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RESUMO

NEGRO, G. S. Aplicacdo de carvao ativado em p6 para remediacdo de aguas
contaminadas com o0s agrotoxicos Fipronil e 2,4-D. 2021. Monografia (Trabalho de
Concluséao de Curso) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Carlos, 2021.

A expansdo do cultivo de cana-de-agucar tem como consequéncia 0 aumento do uso de
agrotoxicos, como o 2,4-D e o fipronil. Esses compostos j& foram detectados em corpos
hidricos brasileiros e podem gerar impactos em organismos ndo-alvo. Assim, a presente
pesquisa buscou remediar aguas contaminadas com fipronil e 2,4-D, isolados e em mistura,
utilizando o carvdo ativado em pé (CAP) como adsorvente. Para isso, testes em batelada
foram feitos variando i) a dosagem de CAP (25 a 3200 mg CAP L™Y); ii) tempo de contato
entre 0 CAP e os contaminantes (15 a 60 min); e iii) concentragéo inicial dos contaminantes
(100 a 100 pg L™ de fipronil e 83,75 a 8375 ug L™ de 2,4-D). Tratamentos foram feitos com
aguas contaminadas com 0s agrotoxicos isoladamente e, posteriormente, com a mistura dos
compostos. Anélises quimicas foram feitas para verificar a ocorréncia da remediag&o, além de
testes ecotoxicoldgicos com organismos bioindicadores. Para as dguas com o fipronil isolado,
os ensaios foram feitos com o claddcero neotropical Ceriodaphnia silvestrii. Nesse caso, 0
tratamento mais eficiente, para a concentragao inicial de 100 pg L de fipronil, ocorreu com
200 mg CAP L1, com 60 min de agitacdo. Para as aguas com 2,4-D isolado, a avaliagio de
ecotoxicidade foi feita com sementes de Eruca sativa L., sendo que o tratamento mais
eficiente, para concentracéo inicial de 837,5 ug L™ de 2,4-D, ocorreu com 200 mg CAP L7,
com 15 min de agitacdo. Considerando os tratamentos com mistura de fipronil e 2,4-D, testes
foram feitos com C. silvestrii e E. sativa L. e a quantificacdo quimica foi feita para as aguas
tratadas com CAP. O tratamento mais eficiente (200 mg CAP L1, com 60 min de agitac&o)
obteve remoc@es superiores a 99% para ambos 0s agrotoxicos. Além disso, bioensaios foram
feitos com o oligoqueta Enchytraeus crypticus para avaliar o potencial de contaminagéo da
disposigéo irregular do CAP em solo. Porém, ndo foram observados efeitos ecotoxicologicos
para a reproducdo desses organismos. Portanto, o tratamento com CAP foi eficiente na
remocéo de fipronil e 2,4-D isolados e em mistura, sendo que os testes ecotoxicoldgicos se

mostraram ferramentas eficientes e acessiveis para complementar as quantificagdes quimicas.

Palavras-chave: Ecotoxicidade. Adsorcao. Bioindicadores. Tratamento de efluentes.






ABSTRACT

NEGRO, G. S. Application of powder activated carbon to remediate contaminated water
with Fipronil and 2,4-D Pesticides: 2021. Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) —
Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2021.

