos da bacia
Jacaré-Guagu, no estado de S&o Paulo e, em todos eles, 0s quironomideos dominaram a fauna,
com 70% do total de macroinvertebrados coletados e porcentagens de 54 a 90% de
predominancia em cada riacho.

A partir de teste crénico de 28 dias com fipronil, Monteiro et al. (2019) demonstraram
que o crescimento larval do quironomidio C. riparius se configura como um endpoint sensivel
para a exposicdo do organismo a agrotdxicos. Os autores obtiveram LOEC (menor
concentragdo de efeito observado) igual a 0,081 pg/L e observaram uma reducdo de 40% no
comprimento larval na concentracdo mais alta testada (0,162 ug/L), relacionando-a a
consequéncia direta do efeito neurotdxico do fipronil, por meio de atividade reduzida e
inibicdo de alimentacdo, ou consequéncia indireta da realocacao de energia a outros processos
bioldgicos. No entanto, é importante ressaltar que em ecossistemas aquaticos 0s organismos
estdo expostos a diversas substancias estressoras, portanto as respostas medidas em uma
condicdo controlada de laboratdério podem ndo corresponder as respostas geradas no ambiente
natural (PESTANA et al., 2010).

Pinto et al. (2021) avaliaram o impacto do 2,4-D e do fipronil sobre o C. sancticaroli,
constatando que as larvas expostas ao 2,4-D tiveram comprimento corporal e biomassa
semelhantes aos do controle em todas as concentragdes testadas, enquanto na concentragao
mais baixa de fipronil (0,3 pg/L), o comprimento do corpo, biomassa fresca e AFDW
diminuiram significativamente. Para a concentragdo mais alta de fipronil (3,7 pg/L), 0s
autores observaram que o comprimento corporal das larvas expostas ao inseticida foi 42%
menor do que o controle. Conforme visto no decorrer do presente trabalho, a maior
concentracdo de fipronil quantificada no sedimento foi de 48,4 pg/g (C5, janeiro/2020),
portanto devido a complexidade da amostra ndo se pode afirmar que apenas o inseticida foi
responsavel pelo menor desenvolvimento das larvas, mas a interacdo com diversas
substancias presentes na amostra ambiental e que ndo foram quantificadas no estudo.

Comparando-se os resultados para as duas coletas, observa-se que houve um aumento
de biomassa fresca para os tratamentos PE e Pl. Em janeiro/2020, a biomassa fresca foi
estimada em 3,72 mg no PE e 3,74 mg no PI. Ja em agosto/2020, houve um aumento para
4,12 mg no PE e 4 mg no PI, sendo maiores que o controle e estatisticamente diferente do
mesmo (p < 0,05). Como constatado ao longo deste estudo, as concentracGes de agrotoxicos,

nutrientes e metais quantificados nas amostras se mostraram mais elevadas em janeiro, dada a
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proximidade a data de aplicacdo dos produtos nos tratamentos do solo. Assim, relaciona-se o
menor desenvolvimento das larvas a maior presenca de substancias estressoras de modo geral
nas amostras, que estdo em mistura e sob influéncia de outros aspectos do ambiente natural.
Na mistura de agrotdxicos, também deve-se levar em conta o sinergismo, ou seja, quando um
produto acentua a agdo de outro e o efeito em mistura é maior do que o individual. No estudo
de Pinto et al. (2021) também foi demonstrado o sinergismo entre 2,4-D e fipronil na espécie
C. sancticaroli, principalmente para misturas com maiores concentracoes de fipronil.

Além disso, é importante ressaltar que a diferenca estatistica observada entre o
controle e os tratamentos PE e Pl para os endpoints de crescimento corporal, biomassa fresca
e AFDW foi de que os organismos dos tratamentos da pastagem apresentaram um
desenvolvimento mais acentuado do que os do grupo controle. Isso pode ter sido influenciado
pela melhor qualidade do sedimento na coleta de agosto em relacéo a janeiro. Conforme visto
anteriormente na Tabela 13 e Tabela 21, a maior concentragdo de fipronil quantificada no
sedimento do pasto intensivo em janeiro/2020 foi de 39,6 pg/g (PI1), enquanto em agosto foi
de 1,1 pg/g (PI3), portanto o teor do inseticida reduziu entre as duas coletas, provavelmente
refletindo na melhora da qualidade do sedimento.

