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RESUMO

ATHAYDE, D. B. Andlise da toxicidade dos agrotdxicos abamectina e difenoconazol,
isolados e em mistura, em Daphnia similis, sob a influéncia de diferentes condicbes de
temperatura. 2020. Monografia (Trabalho de Concluséo de Curso) — Escola de Engenharia
de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2020.

Os agrotdxicos, por meio da atuacdo de ingredientes ativos, agem no controle de espécies,
doencas e plantas que tem impacto econémico na producdo agricola. No entanto, também
agem sobre organismos nao-alvo, podendo afetar dessa forma, a estrutura e funcionamento
dos ecossistemas. Por meia da chuva e processos como lixiviacdo e escoamento superficial, 0s
agrotoxicos podem atingir corpos hidricos tornando vulneraveis os ecossistemas aquaticos
associados. Motivada pelas perspectivas para o uso de agrotoxicos no Brasil, somadas a
necessidade de trabalhos que facam uso de uma abordagem ecotoxicolégica integrando
ambientes aquaticos e terrestres, a presente pesquisa buscou avaliar a toxicidade dos inseticida
Kraft 36 EC® (ingrediente ativo abamectina) e fungicida Score 250 EC® (i.a. difenoconazol),
levando em consideragdo a influéncia da temperatura (temperatura controlada de 23 e 33°C e
condicdes naturais, em periodo chuvoso brasileiro) e o processo de lixiviagdo. Para isso,
foram utilizados simuladores solo-agua, do tipo mesocosmos, preenchidos com solo
proveniente do municipio de Itirapina-SP, sendo realizadas simulacdes de chuvas e aplicacfes
de agrotdxicos semanais. Os mesocosmos controles foram pulverizados apenas com agua e
aqueles reservados para a simulacdo da aplicacdo dos agrotoxicos foram pulverizados com
solucéo referente ao recomendado pelos fabricantes para a cultura de morango, sendo 10,8 g
i.a./ha para o Kraft 36 EC® e 20,0 i.a./ha para o Score 250 EC®, aplicados isoladamente ou
em misturas. Os experimentos duraram trés semanas e, em cada uma delas, no seu 1° dia
realizou-se simulacdo de chuvas seguida da aplicacdo dos agrotdxicos e no 4° dia apenas
simulacdo de chuvas. Com o percolado resultante de cada um dos mesocosmos foram feitos
ensaios de toxicidade aguda com a espécie Daphnia similis (Cladocera), sendo organismo-
teste representativo das comunidades aquéaticas. Os resultados indicaram que nos
experimentos de temperatura controlada de 23°C, o percolado dos mesocosmos tratados com
Kraft®, inclusive quando aplicado em mistura, se mostrou téxico, ocasionando a imobilizacdo
dos organismos-teste na maior parte dos dias, enquanto que o percolado relativo ao Score®
ndo indicou toxicidade, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo aos mesocosmos
controles. Ja sob a temperatura controlada de 33°C, a partir do dia 4 do experimento, tanto o
percolado com Kraft® quanto o com Score® ndo indicaram efeitos t6xicos aos organismos
teste. Por fim, sob condi¢cBes ambientais naturais, em que ocorreu alta amplitude térmica,
exposicdo de luz solar e eventuais precipitagdes naturais, os resultados se aproximaram das
condi¢Bes encontradas sob temperatura controlada de 33°C, em que apés o dia 3 de
experimentos os percolados dos mesocosmos nédo apresentaram toxicidade.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Aguas subterraneas. Mesocosmos. Abamectina. Difenoconazol.
Daphnia similis. Toxicidade aguda. Ecotoxicologia aquatica.



ABSTRACT

ATHAYDE, D. B Toxicity analysis of pesticides abamectin and difenoconazole, isolated
and in mixture, in the aquatic organism Daphnia similis, under the influence of different
conditions of temperature. 2020. Monography (Final Paper) — Escola de Engenharia de S&o
Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2020.

Pesticides, through the use of active ingredients, act to control species, diseases and plants
that have an economic impact on agricultural production. However, they also affect on non-
target organisms, thus affecting the structure and the functioning of ecosystems. Through rain
and processes such as leaching and runoff, pesticides can reach water bodies making the
associated aquatic ecosystems vulnerable. Motivated by the prospects of the use of pesticides
in Brazil, added to the need for studies that use an ecotoxicological approach integrating
aquatic and terrestrial environments, the present research sought to evaluate the toxicity of the
insecticide Kraft 36 EC® (active ingredient abamectin) and fungicide Score 250 EC® (ia
diphenoconazole), taking into account the influence of temperature (controlled temperature of
23 and 33°C and natural conditions, in the Brazilian rainy season) and the leaching process.
For this, soil-water simulators (mesocosms) were filled with soil from the municipality of
Itirapina-SP, with rain simulations and weekly pesticide applications being carried out. The
control mesocosms were sprayed only with water and those reserved for the simulation of the
application of pesticides were sprayed with a solution referring to that recommended by the
manufacturers for the strawberry crop, 10.8 g a.i. / ha for Kraft 36 EC® and 20.0 a.i. / ha for
Score 250 EC®, applied alone or combined. The experiments lasted three weeks and, in each
of them, on the 1st day rain simulation was performed followed by the application of
pesticides and on the 4th day only rain simulation. With the percolate resulting from each of
the mesocosms, acute toxicity tests were carried out with the species Daphnia similis
(Cladocera), being a test organism representative of aquatic communities. The results
indicated that in the controlled temperature experiments of 23°C, the percolate of the
mesocosms treated with Kraft®, even when applied in mixture, proved to be toxic, causing
the immobilization of the test organisms in most days, while the percolate relative to the
Score® did not indicate toxicity, showing no significant difference in relation to the control
mesocosms. Already under the controlled temperature of 33°C, from day 4 of the experiment,
both percolated with Kraft® and with Score® did not indicate toxic effects to the test
organisms. Finally, under natural environmental conditions, in which there was large thermal
amplitude, exposure to sunlight and possible natural precipitations, the results were similar to
the conditions found under controlled temperature of 33°C, where after day 3 of experiments,
the percolates of the mesocosms did not showed toxicity.

Keywords: Pesticides. Groundwater. Abamectin. Difenoconazole. Mesocosms. Daphnia
similis. Acute toxicity. Aquatic ecotoxicology.
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1 Introducédo

A partir da década de 60, as transformacdes na agricultura brasileira foram profundas
tanto nos aspectos tecnoldgicos quanto sociais. A adocdo de um padrdo moderno para a
agricultura brasileira e a expansdo do crédito rural buscava torna-la forte e competitiva,
obtendo autossuficiéncia alimentar e consolidando o pais como grande exportador de
matérias-primas agricolas (LUZZI, 2007; SOUSA et al., 2020). Este foi o inicio da chamada
“Revolugdo Verde” que implicou em um aumento consideravel da produtividade agricola por
meio do pacote tecnoldgico que incluia o uso de fertilizantes sintéticos, mecanizacao agricola,
de irrigacéo intensiva e de agrotoxicos (CARVALHO; NODARI; NODARI, 2017; SOARES;
PORTO, 2009;).
A Lei Federal 7.802/89, que foi instituida para regulacdo de agrotoxicos, os define
como sendo:
Os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos [...] (BRASIL, 1989).

Os agrotdxicos, por meio da atuacdo de ingredientes ativos, agem no controle de
espécies, doencas e plantas que tem impacto econdmico na producéo agricola

A despeito da alta eficacia em reduzir impactos econdmicos negativos na producéo
agricola ocasionados por espécies consideradas pragas ou daninhas, como insetos, fungos,
plantas, dentre outros, os agrotdxicos oferecem riscos & salde humana, por meio da exposicao
ocupacional, como ocorre com agricultores, durante o transporte, manipulagéo e preparo dos
produtos utilizados, e por meio da exposicdo ao meio ambiente, atingindo corpos hidricos
utilizados para consumo e contaminando alimentos, podendo causar alteracdes sobre o
metabolismo de seres humanos, e de quaisquer outros organismos ndo alvo que interajam com
esses recursos, como outros vertebrados, invertebrados e microrganismos, impactando na
dindmica ecoldgica (CARNIEL et al., 2019; DUSO; VAN LEEUWEN; POZZEBON, 2020;
ITURBURU et al., 2019). O uso muitas vezes indiscriminado e incorreto, frequentemente

ocasionado pela falta de instrucdo do agricultor, pode ocasionar contaminagdo dos solos



agricolas, das &guas superficiais e subterrdneas, além dos alimentos. Portanto, além dos
trabalhadores e produtores rurais estarem expostos, outras pessoas, como também organismos
terrestres e aquaticos podem sofrer efeitos negativos mediante a exposicdo direta e indireta a
esses compostos (SHARMA et al., 2020; SPADOTTO et al., 2010).

Ao se analisar o panorama brasileiro, os dados divulgados pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) sobre as vendas anuais de
agrotoxicos e afins entre os anos de 2010 e 2018, revelam um aumento de 43% na
comercializacdo de ingredientes ativos, molécula efetiva de acdo do produto, atingindo
54.9280,44 toneladas. Com relacdo a comercializagdo dos ingredientes ativos dos agrotdxicos
estudados no presente trabalho, a abamectina e o difenoconazol, entre 2015 e 2018
apresentaram um aumento de 41% e 175%, respectivamente (IBAMA, 2020). Aliado a isso,
vem ocorrendo um intenso aumento no registro de novos produtos, atingindo o maior valor da
série historica em 2019, com 474 novos registros, como pode ser observado na Figura 1.1,
segundo informacdes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2020).

Figura 1.1: Numero de registro de agrotoxicos e afins registrados anualmente, entre 2012 e 2019
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Assim, pode-se relacionar uma maior quantidade e diversidade de agrotoxicos a um
aumento de riscos potenciais, uma vez que um baixo percentual desses produtos atinge o seu

alvo causando, portanto, grandes perdas para os diversos compartimentos do ambiente e



subsequente contaminacdo (SPADOTTO et al., 2010). Uma das fontes dessa contaminagéo
esta associada ao descarte incorreto das embalagens, que, na auséncia de uma politica efetiva
de gestdo e gerenciamento desses residuos, cresce proporcionalmente a quantidade de
produtos comercializados (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
- IBGE, 2005, OLIVEIRA, 2019).