The expansion of sugarcane cultivation has resulted in the increased use of pesticides, such as
2,4-D and fipronil. These compounds have already been detected in Brazilian water bodies
and can impact non-target organisms. Thus, this research sought to remedy water
contaminated with fipronil and 2,4-D, isolated and mixed, using powdered activated carbon
(PAC) as an adsorbent. For this, batch tests were carried out varying i) the dosage of PAC (25
to 3200 mg PAC L™); ii) contact time between the PAC and the contaminants (15 to 60 min);
and iii) initial concentration of contaminants (100 to 100 pg Lt of fipronil and 83.75 to 8375
ug L of 2,4-D). Treatments were carried out with water contaminated with pesticides alone
and, later, with a mixture of compounds. Chemical analyses were performed to verify the
occurrence of remediation, and ecotoxicological tests used bioindicator organisms. For waters
with isolated fipronil, the tests were carried out with the neotropical cladoceran Ceriodaphnia
silvestrii. In this case, the most efficient treatment, for the initial concentration of 100 pg L™
of fipronil, occurred with 200 mg PAC L, with 60 min of agitation. For waters with isolated
2,4-D, the ecotoxicity evaluation was carried out with seeds of Eruca sativa L., with the most
efficient treatment, for an initial concentration of 837.5 pg Lt of 2,4-D, it occurred with 200
mg PAC L, with 15 min of agitation. Considering the treatments with a mixture of fipronil
and 2,4-D, tests were carried out with C. silvestrii and E. sativa L., and chemical
quantification was carried out for the waters treated with PAC. The most efficient treatment
(200 mg PAC L, with 60 min of agitation) obtained removals greater than 99% for both
pesticides. Furthermore, bioassays were carried out with the oligochaete Enchytraeus
crypticus to assess the potential for contamination of the irregular disposition of CAP in soil.
However, no ecotoxicological effects were observed for the reproduction of these organisms.
Therefore, the treatment with PAC was efficient in removing fipronil and 2,4-D isolated and
mixed, and ecotoxicological tests proved to be efficient and accessible tools to complement

chemical quantifications.

Keywords: Ecotoxicity. Adsorption. Bioindicators. Wastewater treatment.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de cana-de-acucar desempenha papel importante na economia brasileira e,
desde a década de 1930, o pais passou a investir na producdo de etanol como resposta as
crises do aglcar e a dependéncia dos combustiveis fosseis. Em 1975, iniciou-se o programa
Proalcool com a intencdo de desenvolver tecnologias para a producédo de etanol de forma mais
eficiente (CORTEZ, 2018; CRUZ et al., 2016). De 1980 a 2018, a area cultivada na regido
Centro-Sul passou de 1.725.728 a 9.131.832 hectares, de forma que, apenas no estado de S&o
Paulo, 5.555.502 hectares foram utilizados para plantacdo de cana-de-aclcar em 2018
(UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA DE AGCUCAR - UNICA, 2020). O etanol é
considerado uma fonte renovavel de energia, por ter como matéria-prima a cana-de-agucar.
Além disso, esse biocombustivel é considerado uma fonte de energia mais limpa, pois,
durante o cultivo, a cana-de-agucar consome parte dos gases liberados na sua combustdo,
tornando a producao do etanol uma alternativa ao uso dos combustiveis tradicionais derivados
do petréleo (CREMONEZ et al., 2015).

Entretanto, diante da crescente demanda, € necessario pensar em modelos de producéo
que apresentem menor impacto ou que compensem 0 impacto gerado no ambiente. Nesse
contexto, é necessario estimular o aumento da producdo de cana-de-agUcar sem que ocorra
desmatamento de areas destinadas a protecdo ambiental. Por exemplo, uma alternativa é a
conversdo de areas de pastagens improdutivas em plantacdes, uma vez que a pecuaria no
Brasil apresenta areas subutilizadas (FERREIRA FILHO; HORRIDGE, 2014; HOGARTH,
2017). Essa alternativa ainda prevé a reducdo das emissdes de gases do efeito estufa por parte
da pastagem, podendo intervir positivamente no microclima (BORDONAL, 2018). Além
disso, também é preciso identificar os impactos gerados pelo uso de agrotdxicos para controle
de pragas nas culturas de cana-de-acglcar. Esses contaminantes podem afetar organismos néo-
alvo e atingir o solo e os recursos hidricos, afetando os servicos ambientais e os relacionados
a saude humana (STEHLE; SCHULZ, 2015).