A Figura 61 apresenta as medidas da largura da cépsula cefalica ao fim dos testes com
C. sancticaroli para as amostras coletadas em janeiro/2020. Na Figura 62 esta a média para
cada tratamento. Para esta coleta, ndo foi observada diferenca estatistica entre o controle e os
tratamentos (p > 0,05). Além disso, a partir da largura da capsula cefélica determinou-se que
47% dos organismos se encontravam no instar 1V, enquanto 53% se encontravam na transicéo
do instar Il parao IV.

Figura 61 — Largura da capsula cefalica da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de toxicidade para amostras
de agua de cada mesocosmo (coleta de janeiro/2020)
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar.
Fonte: Autoria propria
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Figura 62 — Largura da capsula cefalica da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de toxicidade como média de

Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar.
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Pl

A Figura 63 apresenta as medidas da largura da capsula cefalica ao fim dos testes com

C. sancticaroli para as amostras coletadas em agosto/2020. Na Figura 64 esta a média para

cada tratamento. Para este endpoint, foi observada diferenca estatistica entre o controle e a

média dos tratamentos PE, Pl e C (p < 0,05), sendo que individualmente houve diferenca
estatistica para os mesocosmos PE1, PE2, PE3, PE4, P12, P13, P14, C2, C4 e C5 em relacdo ao

controle (p < 0,05). Além disso, a partir da largura da capsula cefalica determinou-se que 57%

dos organismos se encontravam no 4° instar, 42% se encontravam na transi¢do do instar 11l

parao IV e 0,5% entre o instar Il e 1lI.

Figura 63 — Largura da capsula cefélica da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de toxicidade para amostras
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Figura 64 — Largura da capsula cefalica da espécie C. sancticaroli ao fim do teste de toxicidade como média de
cada tratamento (coleta de agosto/2020). Asteriscos (*) indicam valores estatisticamente diferentes do controle
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Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria

No estudo de Pinto et al. (2021) foi constatado que a exposi¢do do C. sancticaroli ao
2,4-D e ao fipronil causa diminuicdo na largura da céapsula cefélica. O 2,4-D causou esse
efeito na maior concentra¢do testada pelos autores (426 ug/L), enquanto o fipronil, na
concentragdo de 1,3 ug/L, causou uma reducao significativa na largura da capsula cefalica dos
quironomideos. Além disso, a maior concentragdo testada de fipronil (3,7 pg/L) causou um
atraso no desenvolvimento dos organismos, com apenas 46% das larvas chegando ao instar 1V
ao fim do teste de toxicidade. Conforme visto no presente estudo, a maior concentracdo
quantificada de agrotdxicos no sedimento dos mesocosmos foi de 48,4 pg/L (fipronil, C5,
janeiro/2020) e, nas amostras de agosto, foi observada diferenca estatistica entre o controle e
os tratamentos PE, Pl e C, para a largura da capsula cefalica. Conforme mencionado
anteriormente, o efeito pode nédo estar relacionado diretamente ao fipronil (devido as baixas
concentragfes), mas sim a mistura de agentes estressores presentes no sedimento que
impactaram no desenvolvimento das larvas. Além disso, o esperado era que, de acordo com o
ciclo de vida do C. sancticaroli, a maioria das larvas atingissem o instar IV ao final dos 8 dias
(FONSECA; ROCHA, 2004), porém para ambas as coletas do presente estudo muitos
organismos ainda se encontravam na transicao do instar Il para o IV (53% em janeiro/2020 e
42% em agosto). No controle de laboratério, muitas larvas também estavam na faixa de
transicdo entre o instar 11l e IV (56% em janeiro/2020 e 68,8% em agosto/2020), podendo
estes resultados estarem relacionados ao método de medicdo da capsula cefélica, que pode

diferir de pessoa a pessoa. Além disso, deve-se considerar a variacdo em relacdo a biologia



133

dos organismos, portanto é esperado que alguns organismos ndo se encaixem exatamente no
intervalo de valores determinados por Fonseca e Rocha (2004), uma vez que se trata de uma
faixa de variacGes médias.