Com relacdo a toxicidade e alteragBes ecoldgicas causadas pelas formulagdes
comerciais dos agrotoxicos, estas podem ser intensificadas pelo estresse de outros fatores
ambientais. A temperatura, salinidade, intensidade de luz, umidade e nutrientes podem afetar
direta ou indiretamente a exposicdo aos contaminantes, influenciando e definindo as
caracteristicas quimicas e fisicas dos habitats de popula¢fes de um ecossistema, tornando-se
assim, necessaria a investigacdo de cenarios, onde ocorre a influéncia de multiplos fatores
sobre os agrotoxicos, possibilitando o estudo de situagdes mais realisticas (ARTIGAS et al.,
2012).

Com as previsdes para 0 aumento na temperatura média global e outras mudangas
climaticas, como a alteracdo dos regimes pluviométricos (INTERGOVERNMENTAL
PANEL ON CLIMATE CHANGE - IPCC, 2019), a avaliacdo da influéncia desses fatores na
toxicidade se torna imprescindivel, especialmente no contexto brasileiro. Diversos autores
destacam a influéncia da temperatura sobre a toxicidade de poluentes (BELL et al., 2007;
NOYES et al., 2009; VAN DEN BRINK et al., 2018), entretanto, ainda sdo escassos estudos
gue avaliem esse parametro em um contexto ambiental tropical levando em consideracédo
caracteristicas mais realisticas.

Neste sentido, a Ecotoxicologia se torna uma ferramenta fundamental para avaliacéo,
uma vez que busca estudar os efeitos das mais diversas substancias sobre os ecossistemas, por
meio de avaliacdo, monitoramento e diagnosticos dos efeitos sobre as populacdes,
comunidades e ecossistemas, levando em conta a sua estrutura, funcdo e interagdes com o
ambiente (BELDEN, 2020). Segundo Tarazona e Dohmen (2008), essa ciéncia atua no
desenvolvimento de meétodos para avaliar se um impacto ocorrido foi suficiente para
comprometer a sustentabilidade dos ecossistemas, contribuindo para a determinagdo de
condicBes de uso e gestdo de substancias quimicas ou outros agentes, buscando reduzir ao
mAaximo 0s riscos associados.

Muitos organismos podem ser utilizados para fins de testes de toxicidade, sendo que
os critérios para escolha sdo a representatividade e importancia ecolégica, facilidade de
cultivo e ciclo de vida conhecido, permitindo a reprodutibilidade dos testes (DOMINGUES;
BERTOLETTI, 2008).



Em relacdo aos testes, eles podem ser classificados em agudos ou cronicos, sendo
diferenciados pela duracdo e pelas respostas finais mensuradas, uma vez que, dependendo da
concentracdo, alguns contaminantes podem causar desde a morte de organismos até distarbios
fisioldgicos e/ou comportamentais. Os testes de toxicidade aguda apresentam curta duracéo
em relacdo a vida do organismo, tendo como proposito identificar respostas especificas
mensuraveis de um organismo ou populac¢do a uma concentragdo ou dose de um determinado
agente potencialmente toxico. Em um teste de toxicidade aguda normalmente se mede a
letalidade ou outra manifestacdo anterior a ela, como a imobilidade (COSTA et al., 2008).

Por outro lado, um poluente ou composto pode ndo ocasionar imobilidade ou
letalidade e ser toxico a um determinado organismo ou populagcdo. Por meio de testes de
toxicidade crénica é possivel identificar efeitos adversos de parte ou de todo ciclo de vida de
um organismo, avaliando os efeitos sub-letais.(COSTA et al., 2008; MOZETO; ZAGATTO,
2008).

Para a realizacdo dos testes de toxicidade, podem-se realizar estudos laboratoriais
envolvendo uma unica espécie, 0 que proporciona maxima praticidade e reprodutibilidade.
Porém, esse tipo de investigacdo apresenta limitacGes em prever os efeitos de um
contaminante no nivel de comunidade ou ecossistémico, ndo levando em conta fatores como
as condi¢des ambientais e as interagdes que podem alterar a toxicidade de um composto
(BIDWELL, 2020). Com isso, a adogdo de modelos ecossistémicos como mesocosmos, tem
impacto na relevancia do estudo, representando um meio-termo entre estudos laboratoriais e
os estudos em campo, e permitindo uma avaliagdo mais profunda do efeito do contaminante
nos processos biolégico (BIDWELL, 2020).

Assim, a partir de uma abordagem ecotoxicoldgica buscou-se investigar a toxicidade
aguda da 4gua percolada através do solo dos agrotéxicos Kraft® e Score® em organismo
aquatico padronizado, Daphnia similis. Foram empregados para iSSO mesocomosmos, que
consistiam em modelos experimentais de simuladores agua-solo sob a influéncia de variagdes

na temperatura, devido a perspectiva de mudancas climaticas.



2 Objetivos

Este estudo teve como principal objetivo avaliar os efeitos toxicos da agua percolada
no cladécero Daphnia similis, apés a aplicacdo dos agrotéxicos comerciais Kraft® (i.a.
abamectina) e Score® (i.a. difenoconazol), isoladamente e em misturas, seguidos de
simulagfes de chuvas ou da ocorréncia de precipitacdo natural. Foram avaliados trés cenarios

diferentes: sob temperatura controlada de 23°C e 33°C e sob condi¢des ambientais naturais.

2.1 Objetivos especificos

e Simular as condicdes da aplicacdo dos agrotéxicos Kraft® e Score®, isoladamente e
em mistura, para cultura de morangos e avaliar a suscetibilidade das aguas
subterraneas a esses compostos, apds a ocorréncia de eventos de precipitacao;

e Avaliar e comparar a toxicidade dos agrotéxicos Kraft® e Score®, isoladamente e em
mistura, no percolado por meio dos testes padronizados de toxicidade aguda no
cladécero Daphnia similis;

e Analisar a influéncia do aumento da temperatura, de 23 e a 33°C, na toxicidade dos
agrotoxicos, por meio da expressdo de toxicidade do percolado;

e Analisar a influéncia das variagdes diarias das condi¢des ambientais naturais como
temperatura, luminosidade e pluviosidade na toxicidade dos percolados contendo os

agrotoxicos Kraft® e Score®, isolados e em mistura.






3 Revisado Bibliografica

3.1 Toxicidade de agrotdxicos e a influéncia da temperatura

A toxicidade é a capacidade de uma substancia exercer um efeito nocivo sobre um
individuo ou sobre a biocenose, estando dependente de diversos fatores como propriedades
quimicas e fisicas do ambiente e da substéncia, concentracdo, duracdo e frequéncia da
exposicdo e relagdo com o ciclo de vida dos organismos (RONCO; BAEZ; GRANADOS,
2004).

Substancias ou agentes tdxicos podem alcancar ambientes aquaticos pelas mais
diversas vias, como lixiviacdo, escoamento superficial ou até deposicdo atmosférica, estando
sujeitos a transformac@es, como hidrélise, fotdlise, complexacdo e biodegradacdo (COSTA et
al., 2008; JONES; LASSITER, 2020). Além disso, a vida aquatica pode ser impactada por
contaminantes presentes nos diversos compartimentos, o que inclui a agua superficial, a agua
subterrénea, os sedimentos e até na cadeia alimentar (JONES; LASSITER, 2020). Por fim,
como, uma determinada espécie realiza biotransformacdo de um contaminante pode levar a
uma resposta toxica bastante diversa. 1sso ocorre pelo fato de que um metabdlito resultante
desse processo pode ser mais ou menos tOXico para um organismo, em comparacdo ao
contaminante de origem, ou, por outro lado, caso ocorra uma baixa biotransformacdo do
composto, ele pode aumentar a sua meio-vida e persisténcia no ambiente (LIU; POPE, 2020).

Assim, os efeitos deletérios causados por um Unico composto sdo resultantes de
interacdes complexas entre ele, os organismos, e todos os fatores bidticos e abidticos do
ambiente do meio aquatico, que pode conter diversas substancias presentes com o potencial
de interagir e alterar a expressdo de toxicidade. Com relacdo as misturas de dois ou mais
contaminantes, os efeitos toxicos podem ser: sinérgicos potencializados, quando a soma dos
efeitos individuais é inferior ao da mistura; sinérgico antagbnicos, quando a soma dos efeitos
individuais € superior ao da mistura; e aditivo, quando a mistura ndo influencia no efeito
toxico de cada contaminante. (HODGSON; WALLACE, 2012; JONES; LASSITER, 2020;
MOZETO; ZAGATTO, 2008). Quanto aos agrotoxicos, comumente aplicados em misturas,
torna essencial a necessidade do estudo da toxicidade de combinacGes entre mais de um
desses compostos (MATTOS et al., 2002; ZILEGER, 2008). Trabalhos recentes constataram
0 aumento da toxicidade em organismos aquaticos na presenca de misturas de agrotoxicos, 0
que reforca essa necessidade (SANCHES et al., 2018; WU et al., 2018).

Deve-se levar em conta ainda a influéncia de estressores ambientais na expressao da

toxicidade dos agrotoxicos, em especial a temperatura, tendo em vista a perspectiva do



aquecimento global em até 1,5°C entre 2030 e 2050, se esse processo se mantiver no ritmo
atual (IPCC, 2018). Segundo Cerezer et al. (2020), altas temperatura podem implicar em um
aumento do consumo e da toxicidade de moléculas organicas, com a aceleracdo do
metabolismo e a gasto das reservas energéticas. Além disso, ocasiona de um efeito indireto na
capacidade de defesa de um organismo, tornando este suscetivel a danos a nivel celular. Este
efeito foi observado no estudo de Jacquin et al. (2019), com o peixe Carassius auratus,
submetido a misturas de herbicidas com diferentes modos de acdo, onde verificou-se que o
aumento de 22°C a 32°C intensificou o efeito adverso a nivel molecular e celular. Um estudo
realizado por Laetz et al. (2014) encontrou resultados convergentes a esse comportamento, em
que houve aumento da neurotoxicidade, em salmdes prateados juvenis, ocasionada pela
mistura de agrotoxicos, que estaria diretamente relacionada ao aumento da temperatura.