Segundo os Relatdrios de Comercializagdo de Agrotoxicos do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, a venda desses produtos
cresceu mais de 2,8 vezes entre 0s anos de 2000 e 2019 (IBAMA, 2019). O consumo nacional
de ingredientes ativos de agrotoxicos e afins por area plantada, indice calculado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, cresceu de 3,2 para 6,7 kg ha™, entre 2000 e

2014, indicando crescimento do consumo acima do aumento da area plantada, o que deve ser
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um ponto de atencdo quando pensamos em impactos gerados por cultivos agricolas (IBGE,
2021; VALADARES; ALVES; GALIZA, 2020). Dois agrotoxicos amplamente utilizados no
Brasil séo o fipronil e o0 2,4-D, especialmente no cultivo de cana-de-acucar. O fipronil é um
inseticida, utilizado no combate de pragas como carrapatos, pulgas, cupins, formigas e
lagartas (TINGLE et al., 2003). Por outro lado, 0 2,4-D é um herbicida que tem acdo em
plantas de folhas largas, sendo muito utilizado para controle de ervas daninhas no cultivo de
cana-de-acucar (SONG, 2014).

Os agrotoxicos podem ser carregados pela acdo do vento ou pelo escoamento
superficial até os corpos hidricos e podem afetar ecossistemas adjacentes (BONMATIN,
2015). Para avaliar os efeitos em organismos ndo-alvo, sdo utilizados testes ecotoxicoldgicos
padronizados, com organismos indicadores, como Ceriodaphnia silvestrii para amostras
aquaticas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS - ABNT, 2017) ou
Enchytraeus sp. para amostras de solo (ABNT, 2012). Por outro lado, testes de germinacgéo de
sementes também sdo empregados, como recomendado pela United States Environmental
Protection Agency - USEPA (1996) para avaliar efeitos de agrotdxicos em vegetais.

No Brasil, o artigo 3° da Lei n° 7.802, de 11 de junho de 1989, estabelece que é
proibido o registro de agrotdxicos para 0s quais 0 pais ndo tenha métodos para desativacao de
seus componentes, de forma que 0s seus residuos remanescentes ndo provoquem riscos ao
meio ambiente e a salde publica (BRASIL, 1989). Portanto, faz-se necessario desenvolver
tecnologias capazes de remediar os riscos gerados pelos agrotdxicos que ja estdo em uso.
Nesse caso, a remediacdo desses compostos pode ser feita por processos fisico-quimicos,
como a adsorcdo. Por exemplo, o carvdo ativado em p6 (CAP) ou granular sdo adsorventes
muito utilizados para tratamento de A&gua, especialmente na etapa de filtracdo (DI
BERNARDO; DANTAS; VOLTAN, 2012). O CAP ja se mostrou efetivo na adsorcdo de
compostos organoclorados, dentre eles 0 2,4-D (AKSU; KABASAKAL, 2005).

Considerando a necessidade de tratamentos eficientes e acessiveis para agrotdxicos, o
objetivo da presente pesquisa foi propor a remocéo dos agrotdxicos fipronil e 2,4-D, isolados
e em mistura, em agua utilizando o CAP. Para isso, foram testadas diferentes dosagens de
CAP (25 a 3200 mg L), tempo de contato entre o adsorvente e 0s compostos quimicos (15 a
60 min) e concentragBes nominais dos contaminantes para otimizar os tratamentos para
fipronil e 2,4-D individualmente (até 1.000 e 8375 ng L, respectivamente). Em seguida,
buscou-se pelo melhor tratamento para dguas contaminadas com a mistura dos ingredientes
ativos (100 e 837,5 ug L para fipronil e 2,4-D, respectivamente). Para validacdo dos

tratamentos, foram propostos testes ecotoxicologicos com organismos indicadores (C.