Na Tabela 30 esta sintetizada a frequéncia de deformidades de mento observadas nas
larvas de C. sancticaroli, referente a coleta de janeiro/2020. Foi observada diferenca
estatistica dos mesocosmos PI5 (16,7%, p < 0,05) e C5 (25%, p < 0,05) em relagdo ao
controle quanto ao total de larvas deformadas. Para a média dos tratamentos, a pastagem
intensiva e cana-de-acUcar apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle (p <
0,05). As deformidades observadas para as amostras de janeiro/2020 foram a falta e excesso
de dente, sendo registrada com maior frequéncia a de excesso de dente, com maiores

porcentagens nos plots PI5 e C5 (13,3 e 21,4%, respectivamente).
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Tabela 30 — Frequéncia de deformidade de mento e alteracdes das larvas saudaveis com dentes desgastados
(coleta de janeiro/2020).

Deformidades Total de larvas Frequéncia
de dentes
Falta de dente  Excesso de dente deformadas desgastados
Tratamento n n % n % n % n %
CL 36 1 2,8% 0 0,0% 1 2,8% 4 11%
PE1 24 1 4,2% 2 8,3% 3 12,5% 0 0%
PE2 30 2 6,7% 1 3,3% 3 10,0% 0 0%
PE3 29 0 0,0% 2 6,9% 2 6,9% 0 0%
PE4 29 1 3,4% 1 3,4% 2 6,9% 0 0%
Xret o 9+3%
PIl 29 0 0,0% 2 6,9% 2 6,9% 0 0%
PI2 28 0 0,0% 3 10,7% 3 10,7% 0 0%
PI3 29 1 3,4% 2 6,9% 3 10,3% 0 0%
Pl4 28 0 0,0% 3 10,7% 3 10,7% 0 0%
PI5 30 1 3,3% 4 13,3% 5 16,7%* 0 0%
Xrito  11+4%*

Cl 24 0 0,0% 3 12,5% 3 12,5% 0 0%
C2 29 1 3,4% 3 10,3% 4 13,8% 0 0%
C4 25 0 0,0% 2 8,0% 2 8,0% 0 0%
C5 28 1 3,6% 6 21,4% 7 25,0%* 0 0%

Xc+to  15+7%*

Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar; Asteriscos (*) indicam
valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Autoria propria

Na Tabela 31 constam as deformidades referentes a coleta de agosto/2020. Nao foi
observada diferenca estatistica entre o controle e os tratamentos (p > 0,05), e a frequéncia do
total de larvas deformadas diminuiu, se comparada a coleta de janeiro. Para essas amostras, as
maiores porcentagens observadas foram de 115 e 11,1%, nos plots PE1 e CI1,

respectivamente.
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Tabela 31 — Frequéncia de deformidade de mento e alteracdes das larvas saudaveis com dentes desgastados
(coleta de agosto/2020).