Por outro lado, De Beeck et al. (2017) chamam atencdo para o fato de que apesar da
preocupacdo com o efeito sinérgico dos agrotdxicos, no contexto do aquecimento global,
alguns processos podem neutralizar esses efeitos como a maior degradagdo desses compostos
em temperaturas mais elevadas e a adaptacdo das populacdo a essas condicdes, fenbmeno
identificado pelo experimento realizado pelos autores com o uso do inseticida clorpirofos em
bateladas, utilizando o organismo Ischnura elegans, com as temperaturas 20 e 24°C. Esse
efeito adaptativo também pode estar relacionado aos resultados encontrados pelo estudo de
Silva, Daam e Gusmao (2020), que utilizando o cladécero Ceriodaphnia silvestrii para
estudar o efeito da aclimatacdo na sensibilidade do organismo ao agrotdxico Glifosato,
identificaram um efeito protetivo correlacionado a exposicdo do organismo ao aumento de
temperatura.

Outro aspecto do aquecimento global esta relacionado a intensificacdo das variagGes
de temperatura ao longo do dia, podendo apresentar maiores amplitudes, o que pode ter um
efeito mais danoso para 0s organismos do que o aumento da temperatura média (DELNAT et
al.; 2019; VASSEUR et al., 2014; VERHEYEN; STOKS, 2019). O estudo de Verheye e
Stoks (2019), por exemplo, concluiu que as exposicdes de larvas de Ischnura elegans ao
inseticida clorpirofés, em condigdes de temperatura constante resultaram em efeitos nédo
significativos na mortalidade e crescimento, enquanto que sob condi¢des de variacdes diarias
de temperatura (VTD) de 5°C e 10°C resultaram em aumento da mortalidade e reducdo do
crescimento. Por outro lado, o trabalho de Delnat et al. (2019), utilizando o mesmo
agrotoxico, sob temperatura constantes e VTD de 7°C e 14°C, quando aplicado
individualmente ndo encontrou efeitos sobre as larvas de Culex pipiens, porém, ao ser

utilizado em mistura com o biocida Bacillus thuringienis var. isralensisa, apresentou efeitos



interativos diversos, como efeitos aditivos na mortalidade sob temperatura constante e com
VTD de 7°C e efeitos sinérgicos com VTD de 14°C.

3.2 Agrotoxicos utilizados no estudo: Kraft 36 EC® e Score® 250 EC

Os compostos estudados, o Kraft® é um inseticida enquanto o Score® é um fungicida
sisttmico, sendo ambos classificados como pertencentes a Classe 11, considerados, portanto,
como muito perigosos ao meio ambiente. A abamectina, principio ativo do pesticida Kraft 36
EC® (denominada anteriormente Vertimec 18EC®), é um composto membro do grupo das
avermectinas, sendo altamente lipofilico, dissolvendo na maior parte dos solventes organicos,
e assim com baixa solubilidade em &gua (FISHER; MORZIK, 1989). A abamectina estimula
a liberacdo de GABA (&cido gama aminobutirico) em organismos e possui um curto tempo de
meia-vida (4-21 horas), sendo rapidamente fotodegradada em compostos com menor
atividade bioldgica (HALLEY et al., 1993). Entretanto, a despeito da rapida degradacéo,
apresenta elevada toxicidade, como demonstra o estudo de Casali-Pereira et. al (2015) que
utilizaram cladoceros Ceriodaphnia silvestrii realizando testes de toxicidade aguda, obtendo
um CEsp (Concentracdo efetiva mediana) (48h) de 1,47 pg de ingrediente ativo (i.a.)/L,
enguanto que nos testes crénicos foram obtidos os valores de CENO (Concentragédo de efeito
ndo-observado) (8 dias) de 169 ng i.a./L para sobrevivéncia e 84 ng i.a./L para fertilidade
(nimero de neonatos por fémea). Outros trabalhos corroboram com o indicio de risco
potencial desse composto para vida aquatica, como Novelli et al. (2012), que encontraram
valores de CEs (48 h) para Daphnia similis de 5,1 ng i.a./L, além de 2,67 ug i.a./L para
Chironomus xanthus (96h) e de 33 pg i.a./L para Danio rerio (48h).

O difenoconazol, principio ativo do pesticida Score® 250 EC, é um composto membro
do grupo triazol e sua principal via de acdo toxica ocorre pela depressdo do sistema nervoso
central. Quanto ao tempo de meia-vida é de cerca de um (1) dia na agua e entre 149-187 dias
no solo e possui ainda grande potencial de bioacumulagdo, como informa a bula comercial
(SYNGENTA, 2011). Poucos trabalhos foram publicados investigando possiveis efeitos do
difenoconazol em organismos aquaticos. Dentre eles, o de Mu et. al (2013) que obtiveram
valores para CLso (concentracdo responsavel por mortalidade de 50% da populacédo)
referentes a trés fases de desenvolvimento de Danio rerio: 1,17 mg/L para fase larval, 1,45
mg/L para a adulta e de 2,34 mg/L para a embrionéria. O trabalho também indicou inibicao de
ganho de peso em adultos com uma concentracdo de 0,25 mg/L, durante 7 dias de exposicao.

No contexto regional do presente trabalho, a toxicidade em organismos aquéticos das

aplicacBes em misturas, dos agrotéxicos Kraft 36 EC® e Score 250 EC®, ja foi tema de
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investigacdo realizada nos trabalhos de Moreira et al. (2017) e Sanches et al. (2018). No
trabalho de Moreira et. al (2017), avaliando a contaminagé@o por pulverizacdo e escoamento
superficial dos agrotoxicos, com concentracdo dos ingredientes ativos variando de 0 a 2000
pg/L para o difenoconazol e de 0 a 9 pg/L para a abamectina, encontrou-se um efeito
antagbnico da mistura em baixas concentracbes e sinérgico em alta concentragdes.
Corroborando com isso, o trabalho de Sanches et al. (2018), realizando testes de toxicidade
agudo e cronico em peixes Danio rerio, chegou a mesma conclusdo com relacdo as misturas:
efeito antagdnico em baixas concentracdes e sinérgico em altas concentracdes.

Mais recentemente, o trabalho de Figueirédo et al. (2020), parte integrante do projeto
no qual foi desenvolvido o presente trabalho, também estudou os efeitos dos dois agrotdxicos,
Kraft 36 EC® e Score 250 EC®, aplicados individualmente e em mistura, em diferentes
temperaturas (23°C e 33°C) sobre a reproducdo de colémbolos Folsomia candida. O Kraft®,
quando aplicado isoladamente e na mistura, se mostrou altamente téxico, especialmente sob

temperaturas menores, enquanto que o Score® nao apresentou efeito toxico.

3.3 Sistemas solo-agua

O destino de um agrotdxico em um sistema solo-4gua se relaciona intimamente a
natureza da particdo entre o vapor, a solucdo e as particulas do solo, a qual depende de
propriedades fisicas e quimicas tanto do agrotdxico quanto do solo. A capacidade de um tipo
de solo adsorver um agrotoxico é determinante e a medida que moléculas ndo adsorvidas sdo
movimentadas com a agua, aumenta-se o risco de contaminacdo de aguas subterraneas
(ARIAS-ESTEVEZ, 2008; SARKAR et al. 2020; SILVA; FAY, 2004), o que é comprovado
pelos trabalhos de Silva et al. (2011) e Wu et al. (2014), que ja encontraram registros de
residuos de agrotoxicos em aguas subterraneas.

O escoamento superficial e lixiviagdo podem dispersar os agrotdxicos pelo ambiente.
No escoamento, a agua percorre a superficie com baixa infiltragdo no solo, podendo carregar
consigo agrotdxicos dissolvidos, bem como aqueles suspensos em material particulado e
adsorvidos, relacionando-se, portanto, a contaminagdo de aguas superficiais. Ja na lixiviag&o,
hd o transporte para camadas sub-superficiais percolando o solo, tornando o agrotéxico
lixiviado um potencial poluidor de aguas subterréneas, e tal potencial depende, contudo, de
caracteristicas como profundidade da agua subterranea e grupo geoldgico do local.
Normalmente consideram-se problemas de aguas superficiais e subterraneas separadamente,
porém, os ciclos hidroldgicos possibilitam uma conexdo direta entre elas, como exemplo a

recarga de um aquifero por aguas superficiais (SILVA; FAY, 2004).
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Arias-Estévez et al. (2008) ressaltam que um agrotoxico pode ser retido pelo solo,
impedindo que fique disponivel em aguas superficiais e subterrdneas no curto prazo, mas
substancias persistentes vao continuar a ser um risco para 0 meio ambiente e para a saude
humana. Assim, os autores frisam que € indispensavel uma abordagem multidisciplinar para o
desenvolvimento de ferramentas e técnicas que permitam tomadas de decisdo que sejam
efetivas para o ambiente.

O uso de simuladores solo-agua vai nesse sentido, ao tentar prever o0 comportamento
dos agrotéxicos em condi¢cbes e com estrutura especificas (como o tipo de solo), permitindo a
avaliagdo da interacdo com o solo, bem como efeitos do escoamento superficial e da
lixiviagdo, e relacionar todos esses fatores com a toxicidade em organismos ndo alvo
(CHELINHO et al., 2012; LEITAO et al., 2014).

3.4 Ensaios de toxicidade

A toxicidade de um agrotdxico ou outro agente quimico em ambientes aquaticos pode
ser avaliada utilizando-se ensaios ecotoxicoldgicos com organismos representativos da coluna
d’agua ou dos sedimentos associados. Segundo Aragdo e Araujo (2008), varios ensaios de
toxicidade se encontram estabelecidos e padronizados por associacdes e organizagdes de
normalizacdo, nacionais e internacionais, como Associacdo Brasileira de Normas Tecnicas
(ABNT) e International Organization for Standardization (1SO).

Aragdo e Araujo (2008) lembram ainda que os ensaios de toxicidade podem ser
realizados em campo, em que costumam ser mais realisticos, utilizando-se de varias espécies
em condig¢Bes naturais, porém ha dificuldade em serem reproduzidos e comparados, ou ainda
em condicdes laboratoriais, sendo menos elaborados, mais baratos e possibilitam uma maior
facilidade de se trabalhar com diversos parametros especificos, como pH, temperatura,
concentragfes de um agente especifico, e apesar do teste ser feito com uma Unica espécie, 0
que aparentemente poderia afetar a confiabilidade dos resultados, alguns estudos apontam
para resultados semelhantes aos ensaios com varias espécies, sendo suficiente na realizacdo de
testes.