29

silvestrii e E. sativa L.) e os resultados foram validados por meio de quantificagdes quimicas.
Por fim, para avaliar possiveis efeitos da aplicacéo irregular do CAP utilizado no solo, foi

utilizado uma espécie terrestre bioindicadora (Enchytraeus crypticus).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Agrotdxicos

No Brasil, segundo a Lei n® 7.802, de 11 de junho de 1989, os agrotoxicos sdo 0s
produtos quimicos utilizados com o objetivo de alterar a composicao da flora ou da fauna, a
fim de impedir a agdo danosa de seres vivos considerados nocivos as atividades desenvolvidas
nesses locais, a partir de processos fisicos, quimicos ou biologicos (BRASIL, 1989). Sua
utilizacdo pode ser tanto na producdo como nos setores de armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, em pastagens, na protecdo de florestas, entre outros ecossistemas e
ambientes urbanos. Dentre 0os compostos inclusos nessa classificagao, destacam-se o fipronil e
0 2,4-D, dois dos ingredientes ativos mais utilizados nos cultivos de cana-de-agUcar no Brasil
(GOULART et al. 2020; MOUTINHO et al. 2020).

2.1.1. Fipronil

O inseticida  fipronil  (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-4-
(trifluoromethylsulfinyl) pyrazole-3-carbonitrile) (Figura 1), € geralmente encontrado na
forma granular e muito utilizado por seu custo-beneficio. Mesmo em baixas concentracGes, 0
fipronil é efetivo para o combate de pragas como carrapatos, pulgas, cupins, formigas e
lagartas (TINGLE et al., 2003). Esse agrotoxico atinge o sistema nervoso dos organismos-
alvo, interage com os receptores GABA podendo gerar paralisia, convulsbes e morte
(OKUMURA et al., 2016). A solubilidade desse inseticida em agua (20 °C) € de 1,9 e 2,4 mg
L (considerando pH 5 e 9, respectivamente) e sua densidade esta na faixa de 1,477 a 1,626 g
cm® (KIM et al., 2021). Em relagdo a mobilidade, foram encontrados valores de Ko (i.e.,
constante de sor¢do normalizada para o teor de carbono organico) entre 825 e 6863, indicando
gue ha uma tendencia do composto ser adsorvido por sélidos em suspensdo e no sedimento

quando encontrado em ambientes aquaticos (KIM et al., 2021).
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Figura 1: Formula estrutural Fipronil

Cl
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Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2020)

O registro desse inseticida foi concedido no Brasil no Diério Oficial da Unido no Ato
n° 1, de 09 de janeiro de 2019 e foi considerado como “Classe 11 — Produto Muito Perigoso ao
Meio Ambiente” quanto ao seu potencial de periculosidade ambiental (BRASIL, 2019).
Contudo, em alguns paises, essa formulacdo foi proibida, uma vez que estudos identificaram
mortalidade de abelhas e de espécies ndo-alvo decorrentes da aplicagdo do fipronil,
desencadeando consequéncias ambientais e econémicas (OKUMURA et al., 2016). No Brasil,
ja foram identificadas concentragdes de até 26,2 pg L™ em rios da regido Sul localizados em
areas de cultivo de arroz (MARCHESAN et al., 2010). No estado de S&o Paulo, foram
reportadas concentragbes de 4650 pg LT em Aaguas superficiais (COMPANHIA
AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO - CETESB, 2017)

Outro problema relacionado a esse inseticida é a sua degradacdo por fotolise e
hidrélise, que podem gerar compostos igualmente ou mais toxicos que o fipronil, como os
metabolitos sulfona, sulfeto, amida e desulfinil (KIM et al., 2021 OKUMURA et al., 2016).
Ademais, Bhatti et al. (2019) indicaram que os produtos da degradacdo desse inseticida foram
encontrados em maior concentracdo em fezes de mamiferos contaminados com fipronil. Esses
autores também indicaram que esse inseticida pode inviabilizar individuos de Escherichia coli
a depender da concentracdo exposta. Em solo e 4gua a meia vida do fipronil é de 25,1 a 91,2
dias em condi¢des aerdbias e esses valores caem para 4,6 a 18,5 dias em condic¢des anaerdbias
(KIM et al., 2021). Esse inseticida possui meia-vida de 4,1 h quando submetido a fotdlise em
ambientes aquaticos; porém, quando submetido a hidrolise, em pH 5,5 a 7,0, o fipronil é
estavel a degradagédo (KIM et al., 2021).