Deformidades Frequéncia
Total de larvas
Bifurcacéo do de dentes
Falta de dente Excesso de dente deformadas
dente central desgastados
Tratamento n n % n % n % n % n %
CL 32 1 3,1% 0 0,0% 1 3,1% 1 3,1% 3 9%
PE1 26 0 0,0% 3 11,5% 0 0,0% 3 11,5% 0 0%
PE2 25 2 8,0% 0 0,0% 0 0,0% 2 8,0% 0 0%
PE3 29 1 3,4% 2 6,9% 0 0,0% 3 10,3% 0 0%
PE4 26 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0%
Xeet o 7£5%
PI1 24 1 4,2% 0 0,0% 0 0,0% 1 4,2% 0 0%
PI2 30 1 3,3% 1 3,3% 0 0,0% 2 6,7% 0 0%
PI3 26 1 3,8% 1 3,8% 0 0,0% 2 7,7% 0 0%
Pl4 27 0 0,0% 1 3, 7% 0 0,0% 1 3,7% 0 0%
PI5 23 0 0,0% 1 4,3% 0 0,0% 1 4,3% 0 0%
Xrito 5+2%
C1 27 2 7,4% 1 3,7% 0 0,0% 3 11,1% 0 0%
C2 28 0 0,0% 1 3,6% 0 0,0% 1 3,6% 0 0%
C4 28 0 0,0% 1 3,6% 0 0,0% 1 3,6% 1 4%
C5 28 1 3,6% 2 7,1% 0 0,0% 3 10,7% 0 0%

)_((;:I: (o} 7i4%

Notas: CL — controle; PE — pasto extensivo; Pl — pasto intensivo; C — cana-de-agUcar.
Fonte: Autoria propria

Conforme Tabela 13, o fipronil foi quantificado majoritariamente nos sedimentos do
tratamento C, com a maior concentra¢do obtida no mesocosmo inserido no plot C5 (48,4
pg/L, janeiro/2020), no qual também foi observada a maior frequéncia de deformidade de
mento. Nos testes cronicos de Pinto et al. (2021) foi constatado que o 2,4-D né&o alterou a
incidéncia de deformidade no mento do C. sancticaroli em nenhuma das concentracdes
testadas, enquanto que para o fipronil, mesmo em baixas concentragdes (0,3; 0,4 e 0,7 pg/L),
observaram-se altas taxas de deformidade, sendo a falta de dente a mais frequente. Segundo
0s autores, a hipotese € de que a alta ocorréncia de deformidades é resultado de uma alteracao

hormonal causada pela exposi¢do ao inseticida. Além disso, também foi observado um
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aumento na frequéncia de dentes desgastados, variando de 15 a 39% nas concentra¢Ges mais
baixa e mais alta de fipronil, respectivamente, enquanto a frequéncia foi baixa ou ausente para
o controle e 2,4-D. No presente estudo, a diferenca estatistica do tratamento C em relacéo ao
controle quanto as deformidades (p < 0,05) somada a maior quantificacdo de fipronil neste
tratamento muito provavelmente indica o efeito do inseticida sobre as larvas do C.
sancticaroli. Ja na coleta de agosto/2020 as concentracGes de agrotoxicos nos sedimentos
foram bem menores, coincidindo com a queda nas taxas de deformidades obtidas no teste
ecotoxicoldgico.

Também foi demonstrado na literatura que a exposi¢do do quironomideo C. tentans a
metais como zinco, chumbo, cddmio e cobre aumenta a frequéncia de deformidades de mento
(MARTINEZ et al., 2001; MARTINEZ et al., 2003). Além disso, os autores afirmam que
diferentes taxas de deformidade sdo esperadas para cada fase do desenvolvimento das larvas
(instares), e que a exposicdo a metais para 0s organismos detritivoros é mais provavel de
ocorrer através da ingestdo de sedimentos contaminados ao invés da exposicao direta a agua.
No presente estudo ndo foi realizada a quantificacdo de metais no sedimento, porém a partir
do que foi observado nas amostras de agua levanta-se a hipdtese de os mesmos também
podem ter influenciado na ocorréncia de deformidade nas larvas, uma vez que 0s metais
presentes na coluna d’agua tém a tendéncia de se aderirem as particulas de sélidos em
suspensao, ficando assim retidos e podendo contaminar o sedimento (ESTEVES, 1998). Além
disso, nao foi encontrado na literatura testes com quironomideos envolvendo o aluminio, € no
plot C5 foi obtida a maior concentracdo desse metal na dgua (0,9 mg/L, janeiro/2020), o que
também pode indicar uma possivel correlagdo com as deformidades e servir de base para
futuros estudos.
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6 CONCLUSOES