Além disso, ha dois tipos principais de testes de toxicidade que podem ser realizados
com organismos aquaticos: agudos e crdnicos, que se diferem na duragédo e respostas finais
analisadas: enguanto os testes de toxicidade cronica apresentam periodo de duracdo variavel,
podendo compreender um ciclo de vida completo ou parte desse ciclo de um organismo-teste
para estimar efeitos de agentes quimicos, os testes de toxicidade aguda buscam avaliar efeitos

em um curto espaco de tempo em comparacdo ao tempo de vida de uma espécie, comumente
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expresso na forma de mortalidade ou algum efeito que antecede a mortalidade (DODDS,
WHILES, 2010). Assim, conseguem estimar a concentragdo de um agente toxico que pode
causar algum efeito, como ndmero de organismos mortos ou imdveis, em um periodo que
normalmente varia de 24 a 96 horas (COSTA et al., 2008).

Em especial, os organismos da ordem Cladocera sdo usados no mundo todo como
organismos-teste em ensaios ecotoxicoldgicos, pois possuem algumas caracteristicas
diferenciais como tamanho pequeno, sensibilidade a maioria das substancias tdxicas,
reproducdo predominantemente por partenogénese, taxas de rapido crescimento populacional
e ainda sdo filtradores, retendo particulas, microrganismos e algas (SAMA; NANDINI, 2006).
Dentro dessa ordem, as espécies dos géneros Daphnia e Ceriodaphnia vém sendo utilizadas
como organismos para testes de toxicidade de diversas substancias, como metais, surfactantes
e agrotoxicos (BIDWELL, 2020; LAVORGNA et al., 2016; NOVELLI et al., 2012).
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4  Materiais e Métodos

4.1 Experimentos em mesocosmos

Para os experimentos foram utilizados 12 mesocosmos, que consistiam em tanques de
fibra de vidro em forma cilindrica (0,52 m de didmetro e 0,67 m de altura), com seu fundo
afunilado para facilitar a coleta da agua percolada. Foram ainda fixados tubos de PVC ao
fundo das estruturas, com valvula acoplada que permitiram o armazenamento do percolado

em gal6es de polietileno (com armazenamento maximo de 5 L) (Figura 4.1).

Figura 4.1: Mesocosmos montados para a coleta de agua

5

Fonte: O Autor

Os tanques foram internamente revestidos com sacos plasticos para evitar a
contaminacdo das estruturas. Além disso, a parte interna do fundo das estruturas foi
preenchida com cascalho (brita) e uma peneira plastica, estabilizando o solo e reduzindo a
perda de material com a agdo da agua (Figura 4.2).

Figura 4.2: Procedimento de montagem dos simuladores, com detalhe para a parte interna dos
mesmos, com a peneira e cascalho.

| /

Fonte: Auor
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O solo utilizado para preencher o interior dos simuladores foi coletado nas
dependéncias do Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA - EESC/USP),
no municipio de ltirapina, Sdo Paulo, onde ndo ha nenhum historico de contaminacao,
considerando os Ultimos 20 anos (CHELINHO et al., 2012; NUNES, 2010; NUNES;
ESPINDOLA, 2012). Com o auxilio de um trator, o solo foi coletado, transportado e
armazenado em caixas d’agua de polietileno (Figura 4.3 e Figura 4.4). Gradualmente, o solo
foi peneirado manualmente, utilizando-se uma peneira com aro de madeira e abertura de
aproximadamente 5 mm, buscando eliminar estruturas maiores como pedras, raizes,
macrofauna, entre outras (Figura 4.5 e Figura 4.6); e, além disso, foi aquecido em estufas, no
interior de bandejas de a¢o galvanizado, sob temperatura controlada de 60°C, permitindo a

desfaunagem, para posterior utilizagdo nos ensaios.

Figura 4.3: Coleta do solo nas dependéncias do CRHEA
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Figura 4.5: Detalhe da peneira Figura 4.6: Realizacéo do peneiramento do solo
utilizada no peneiramento do solo

wﬂ"

£
T
1T
L'} ]
W
\ir

Fonte: O Autor Fonte: O Autor

Antes da realizacdo dos experimentos, cada um dos mesocosmos foi preenchido com
um volume de 0,1 m3 de solo, assim permanecendo durante trés dias até os experimentos; em
seguida, foram separados, de acordo com o tratamento que receberiam, em trés réplicas cada:
Kraft (K), Score (S), Kraft + Score (K+S) e Controle (C). As baterias de simulagdes foram
realizadas em trés diferentes condi¢Ges de temperatura: em temperatura controlada de 23+3°C,
em temperatura controlada de 33+3°C, e em condigfes ambientais naturais, com as
caracteristicas do verdo da regido, chegando a altas temperaturas e com alta incidéncia de
chuva. Nas condi¢bes de temperatura controlada foram dispostos os 12 tanques em sala
climatizada, com uma estrutura com lampadas fixadas para a simulacdo de luz solar, com
fotoperiodo programado para 16 horas claro e 8 horas escuro. No experimento em condi¢des
ambientais naturais, por insuficiéncia de solo tratado, um dos tanques controle ndo pdde ser
utilizado, sendo que os 11 tanques remanescentes foram dispostos ao ar livre.

Adicionalmente, para simular as condigdes encontradas no em regides de uso agricola,
foram plantadas 15 sementes da monocotiledénea Allium cepa (tipo baia periforme) e 15
sementes da dicotiledénea Lycopersicon lycopersicum (tipo Santa Cruz Kada), espécies para
as quais o uso dos agrotoxicos em questdo é recomendado, distribuidas com o auxilio de um

aparato ilustrado na Figura 4.7.
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Figura 4.7: Moldes para abertura dos buracos destinados as sementes

Fonte: O Autor

O cronograma dos experimentos controlados foi realizado conforme seguinte
programacdo, com trés repeticbes a cada sete dias: No 1° dia: aplicagdes dos agrotdxicos
seguidas de simulagdes de chuva e no 4° dia: simulacdo de chuva. O uso de agrotoxicos nos
mesocosmos seguiu as concentracfes recomendadas pelos fabricantes (Cheminova para o
Kraft® e Syngenta para o Score® nas suas formulagdes comerciais) levando-se em
consideracdo os valores para a cultura de morango, o que corresponde, em termos dos
ingredientes ativos, 10,8 g de abacmetina por hectare e 20,0 g de difenoconazol por hectare,
ingredientes ativos do Kraft e Score, respectivamente.

A solucdo de aplicagdo, ou calda, quando formulada para os mesocosmos com
tratamento individual dos respectivos agrotdxicos, foi preparada em 1 litro de dgua destilada,
e para 0S mesoscosmos com tratamentos de mistura dos agrotoxicos, foram preparadas
solucdes individuais dos agrotoxicos em 0,5 litro de 4gua Milli-Q®, em que, apds a aplicacéo,
resultaria em concentragdo equivalente a das concentragdes dos produtos em aplicagdes
individuais. Apds preparadas, as caldas eram transferidas para borrifadores manuais, seguindo
recomendacdes de seguranca ao serem aplicadas sobre o solo, aplica¢des essas que duravam
cerca de 30 minutos. ApGs 0 preparo, reservou-se uma aliquota de cada solucdo para se
determinar a concentracdo efetiva do ingrediente ativo de cada pesticida, utilizando-se

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC/DAD).



17

As simulacgdes de chuva foram realizadas com agua do poco artesiano que abastece o
CRHEA. Padronizou-se para que as chuvas iniciais fossem realizadas com 35 L de &gua, para
que houvesse volume de amostra suficiente para leitura de parametros, quantificacdo de
nutrientes e a realizacdo dos testes de toxicidade aguda. Cabe ressaltar, que no experimento
realizado em condi¢Ges ambientais naturais, 0S mesocosmos estavam suscetiveis a eventos
chuvosos, sendo que desta maneira as simulagdes foram adaptadas de maneira a se aproximar
ao maximo do desenho experimental planejado.

Na Figura 4.8 e na Figura 4.9 estdo detalhados os designs da realizacdo dos
experimentos realizados em temperatura controlada e em condi¢cdes ambientais naturais,

respectivamente.

Figura 4.8: Design do experimento sob temperatura controlada

Aplicagdo de agrotéxicos Simulagdo de chuvas
na superficie do solo Dias:1,4,8, 11,15, 18
Dias: 1,8, 15 Volume de chuvas simuladas

Dia 1: 35 L; Demais dias: 5 L

Salas Climatizadas
Abamectina
23°C
- Teste Agudo 48h
5 3 & o
& 4+ N A ‘
LA S
+ Difenoconazol imili
33oc - D. similis
. NBR 12.713/2016
o L, T~ "\/
Duragdodo T o
Experimento: >3, PERCOLADO
18 dias o (1-2 horas)
o ®
° [
Mistura 1:1

Fonte: O Autor
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Figura 4.9: Design do Experimente sob condi¢cdes ambientais naturais
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Fonte: O Autor

4.2  Dados climatoldgicos

Para etapa do experimento realizada sob condi¢cBes ambiente tornou-se necessario
obter os registros relativos as condi¢bes de tempo, incluindo os dados de precipitacdo, por
meio das leituras do pluviémetro Ville de Paris, e para as condi¢Ges de temperatura, por meio
das leituras do psicrémetro, instrumentos pertencentes a Estacdo Climatoldgica, localizada no
CRHEA-USP.

Além disso, utilizou-se também Data Loggers Hobo® distribuidos no solo dos
mesocosmos, dispostos superficialmente e enterrados, para a medicdo da incidéncia luminosa

e temperatura.

4.3  Testes de toxicidade com organismos aquaticos

Coletadas apds a simulagdo de cada evento chuvoso (dias 1, 4, 8, 11, 15 e 18), as
amostras de dgua percolada foram aclimatadas a temperatura de 22 + 2 °C para realizacdo dos
testes de toxicidade aguda, com 48 horas de duragéo, para o organismo-teste Daphnia similis,
de acordo com a norma j& padronizada para a espécie ABNT (2016).

Os organismos utilizados nos ensaios sdo cultivados e mantidos nos laboratorios do
NEEA/CRHEA — EESC/USP, nos quais foram seguidas as recomendacfes de manutencdo e

cultivo definidas pela mesma norma ja citada.
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Anélises fisicas e quimicas das amostras de solo e 4gua
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As analises fisicas e quimicas foram feitas nas amostras de agua de abastecimento para

preparo das solucdes teste, do percolado ap6s a passagem pelos solos dos simuladores e do

solo para sua caracterizacao, sendo estas ultimas realizadas no Departamento de Geotecnia, da
Escola de Engenharia de Sdo Carlos da Universidade de S&o Paulo — EESC/USP.