Em relacdo a saude humana, foi identificado que a exposi¢do a esse contaminante
pode gerar sintomas temporarios, como dores de cabeca e tontura, além de irritagdo nos olhos
e pele e nos sistemas gastrointestinal e respiratorio (KIM et al., 2021). Também ha estudos
ecotoxicologicos indicando efeito em larvas do macroinvertebrado Chironomus dilutus, com a

mortalidade de 50% da popula¢do em aguas com a concentragdo de 32,5 pg L™* (WESTON;
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LYDY, 2014). Para o cladocero Ceriodaphnia dubia, a concentracdo de fipronil que causou
letalidade de 50% da populagdo encontrada foi de 10,3 pg L (KONWICK et al., 2005;
WILSON et al., 2008) e, para Ceriodaphnia silvestrii, foi encontrada a concentracdo de
3,9 ug Lt do ingrediente ativo (SILVA et al., 2020). Em plantas, ha estudo indicando que
concentragfes acima de 2,5 ppm de fipronil podem causar efeitos genotoxicos na cebola
Allium cepa L. (KARAISMAILOGLU, 2017). Foram encontradas concentragdes de
toxicidade em 96 h para organismos de solo, incluindo o colémbolo Folsomia candida, de
450 pg Lt de fipronil, 430 ug L de fipronil sulfona e 160 pg L™ de fipronil sulfide (SAN
MIGUEL et al., 2008).

212. 2,4-D

O herbicida 2,4-D (4cido 2-(2,4-dichlorophenoxy)acético) (Figura 2) € altamente
soltvel e usado em plantacdes de cana-de-agUcar e milho para o controle de ervas daninhas de
folhas largas (BURNS; SWAEN, 2012). Esse agrotdxico tem coloracdo branca para
amarelada, com leve odor fendlico (KIM et al., 2021). Dependendo das condicGes locais, 0
2,4-D pode ter meia-vida de 10 a 50 dias na agua, periodo que pode ser maior em aguas com
pouco nutrientes; em solos, esse composto possui tempo de meia-vida entre 7 e 14 dias
(MERINI et al., 2007; ORDAZ-GUILLEN et al., 2014). No corpo humano, o 2,4-D tem
tempo de meia-vida de aproximadamente um dia (KIM et al.,, 2021). Em relacdo a
mobilidade, a Ko estd entre 20 e 136, valores baixos que representam alta a muito alta
mobilidade no solo e baixa probabilidade de ser adsorvido em particulas suspensas ou em
substrato quando encontrado em ambientes aquaticos (KIM et al., 2021).

Figura 2: Férmula estrutural 2,4-D

o Q— OCH,CO,H

Cl

Fonte: ANVISA (2021)

Historicamente, 2,4-D foi um dos componentes do Agente Laranja, utilizado na
Guerra do Vietna e pode estar associado a causa de diversas doencas no ser humano, como

cancer, doencas neuroldgicas e efeitos na reproducdo, apresentando alto risco quando
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encontrado no ambiente (KIM et al., 2021). Na literatura, foram encontradas concentragoes
entre 4 e 24 pg L de 2,4-D em ambientes aquaticos (ISLAM et al., 2018). No estado de S&o
Paulo, foram encontradas concentracdes de 366,6 ug L™ de 2,4-D em aguas superficiais
(CETESB, 2017). Esse herbicida pode ser degradado por acdo bioldgica e, em meio aquoso,
esta sujeito a degradacdo por fotolise, assim como outros herbicidas fenolicos (KIM et al.,
2021).