Destacam-se as seguintes conclusdes importantes obtidas ao longo do

desenvolvimento desta pesquisa:

A partir da quantificacdo do herbicida DMA 806 BR (2,4-D) e do inseticida Regent
800 WG (fipronil) nas amostras de agua dos mesocosmos, pode-se aferir que o tipo de
cobertura do solo, o local de aplicacdo dos produtos e o periodo do ano (seco ou
chuvoso) exercem influéncia sobre o transporte dos agrotéxicos para o corpo hidrico;
Apos a aplicacdo de agrotoxicos, fertilizantes e vinhaga nos tratamentos de solo, o
arraste de material € a forma de contribuicdo difusa para o aumento na concentracdo
de nutrientes e metais, 0 que contribui para alteracfes na qualidade da 4gua dos corpos
hidricos experimentais. Adicionalmente, a aplicacdo dos produtos, feita por
aspersores, também pode contribuir para a distribuicdo dos mesmos em outras areas,
em funcéo da acéo do vento;

O carreamento de nutrientes para o interior dos mesocosmos, proveniente da
fertilizacdo (NPK), fertirrigacdo (vinhaga) e dejetos do gado, somado a decomposi¢édo
das macrdfitas, provavelmente contribuiram para a eutrofizacdo dos modelos
experimentais.

Verifica-se que o manejo aplicado na intensificacdo do pasto e na cana-de-agUcar tem
efeitos nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos mesocosmos, embora nem
sempre tenha uma correspondéncia direta na toxicidade, avaliada por meios de testes
de toxicidade aguda e cronica;

Dentre as variaveis climaticas analisadas, a precipitacdo exerceu maior influéncia
sobre os resultados obtidos, principalmente por aumentar o transporte de nutrientes,
agrotoxicos e metais através do escoamento superficial,

As amostras de agua e sedimento dos mesocosmos causaram efeitos sobre as espécies
testadas, portanto foram afetadas pelo tipo de manejo do solo referente a cada
tratamento. No entanto, nem sempre o0s tratamentos com maior manejo foram aqueles
que implicaram em maior efeito, 0 que demonstra a complexidade dos sistemas e a
dificuldade em se quantificar de forma mais efetiva os reais efeitos das atividades

antropogénicas, como ocorrido nesta pesquisa;
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As amostras de &gua causaram efeito sobre a reprodugdo da C. silvestrii,
provavelmente recebendo influéncia das condi¢Ges de campo (como a concentracdo de
cromo) e da presenca dos agrotoxicos e vinhagca em mistura;

A exposicéo do C. sancticaroli as amostras de sedimento dos mesocosmos levou ao
aumento das deformidades nos organismos-teste, principalmente no tratamento da
cana-de-acucar, onde foi quantificada a maior concentracao de fipronil;

A germinacdo das sementes e 0 comprimento da raiz e parte aérea da E. sativa
indicaram uma possivel influéncia da concentracdo de nutrientes para o melhor
desenvolvimento das plantas, observado principalmente com as amostras do
tratamento da cana-de-agUcar, onde houve o uso de fertilizantes (NPK) e fertirrigacdo
com vinhaca;

A presenca do 2,4-D e do fipronil em amostras de dgua ou sedimento por um longo
periodo apds a sua aplicacdo é indicativo da persisténcia desses agrotoxicos no
ambiente, e traz preocupacbes sobre os efeitos dos mesmos sobre a comunidade
aquatica em médio e longo prazo, o que pode interferir na estruturacdo bioldgica e nas
funcgdes e servigos ecossistémicos;

Os resultados obtidos trazem novas informagGes acerca da toxicidade de agroquimicos
utilizados no cultivo de cana-de-agucar sobre trés espécies distintas (Ceriodaphnia
silvestrii, Eruca sativa e Chironomus sancticaroli), que podem contribuir para a

avaliacdo dos riscos ambientais de préaticas de fertirrigacdo e controle de pragas.
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