Os parametros analisados, método e respectiva referéncia, constam na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Metodologias e referéncias utilizadas nas analises das variaveis quimicas da agua e solo

(em negrito as varidveis ja quantificadas até o presente momento).

Agua de abastecimento para preparo

Material em suspenséo

Gravimetria

Matriz analisada Variavel Método Referéncia
pH Potencidmetro -
Condutividade Condutivimetro -
Oxigénio dissolvido Medidor de OD -
Turbidez Espectrofotometria APHA (1995)
WETZEL,

LIKENS (1991)

Nitrito e nitrato

Espectrofotometria

MACKERETH et

das solugégs teste e 4gua apés al (1978)
percolagéo pelos solos dos

simuladores Nitrogénio total Espectrofotometria APHA (1995)
Fosforo total e suas . ANDERSEN

formas dissolvidas Espectrofotometria (1976)
- A . KOROLEFF

lon amonio Espectrofotometria (1976)

Concentracao dos .
agrotoxicos estudados Cromatografia gasosa | LANCAS (1997)

MONTEIRO;
pH Potenciometro FRIGHETTO

(2000)
MONTEIRO;
Solo Umidade Gravimetria FRIGHETTO

(2000)
Matéria organica Incineracao TRINDADE

9 ¢ (1980)
Granulometria Peneiramento ABNT (1988)

Fonte: O Autor




20

4.5 Anélise de Dados

Nos resultados do teste de toxicidade, para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os resultados obtidos, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) seguida
de Tukey (comparacBes multiplas entre os tratamentos), ambas com nivel de significancia de
5%. Em seguida utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) seguida de Dunett, para a
comparacao dos resultados obtidos nos tratamentos que receberam agrotéxicos em relagdo ao
controle, ambas também com nivel de significancia de 5%. Quando conveniente, calculou-se
a média, associada ao respectivo desvio padrdo para uma melhor visualizacdo dos valores

observados. O programa utilizado para tais analises estatisticas foi o GraphPad Prism 6.0.
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5 Resultados e Discussado

5.1 Determinagdo dos principios ativos nos produtos comerciais

Por meio da espectrometria de massas, realizada pela Algaetech Pesquisa LTDA, foi
possivel determinar as concentragdes dos principios ativos Abamectina e Difenoconazol
contidos nas caldas preparadas com os produtos comerciais Kraft® e Score®, respectivamente,
para as aplicacdes individualizadas e em mistura, e compara-las com as concentragdes
tedricas esperadas em ambas as situacdes, com base das informagdes contidas nas bulas dos
produtos.

A andlise realizada apresenta limite de detec¢do (LD) de 0,05 mg/L para abamectina e
de 0,01 mg/L para o difenoconazol e apresenta limite de quantificacdo (LQ) de 0,165 mg/L e
0,033 mg/L para estes compostos, respectivamente. Cabe ressaltar, que as concentracdes
esperadas para a calda dos produtos utilizados nos tanques de mistura devem ser o dobro
daquelas esperadas do preparo para a aplicacao individual dos produtos.

O resultado das andlises como pode ser visto na Tabela 5.1, indica que as
concentracdes de ingredientes ativos nas caldas utilizadas foram superiores as concentracdes
teoricas calculadas, sendo identificados valores entre 50,5 a 15,7% superiores aos teoricos.
Esse aumento pode estar relacionado a, dentre outras possibilidades, variagcdes na formulacéo
dos produtos comerciais. Por outro lado, o trabalho de Sanches et al. (2018), em que também
se utilizou os produtos comerciais Kraft 36EC® e Score 250EC®, analisando a recuperacéo da
abamectina e difenoconazol, na solucéo estoque e sedimentos, encontrou valores superiores a
100%.

Tabela 5.1: Concentragdo nominal e real dos principios ativos dos produtos (mg/L)

Percentual de aumento
da concentracao
detectada em relacéo a
esperada (%)

Concentracdo Concentracéo
Principio Ativo detectada do principio | esperada do principio
ativo na calda (mg/L) | ativo na calda (mg/L)

_ Abamectina 0,26 0,1728 50,5
(individualmente)
Abamectina 0,48 0,3456 38,9
(mistura)
Difenoconazol 0,52 0,3500 48,6
(individualmente)
Difenoconazol 0,81 0.7000 15.7

(mistura)

Fonte: O Autor
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5.2  Caracterizagéo do solo utilizado nos ensaios
Na regido de Itirapina-SP predominam solos dos tipos Latossolo Vermelho-Amarelo e
areias quartzosas (PINTO; CRESTANA, 2001). No entorno da represa, onde o solo foi
coletado, predominam-se os latossolos vermelho-amarelo, situados em relevos suavemente
ondulados, além disso apresentam textura de média a muito argilosa, com argilas de baixa
atividade, acidez elevada e bem drenados, ou seja, a agua se infiltra com facilidade
(OLIVEIRA; PRADO, 1984).
A amostra de solo utilizada na caracteriza¢do apresentou as seguintes caracteristicas:
pH de 5,52; capacidade de troca catiénica (CTC) de 3,52 cmol/dm3; percentual de matéria
organica de 11,06+0,57%; e granulométrica com fracdes argila de 35%, silte de 21% e areia

42%, com predominancia de areia fina com 22%, consistindo em uma textura média (
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Figura 5.1). Os valores encontrados refletem caracteristicas dos solos da regi&o.

De acordo com Embrapa (2015), o pH e CTC do solo podem ser considerados médio,
enguanto que o percentual de matéria organica é considerado alto. Em solos intemperizados, a
matéria organica é em grande parte responsavel pelo CTC, porém, mesmo o solo sendo rico
em matéria organica, para valores de CTC inferiores a 5 cmol/dm3, a fracdo argila apresenta
baixo teor de argila ou caulinita na mesma proporc¢do que a argila, o que indica que o solo tem
pequena capacidade de reter cations na forma trocavel e, portanto, é suscetivel a lixiviacao
(EMBRAPA, 2010).

As caracteristicas fisico-quimicas do solo, bem como as caracteristicas dos préprios
agrotoxicos, estdo intimamente relacionadas com a retengdo ou lixiviagdo destes (HALL et
al., 2015). Os resultados apresentados indicam que o solo utilizado no experimento €
suscetivel ao transporte de compostos, como 0s agrotdxicos, por lixiviacdo, tornando-os

disponiveis aos organismos aquaticos.
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Figura 5.1: Curva de distribuicdo granulométrica do solo
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Fonte: O Autor

5.3 Parametros fisico-quimicos da agua percolada durante as simula¢fes ao longo do
tempo

Para todas as condi¢des estudadas, ao longo do experimento, observou-se um
comportamento similar, em que o pH da dgua percolada passou de carater 4cido nos primeiros
dias (Dia 1 - 23°C: 5,16+0,14 ; 33°C: 4,97£0,14; Condi¢Ges ambientais: 4,92+0,07) para
valores préximos a neutro (23°C: 6,40 + 0,10; 33°C: 6,65 £ 0,11; Condi¢des ambientais:
6,585 * 0,06 ), como pode ser observado na Figura 5.2. Observa-se, que nos resultados sob
condi¢Bes ambientais, tanto para 0 pH quanto os outros pardmetros analisados é possivel
observar um grande desvio padrdo no dia 3 do experimental, decorrente das precipitacoes
naturais entre os dias 1 e 3 do experimento, que ocorreram posteriormente a simulacdo da
chuva no dia, intensificando o processo de lixiviacdo e antecipando o calendario experimental

previsto.



25

Figura 5.2: Valores de pH (média + desvio padrdo) obtidos nas amostras de agua percolada a 23°C
(A), 33°C (B) e condicBes ambientais (C), ap6s cada simulacdo da chuva.
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Fonte: O Autor

Para a dureza, seguindo a classificacdo do Von Sperling (1997) contida na Tabela 5.2
no primeiro dia de experimento as amostras de percolado apresentaram dureza de moderada a
dura e a partir do oitavo dia de experimento foram classificadas como agua mole, como pode

ser observado na Tabela 5.3.

Tabela 5.2. Classificagdo da agua em funcao dos valores de dureza.

Dureza (mg/L CaCOg) Classificacéo
<50 Agua mole
>50e<150 Dureza moderada
> 150 e < 300 Agua dura
>300 Agua muito dura

Fonte: Adaptado de Von Sperling (1997)

Tabela 5.3: Valores de dureza obtidos ap06s simulagdo da chuva nos simuladores

Dureza (mg/L CaCO3) nos respectivos dias do experimento

Condigao do
Experimento . . . . . . .
Dial Dia 3 Dia 4 Dia 8 Dia 11 Dia 15 Dia 18
23°C 121,3+53,9 - 525+153  31,7+93 28,2 +8,6 23+ 64 22,8459
33°C 151,8 + 56,2 - 637+113  347+82 248+5 19,1 £5,2 197 +5
CondicBes 15071612 18641537 - 36,7+123 285+117  23,6+8,7 27,175
ambientais

Fonte: o Autor

Os resultados dos solidos dissolvidos totais foram analogos ao comportamento dos
resultados encontrados para a dureza, ou seja, valores maiores no inicio e menores no final do

experimento, conforme pode ser observado na Figura 5.3
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Figura 5.3: Variacao dos valores de sélidos dissolvidos (média + desvio padrdo) nas amostras de agua
percolada nos simuladores ao longo do experimento a 23°C (A), 33°C (B) e sob condi¢des ambientais
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Fonte: O Autor

J& o oxigénio dissolvido apresentou valores bastante superiores a 1,0 mg/L, limite a

partir do qual ocorrem interferéncias nos ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis,
como explicitado na ABNT (2016). Os resultados para as diferentes condicGes de

experimento podem ser observados na Figura 5.4.

Figura 5.4: Concentragdo de oxigénio dissolvido em mg/L (média * desvio padrdo), dos experimentos

a 23°C (A), a 33°C (B) e sob condig¢bes ambientais (C).
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Fonte: O Autor

O solo de Itirapina-SP, por conta da alta taxa de pluviosidade € suscetivel a lixiviagcao

de ions como célcio e magnésio, que sdo basicos, substituindo por elementos acidificantes,

como hidrogénio, manganés e aluminio (LOPES, 1989), o que resultou no carater mais acido

dos percolados nas primeiras simulagdes de chuvas. Tal alteragdo nos valores de pH do

percolado pode interferir no equilibrio de dissociacdo ou grau de ionizacdo de pesticidas,

especialmente em inseticidas, como é o caso do Kraft®, alterando sua atividade biolégica

como relatado por Harris e Foster (1995) o que poderia resultar em uma diminuicdo da

toxicidade destes compostos.
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Mesmo com valores de dureza encontrados acima do preconizado pela norma para o
cultivo e ensaio com Daphnia similis ndo houve mortalidade dos organismos no controle
(tratamento sem agrot0xicos), 0 que sugere que 0s organismos testados toleram uma grande
faixa de valores de dureza acima daquela preconizada pela norma, como ja demonstrado por
Rodrigues, Silva e Silva (2009) quando estudaram trés bacias dos rios S&o Raimundo, Taruma
e Educandos, com altos valores para dureza, superiores a 110 mg/L, no qual para a bacia do
Sd0 Raimundo ndo apresentaram toxicidade também para D. similis para a maioria dos
pontos coletados.

A lixiviacdo do solo, com consequente producdo de solidos, dissolvidos ou suspensos,
pode aumentar a capacidade da dgua de conduzir corrente elétrica, ou seja, sua condutividade.
Segundo a resolucdo do CONAMA 357/05 para as classes 1 e 2 de dguas doces, que sdo mais
restritivas quanto a preservacdo de comunidades aquaticas, estabelece-se um limite de sélidos

dissolvidos totais de 500 mg/L, portanto, superior ao maior dos valores apresentados.

5.4 Nutrientes presentes na agua percolada durante as simulag6es ao longo do tempo

As concentracfes dos nutrientes da série nitrogenada e da serie fosforada, o que inclui
nitrogénio total, amoniacal, nitrito, nitrato, fdésforo total, podem ser observadas
respectivamente na Figura 5.5 a Figura 5.11. E possivel notar que, apesar das oscilacdes
verificadas, para uma mesma condicdo de temperatura, os diferentes tratamentos apresentam
um comportamento similar, dessa forma, os compostos estudados nédo interferiram nos
nutrientes analisados, e assim serdo analisados de maneira conjunta.

De uma forma geral, ao longo dos experimentos foi observada uma diminuicdo das
concentracfes médias destes nutrientes, em especial para o nitrogénio total e amoniacal,
nitrito e fésforo total dissolvido para todas as temperaturas testadas. J& o nitrato apresentou
também uma reducdo em sua concentra¢do nas temperaturas controladas, enquanto que sob
condi¢des ambientais houve um novo pico a partir do dia 15, voltando a reduzir no dia 18.
Para o fosforo total, os picos ocorreram nos dias 1 e 8 para as condi¢Ges de temperatura
controlada, enquanto que sob condigGes ambientais ocorreram menores variagdes em relagéo
aos valores médios. E por fim, o fésforo inorganico que apresentou poucas oscilagdes, com
excecao da condicdo de temperatura controlada de 33°C, para qual houve um pico nos valores

médios do dia 1.
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Figura 5.5: Nitrogénio total presente nas amostras percoladas dos experimentos a 23°C (A), a 33°C (B)
e sob condi¢des ambientais(C)
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Fonte: O Autor

Figura 5.6: Nitrogénio amoniacal nas amostras percoladas dos experimentos a 23°C (A), a 33°C (B) e
sob condic¢des ambiente(C)
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Fonte: O Autor

Figura 5.7: Nitrogénio na forma de nitrito (NO,") presente nas amostras percoladas dos experimentos a
23°C (A), a 33°C (B) e sob condi¢des ambiente(C)
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Figura 5.8: Nitrogénio na forma de nitrato (NO3’) presente nas amostras percoladas dos experimentos a
23°C (A), a 33°C (B) e sob condic¢des ambiente(C)
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Fonte: O Autor

Figura 5.9: Fésforo total (Pt) presente nas amostras percoladas dos experimentos a 23°C (A), a 33°C
(B) e sob condi¢des ambiente (C)
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Figura 5.10: Fosforo total dissolvido (PTD) presente nas amostras percoladas dos experimentos a 23°C
(A) e a 33°C (B) e sob condigdes ambiente (C)
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Figura 5.11: Fosfato inorganico (POi) presente nas amostras percoladas dos experimentos a 23°C (A) e
a 33°C (B) e sob condicGes ambiente (C)
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Fonte: O Autor

Dentre as formas do nitrogénio investigadas, o amoniacal se mostrou o mais
heterogéneo em relacdo ao comportamento dos diferentes tratamentos e o controle, porém,
este ndo é o melhor dos pardmetros para se analisar a mineralizacdo do nitrogénio
(WHIETHOLTER, 2000). O nitrogénio amoniacal vai sendo produzido a medida que a
atividade enzimatica e metabolismo da microbiota converte 0s compostos organicos mais
complexos, ficando em meio aquoso na forma de NH,", e se tornando disponivel ou sofrendo
nitrificacdo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os microrganismos tém um importante papel no
fluxo desses nutrientes, porém, a atividade decompositora dessas comunidades €
extremamente dependente de aspectos como clima local, fatores hidrolégicos e
disponibilidade de fontes de alimentos (PARWEEN, JAN, 2019).

Em relagdo aos controles, ndo houve indicagdo de alteracbes ocasionadas pelas
aplicacBes do Kraft® na ciclagem do nitrogénio, o que vai de encontro ao estudo de Tentu et
al. (2017), que ndo encontraram diferencas significativas na transformacdo do nitrogénio de
solos contaminados com abamectina, para concentracoes de 3,2 e 16 pL de abamectina por kg
de solo seco, em relacdo aos solos controle. Para fungicidas, como é o caso do Score®, é
sabido que esse tipo de agrotoxico influencia na nitrificagdo da ureia e interfere na atividade
enzimatica da nitrogenase em microrganismos, podendo alterar, portanto, a disponibilidade
das espécies nitrogenadas (DI; RODRIGUEZ, 1997; MARTENS; BREMNER, 1993).

Ja o estudo de Filimon et. al (2015) apontou por meio da atividade da enzima urease,
que catalisa a hidrolise da ureia em amonia e didxido de carbono, que em concentracdes
inferiores as utilizadas nesse estudo, o difenoconazol, principio ativo do Score®, ¢ utilizado
como fonte de carbono e nitrogénio para alguns microrganismos, podendo reduzir a sua
disponibilidade para ser lixiviado. Entretanto, em altas concentracdes, o difenoconazol inibe a

atividade microbiana.
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Além do nitrogénio, o fésforo é outro nutriente limitante para producdo primaria em
ambientes aquaticos, ocorrendo na forma inorganica como fosfato, enquanto o fosfato
organico ocorre em acidos nucleicos e lipideos. O fosfato pode precipitar na presenca de
alguns metais, como é o caso do ferro, ou de outros ions como o célcio (DODDS; WHILES,
2020).

O fésforo foi contabilizado como fosforo total (Pt), o que inclui a sua forma nédo
solubilizada, na forma dos sélidos suspensos, chegando a valores de maiores magnitudes. Ja 0
fosforo total dissolvido (PTD) representa as fracGes disponiveis em forma sollvel nas
solugdes de solo, séo, portanto mais facilmente carreadas para as amostras.

Bastos (2012), em experimentos em mesocosmos com Vermitec® 18 EC, cujo
principio ativo é também a abamectina, encontrou valores superiores de fosforo inorganico
para os solos contaminados em relacdo aos controles. Porém, no presente estudo, o0s

agrotoxicos ndo parecem ter tido esse tipo de interferéncia.

5.5 Testes de toxicidade

Conforme estabelecido pela norma ABNT (2016), antes da realizacdo dos testes de
toxicidade aguda com Daphnia similis, realizou-se testes de sensibilidade com a substancia de
referéncia cloreto de potéssio, para avaliar se as culturas estavam em conformidade para 0s
testes de toxicidade. Os testes de sensibilidade foram realizados durante os anos de 2016 e
2018, periodo de experimentacdo com 0S mesocosmos.

Considerando um intervalo de confianca de 95%, durante o0 ano de 2016 os valores de
CEsp estiveram entre de 445,56 e 746,35 mg/L de cloreto de potassio (Figura 5.12) e durante o
ano de 2017 entre 503,7 e 700,85 mg/L de cloreto de potéassio (

Figura 5.13). Ja durante 2018, antes do inicio dos experimentos em condi¢do ambientais
naturais, foi realizado um teste de sensibilidade dos organismos em cultivo, resultado em um
valor de 653,92 mg/L de cloreto de potéssio, com intervalo de confianca de 95% variando
entre 628,57 a 680,30 mg/L.
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Figura 5.12: Resultados do teste de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de potassio em mg/L
para a Concentracdo Efetiva na Imobilidade de 50% dos organismos — CE50 (média + desvio padréo)
(Carta controle de 2016)
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Fonte: O Autor

Figura 5.13: Resultados do teste de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de potassio em mg/L
para a Concentracdo Efetiva na Imobilidade de 50% dos organismos — CE50 (média + desvio padréo)
(Carta controle de 2017)
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5.6 Experimentos em mesocosmos
5.6.1 Condicdes de temperatura controlada

Como critério para as analises dos resultados dos testes de toxicidade, considerou-se
efeito toxico para taxas de imobilidade superiores a 50% dos organismos. Para a condicéo de
temperatura controlada de 23°C, as amostras de percolado provenientes dos mesocosmos
tratados com Kraft® e com a mistura binaria Kraft+ Score nos dia em que houveram
contaminacges por agrotoxicos, ou seja, os dias 1, 8 e 15, apresentaram toxicidade a Daphnia
similis. Por outro lado, para os dias em que ocorreram somente as simulagdes de chuvas, 0
percolado sé apresentou toxicidade e percentual de imobilidade significativamente diferente
dos mesocosmos controles no dia 11.

As amostras relativas ao tratamento com Score® ndo apresentaram diferenca
significativa em relagéo ao resultado obtido nos mesocosmos controles. Entretanto, nos dias 4
e 18, ndo houve amostras com toxicidade significativa em relagdo ao controle (Figura 5.14).
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Figura 5.14: Pencetuais de imobilidade (média + desvio padréo) de D. similis em resposta aos
percolados produzidos nos mesocosmos tratados com os agrotoxicos Kraft (K), Score (S) e a mistura
deles (K+S) em relacdo ao controle (C) a 23°C.
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Para a condicdo de temperatura mais elevada, de 33°C, os testes de toxicidade com as

amostras de percolado provenientes de todos os mesocosmos (controle, Kraft, Score,

Score+Kraft) apresentaram toxicidade no primeiro dia de simulagdes de chuvas, incluindo

para as amostras provenientes dos mesocosmos controle. Ressalta-se que por conta da
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variabilidade entre réplicas, para esse dia ndo foi possivel verificar a homogeneidade e

normalidade dos dias.

Porém, a partir das amostras do dia 4, ndo ocorreu taxa significativa de imobilidade

dos organismos em relacdo ao controle laboratorial, conforme pode ser observado na Tabela

5.4.

Tabela 5.4: Pencetuais de imobilidade (média £ desvio padrao) de D. similis em resposta aos
percolados produzidos nos mesocosmos tratados com os agrotoxicos Kraft (K), Score (S) e a mistura
deles (K+S) em relacéo ao controle (C) & 33°C.

Dia C K S K+S
1 60,0+41,8 65,0+28,4 66,7+29,9 66,7+39,4
4 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
8 0,00+0,00 1,6745,77 0,00+0,00 0,00+0,00
11 1,67+5,77 0,00+0,00 0,00+0,00 1,67+5,77
15 1,6745,77 8,33+15,86 8,33+13,37 3,33+7,78
18 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 3,33+7,78

Legenda: L | Efeito Téxico

I:lEfeito nao toxico

Fonte: O Autor

5.6.2 Experimentos sob condi¢cdes ambientais naturais

Experimentos em condi¢fes ambientais sdo suscetiveis a todos o0s aspectos climaticos

locais. Por isso, os dados climatoldgicos com os registros de pluviometria, temperatura

ambiente e da superficie dos tanques sdo parte imprescindivel para a compreensdo dos

resultados e serdo ilustrados abaixo na Figura 5.15 a Figura 5.17.

A Figura 5.16 apresenta as precipitacdes naturais ocorridas durante o experimento,

sendo as principais listadas a seguir:

Entre os dias 1 e 3 ocorreram precipitacfes, que adicionadas a chuva simulada,
influenciaram no volume percolado, que foi coletado no dia 3;

Entre os dias 8 e 11 ocorreram precipitacdes de menor intensidade, que apesar
de influenciar nas coletas seguintes, ndo geraram percolado;

Entre os dias 11 e 14, ocorreu um evento chuvoso que gerou quantidade
suficiente de percolado para a realizagdo de testes de toxicidade;

No dia 15 ocorreu o ultimo episodio de precipitacdo registrado no periodo,

devido a intensidade do evento, ocorrido durante a simulacdo de chuva, ao
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invés de se utilizar 5 litros de agua, foram utilizados apenas 3 litros. O volume
de percolado gerado foi superior ao dos outros dias. Nota-se que neste dia
ocorreu reducdo significativa da temperatura ambiente e na superficie do

tanque, bem como da intensidade luminosa (Figura 28 e Figura 30).

Ao longo do experimento, a temperatura ambiente média foi de 23,78°C, com minima
de 16,07°C e méaxima de 32,96°C, enquanto que as temperaturas maxima e minima atingidas
pelo solo foram de 57,53°C e 15,52°C, respectivamente, demonstrando a diferenca existente
entre as temperaturas atingidas na superficie e no meio do solo, o que pode alterar a

degradacéo do produto (Figura 5.15).

Figura 5.15: Temperaturas, em °C, registradas durante o periodo de experimentos em condicéo
ambiente, do dia 16 de Janeiro (Dia 1) ao dia 2 de Fevereiro (Dia 18)
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Figura 5.16: Precipitacdes, em mm, registradas durante o periodo de experimentos em condicao
ambiente, do dia 16 de Janeiro (Dia 1) ao dia 2 de Fevereiro (Dia 18)
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Figura 5.17: Intensidade luminosa, em lux, registrada durante o periodo de experimentos em condigédo
ambiente, do dia 16 de Janeiro (Dia 1) ao dia 2 de Fevereiro (Dia 18).
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Para os experimentos sob condigdes ambientais , ao contréario do que foi verificado nos
testes em temperatura controlada a 23°C, ndo foi possivel identificar toxicidade dos
percolados relacionados ao Kraft®, apresentando resultados analogos aos encontrados nos
experimentos sob temperatura controlada a 33°C, como pode ser observado na Tabela 5.5.

No dia 1, similar ao ocorrido sob a condi¢cdo de temperatura controlada de 33°C, o
percolado apresentou toxicidade em todos os tratamentos, incluindo dos tanques controle,
com 100% de imobilizacdo aos organismos expostos, porém, ainda no dia 3 algumas réplicas
de tratamentos ainda apresentaram toxicidade. Mas, ndo é possivel associar esse efeito toxico

encontrado nos primeiros dias de experimento aos agrotdxicos utilizados.
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Tabela 5.5: Pencetuais de imobilidade (média £ desvio padrao) de D. similis em resposta aos
percolados produzidos nos mesocosmos tratados com os agrotoxicos Kraft (K), Score (S) e a mistura
deles (K+S) em relacdo ao controle (C) & condi¢cGes ambientais naturais

Imobilidade (%)

Dla —=17"¢2 KI Kz K3 SL S2 53 K+SI K+S2 K53

1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

3 0 5 0 0 60 100 5 100 5 45 0

8 0 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0
11 0 0 0 0 45 0 0 35 0 0 0
14 0 10 0 0 0 5 0 5 5 5 0
15 5 5 0 0 35 10 0 0 30 0 5
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5

Legenda: || Efeito Toxico
[ IEfeito ndo toxico
Fonte: O Autor

5.6.3 A toxicidade do Kraft® e Score® e a influéncia da temperatura

Os parametros fisico-quimicos encontrados na maior parte dos dias indicaram nao
causar interferéncia nos resultados dos testes de toxicidade aguda, sendo que a resultado da
toxicidade das amostras produzidas nos mesocosmos controle ndo indicaram claras relagéo de
causa e efeito. Com excecdo de amostras coletadas no dia 1, as quais sob temperaturas mais
altas apresentaram toxicidade para os organismos testes. Assim, os nutrientes analisados dao
indicios de como esta ocorrendo o metabolismo dos microrganismos do solo, sendo ele
fortemente variavel, dependendo das condi¢des. Portanto, 0 aumento de temperatura deve
produzir alteracBes nas producBes de compostos e da disponibilidade de cada molécula,
interferindo no efeito tdxico dos percolados nos organismos teste (SCORZA JUNIOR;
FRANCO, 2013).

Nas diferentes condi¢Oes de temperatura controlada, 23 e 33°C, foram verificadas
diferencas na toxicidade do Kraft ao organismo teste, o cladocero Daphnia similis. Sob
temperatura controlada mais baixa, a 23°C, nos dias 1, 8 e 15 em que ocorreu aplicacdo dos
agrotoxicos, o percolado produzido pelo tratamento com o Kraft isoladamente e em mistura
causou toxicidade, provocando mortalidade ou imobilidade da grande parte dos organismos,
sugerindo efeito do principio ativo ou de metabolitos gerados durante sua degradacao.

Com relacéo aos dias em que s6 ocorreram as chuvas, o Kraft apresentou persisténcia
entre a segunda e terceira contaminacéo, com toxicidade aos organismos. Porém, nos dias 4 e

18 do experimento, ndo ocorreram efeitos toxicos para o Kraft.
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Esse comportamento do agrotoxico na coluna de solo varia de acordo com a
composicdo do meio (SARKAR et al. 2020). A adsorcdo da abamectina em solos brasileiros
foi objeto do estudo de Dionisio e Rath (2016), indicando que a argila e a matéria organica
contidas nos solos possuem baixa capacidade de promover a dessor¢do do composto, o que
ndo implica que o processo seja irreversivel. Contudo, sob temperatura mais baixa, apesar de
0 solo conter quantidades relativamente altas de argila e matéria orgéanica, por conta da
caracteristica de baixo valor de CTC, ainda assim o agrotoxico e seus metabdlitos foram
lixiviados, indicando efeito toxico associado ao produto.

Por outro lado, sob temperatura de 33°C e sob condi¢cbes ambiente, no qual os
simuladores foram expostos as condi¢cdes ambientais durante um dos meses com temperaturas
mais elevadas no ano, o Kraft® ndo apresentou efeito toxico sobre os organismos, ndo
apresentando diferenca significativa em relacdo aos resultados dos mesocosmos controles, o
que indica uma possivel degradacdo do composto ou da produgdo de metabolitos menos
toxicos. A degradacdo do principio ativo do agrotéxico, a abamectina, ocorre principalmente
pela acdo de microrganismos aerobios, € o que indica estudos como o de Krogh et al. (2009),
que sob condicdes de anaerobiose verificou que a velocidade de dissipacdo da ivermectina,
substancia da mesma classe da abamectina, no solo era praticamente constante. O trabalho ja
citado de Dionisio e Rath (2016) obtém resultados semelhantes, ao verificar que em solos
estéreis a abamectina praticamente ndo se degrada ao longo do tempo, o oposto do que
ocorreu em solos ndo estéreis. Assim, é possivel associar o aumento da temperatura com uma
aceleracdo do metabolismo envolvido na degradacdo do agrotdxico e na producdo de
subprodutos menos téxicos, o que também sugere o trabalho de Krogh et al. (2009) quando
verificaram um aumento de temperatura, de 6 a 20°C, associado a uma menor disponibilidade
da ivermectina.

Além dos tratamentos com Kraft® e Score® individualmente, a aplicacdo de ambos em
mistura, tanto sob condic¢des controladas quanto ambientes, indicou um resultado equivalente
ao dos tratamentos com o Kraft® aplicado individualmente, ou seja, em menor temperatura o
efeito foi predominantemente tdxico e na maior temperatura ndo ocorreu efeito toxico, o que
sugere que a toxicidade da mistura é determinada pelo Kraft®. Em contrapartida, Sanches et
al. (2017) investigaram os efeitos dos ingredientes ativos dos produtos utilizados no presente
trabalho, abamectina e difenoconazol, aplicados individualmente e em mistura, avaliando a
letalidade em adultos de Danio rerio, encontram CLs, de 59 pg/L para abamectina e 1,4 mg/L
para difenoconazol, quando aplicados em mistura os produtos apresentaram um efeito

sinérgico. Tambem em contraposic¢do aos resultados aqui encontrados, Sanches et al. (2018),
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utilizando D. rerio em estagios iniciais de vida, encontrou também efeitos sinérgicos entre os
compostos puros, abamectina e difenoconazol, em altas doses, entretanto, em doses mais
baixas o efeito apresentado foi antagonico.

Os resultados de auséncia de toxicidade em alta temperatura (33°C) e em condi¢cbes
ambientais naturais ao serem comparados com toxicidade apresentada nos experimentos
realizados sob baixa temperatura (23°C) indicam que 0 aumento de temperatura implicou na
reducdo de efeito toxico. A temperatura € um dos fatores abidticos mais importantes, tanto na
regulacdo fisioldégica dos organismos, quanto em seu eventual protagonismo sobre a
toxicidade de uma substéncia, apresentando correlagdes positivas ou negativas a depender do
modo de acao, tipo de organismo e a rota de exposicdo (ABBES et al., 2015).

Algumas pesquisas também foram realizadas com o intuito de se estudar a influéncia
da temperatura na toxicidade, como é o caso do trabalho de Boina et al. (2009) que investigou
a toxicidade de diversos agrotoxicos em hemipteras Diaphorina citri, dentre os quais a
abamectina, ingrediente ativo do Kraft®, em diferentes condices de temperatura; 17°C, 27°C
e 37°. Em contraste aos resultados apresentados aqui anteriormente, o estudo em questao
sugere uma correlacdo positiva entre 0 aumento de temperatura e a toxicidade da abamectina,
representada pelos CLsy (17°C: CLsp = 8,60 mg/L; 27°C: CLso = 3,67 mg/L; 37°C: 0,48
mg/L). Entretanto, no mesmo artigo, 0s autores apresentaram correlacdo negativa entre dois
pesticidas da classe dos piretroides e a temperatura, apresentando menores Clso para
condicdes de temperatura de 37°C.

Outro estudo, realizado com o inseto Frankliniella occidentalis ndo encontrou uma
diferenca significativa na sobrevivéncia dos organismos quando submetidos apenas as
diferentes temperaturas (21°C, 26°C e 33°C), porém, quando ocorreu também a exposi¢ao ao
pesticida avermectina, da mesma classe da abamectina, na dose de 45 mg/L, a sobrevivéncia
foi menor quanto maior a temperatura, sendo que ocorreu reducdo de aproximadamente
metade dos organismos na temperatura mais elevada, indicando um efeito sinérgico desse
aspecto ambiental (Li et al., 2014).

A ndo verificagdo do aumento de toxicidade com o aumento da temperatura nos
resultados aqui presentes pode estar relacionado ao fato da abamectina possuir uma molécula
fotodegradavel, e como a temperatura tem grande influéncia sobre a cinética de reacdes
bioquimicas, acelerando-as, pode ter reduzido a sua disponibilidade e de metabdlitos mais
toxicos nas amostras. Além disso, grande parte dos estudos submete 0s organismos

diretamente a uma condicdo mais alta de temperatura enquanto no presente trabalho a
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temperatura das amostras foram aclimatadas as mesmas condigdes de cultivo (DIONISIO;
RATH,2016; NOYES et al., 2009).

Fungicidas, também podem apresentar uma intensificacdo de efeitos por meio da
temperatura, como discutiram Cuco et al. (2016), que dentre as substancias estudadas estava o
tebuconazol, um triazol, da mesma classe de quimicos do difenoconazol, em concentra¢des no
intervalo de 154 a 300 pg/L, com temperaturas variando entre 17 e 23°C, encontraram uma
relacdo positiva de dependéncia entre temperatura e toxicidade, em que temperaturas mais
altas representaram aumento na mortalidade do cladécero Daphnia lagispina, utilizado como
organismo teste. Entretanto, em nenhuma condicéo de temperatura o Score® apresentou efeito
toxico nas condi¢es testadas.

Nos testes sob condi¢bes ambiental, a maior variabilidade nos valores dos parametros
pode estar associada a ocorréncia de precipitacdo natural, como a ocorrida no terceiro e nos
ultimos dias de experimento. Tal fato pode estar associado a uma maior acidez na &gua
precipitada. Por conta do equilibrio entre o didxido de carbono da atmosfera e a &gua
precipitada, um processo que ocorre naturalmente, as chuvas podem chegar a valores
inferiores a 5 , sendo consideradas chuva acida. Como um carater acido das adguas da chuva
sdo frequentes, inclusive observadas em regides ndo poluidas, tal acidez pode ter contribuido
para a liberacdo de ions no percolado, em oposicdo a agua utilizada nas simulacdes a qual
apresentou carater basico, com pH superior a 6 (intervalo de 6,11 a 6,69, considerando as
amostras que foram medidas durante o experimento) (FORNARO, 2006).

A precipitacdo de chuva &cida pode implicar em consequéncias para 0 solo e 0s ions
nele presentes. A presenca de anions acidos fortes, como o0 SO; * e o NOs, facilitam a
lixiviagdo do fon Ca**, predominando assim fons como AI** (que tem a capacidade de
hidrolisar a agua reduzindo o pH) e H* no complexo de troca, bem como na solugéo do solo e
na dgua de drenagem, influenciando diretamente nos parametros medidos. Porém, nédo é facil
identificar se ou quando essa acidificacdo provém de processos internos do solo ou da chuva
acida. (BRADY; WEIL, 2013).

Ja com relagdo a toxicidade dos agrotoxicos, esta depende da disponibilidade dos
contaminantes disponiveis nas soluc@es que percolaram o solo e ficam suscetiveis. Se por um
lado o trabalho de Milhome et al. (2009) indica uma maior possibilidade de contaminacdo de
aguas subterraneas por difenoconazol do que por abamectina em regides agricolas, Pinheiro,
Moraes e Silva (2011) identificaram com maior frequéncia fungicidas nas camadas mais
superficiais do solo, o que pode indicar uma menor movimentacdo em direcdo as aguas

subterraneas desse tipo de substancia.
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Os resultados para o fungicida sistémico Score®, com excecéo dos obtidos no dia 1,
ndo apresentaram toxicidade aguda para o organismo teste D. similis, independendo das
condicdes de temperatura, que podem sugerir que a concentracao presente no percolado esta
abaixo da concentracdo com efeito para a espécie.

Apesar dos resultados ndo toxicos para o Score®, em ambas as temperaturas, vale
ressaltar que autores como Mu et. al (2013) obtiveram valores para CLsg referentes a trés
fases de desenvolvimento de Danio rerio: 1,17 mg/L para fase larval, 1,45 mg/L para a adulta
e de 2,34 mg/L para a embrionaria, valores que podem ser encontrados no ambiente ou
associados a legumes ou frutas em que é comumente utilizado, como o tomate, a depender de
praticas incorretas no preparo da calda e aplicacdo, caracteristicas ambientais (KONG et al.,
2012).

Quanto ao Kraft® cujo principio ativo é a abamectina, muitos trabalhos sugerem
consequéncias negativas de seu uso para organismos aquaticos. Novelli et al. (2012)
encontraram um CEsp (48 h) para Daphnia similis de apenas 5,1 ng abamectina/L,
corroborando com a toxicidade expressa para a quantidade utilizada no presente trabalho.

Apesar de os resultados indicarem que sob condicGes temperaturas elevadas,
analisando a partir dos resultados dos dias 3 e 4, ndo ocorre efeito toxico dos agrotoxicos nos
organismos testados, o conjunto de fatores abidticos e bidticos tornam as interacdes
complexas. As caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos sdo especificas e tais
fatores impactam no comportamento dos agrotdxicos, processos de adsorcao, lixiviacdo, entre
outros. Além disso, o avanco tecnolégico nas plantacdes, bem como alteragbes normativas,
aumentam a quantidade e diversidade de produtos utilizados, criando novas ameagas podendo
alterar comportamento e populagfes de organismos ndo alvo, aumentando o grau de
suscetibilidade das aguas subterraneas e modificando a ocorréncia processos fisico-quimicos e
biologicos, criando novas possibilidades de interagdo, em que o aumento de temperatura
possa interferir na toxicidade dos agrotdxicos, havendo sempre a necessidade de novos
estudos. Alem disso, vale ressaltar que as culturas de morangos (principais culturas nos quais
0s compostos estudados sdo utilizados) sdo plantadas em areas com climas mais amenos, o
gue demonstra o risco ambiental que esses compostos apresentam para 0s ambientes terrestres

e aquaticos.
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6 Conclusao

O percolado contendo o acaricida Kraft® apresentou toxicidade aguda a 23°C aos
organismos-teste Daphnia similis, apds a realizacdo das contaminacdes, simulacdes de chuva
e sua percolacdo nos simuladores, o que demonstra a vulnerabilidade das aguas subterraneas e
superficiais e das comunidades associadas. Sob temperaturas mais altas, o percolado
apresentou toxicidade apenas no experimento do dia 1, porém, esse resultado se repetiu para
todos os tratamentos. Adicionalmente, cabe ressaltar que frequentemente as atividades
agricolas ocorrem em &reas proximas aos mananciais, onde tanto a irrigacdo quanto eventos
chuvosos podem favorecer o carreamento de contaminantes por meio de lixiviacdo e
escoamento superficial.

O percolado do fungicida Score® causou toxicidade aos organismos-teste estudados
apenas na chuva ocorrida no dia 1, para as temperaturas mais altas, em ocasides em que as
amostras originadas no mesocosmos controles também apresentaram toxicidade, indicando a
ndo relacdo com o agrotdxico. Para o restante dos dias de experimentos e nas condigdes
estudadas, porém, ndo indicaram efeito toxico do percolado associado ao fungicida.

Os percolados relativos a mistura dos dois agrotdxicos apresentaram resultados
analogos aos obtidos com Kraft® aplicado isoladamente, implicando em toxicidade sob
temperatura de 23°C e néo toxicidade sob temperatura de 33°C e em condigdes ambientais,
indicando que a toxicidade da mistura esta diretamente relacionada a toxicidade do Kraft®.

Os testes realizados sob condi¢es ambientais, apesar da grande amplitude térmica,
com temperaturas variando entre 16,07°C e 32,96°C apresentou auséncia de toxicidade nos
experimentos, se aproximando assim do comportamento apresentado sob 33°C, demonstrando
a importancia da temperatura na toxicidade e comportamento desses compostos.

Por fim, aspectos como o tipo e composi¢do do solo, clima, umidade ou regime
pluviométrico, o tipo de organismo utilizado nos ensaios, podem resultar em efeitos distintos,

sendo necessarios novos estudos avaliando outros tipos de cenario.
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