Segundo ANVISA (2021), a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) humana desse
ingrediente ativo é de 0,01 mg kg™ de peso corpdreo, e apresenta efeitos agudos em humanos
a partir de 0,75 mg kg™ de peso corpdreo por dia. Em relagdo aos ensaios ecotoxicoldgicos,
Ozkul et al. (2016) também mostraram os efeitos desse herbicida em A. cepa, com
concentragdo de 4,02 mg L, incluindo a inibi¢do do crescimento das raizes dos organismos
contaminados. Por outro lado, Silva et al. (2020) observaram letalidade a 50% da populagéo
de C. silvestrii com concentraco de 169 + 18 mg L™ de 2,4-D. Em testes com Enchytraeus
crypticus, foram observados efeitos negativos para concentragdo de 37,6 mg de 2,4-D kg de
solo (TRIQUES et al., 2021). Outras espécies aquaticas também estdo sujeitas aos efeitos
ecotoxicologicos quando expostas ao 2,4-D, como microalgas (Moreira et al., 2020),
macroinvertebrados (PINTO et al., 2021b c), girinos (FREITAS et al., 2019) e peixes
(MOREIRA et al., 2021).

2.2.Mistura de Agrotoxicos

Existem diferentes estudos que buscam entender como substancias quimicas, como 0s
agrotoxicos, afetam os organismos e 0s ecossistemas. A partir deles, é possivel prever qual o
comportamento de um contaminante em determinado meio. Contudo, ha indicios de que a
combinacdo de dois agrotoxicos pode resultar em efeitos diferentes da soma dos efeitos dos
compostos isolados. Por exemplo, para estudos ecotoxicoldgicos, € importante observar se ha
a ocorréncia de efeitos sinérgicos, ou seja, quando o resultado for maior que a soma dos
efeitos isolados, ou de efeitos antagdnicos, quando houver a atenuacdo dos efeitos, pela
mistura de compostos (JONKER et al., 2005).

Na ultima década, alguns estudos desenvolveram andlises empiricas para avaliar a
ecotoxicidade combinada, principalmente para misturas binéarias, ou seja, com apenas dois
compostos. Porém, ha poucas informacgdes para efeitos ecotoxicologicos para combinacdes

com concentragdes ambientalmente relevantes e para combinacGes de mais quimicos
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(MARTIN et al., 2020). Por exemplo, a associacdo de 2,4-D e glifosato, dois herbicidas
amplamente usados no mundo, apresentou efeito sinérgico para fitoplancton e perifiton
(LOZANO et al., 2018). A aplicacdo do fipronil e do 2,4-D séo autorizadas para 0 estagio
pré-emergéncia do cultivo de cana-de-acgucar e, dessa forma, é possivel assumir que esses dois
agrotoxicos podem ser encontrados concomitantemente no ambiente (PINTO et al., 2021%).
Pinto et al. (2021a) registraram alta toxicidade e sinergismo entre esses compostos para
Hyalella meinerti. Além disso, Silva et al. (2020) observaram sinergismo entre 2,4-D e
fipronil para toxicidade aguda de Ceriodaphnia silvestrii e antagonismo para a toxicidade

cronica da mesma espécie.

2.3.Ensaios ecotoxicologicos

A Ecotoxicologia é a ciéncia dos contaminantes e seus efeitos nos constituintes da
biosfera, incluindo os seres humanos (NEWMAN, 2019). Essa area contempla desde estudos
de efeito de contaminantes em células até o estabelecimento de uma previsdo para os efeitos a
nivel ecossistémicos . Os estudos também englobam diferentes organismos, como humanos,
vegetais, animais e microrganismos. Alem disso, a forma de transporte e acumulagdo dos
contaminantes também pode fazer parte dos estudos ecotoxicolégicos. Existem testes
padronizados com organismos indicadores para analise de efeitos ecotoxicologicos de
determinadas substancias ou em determinados meios (e.g., agua, sedimento, solo e ar). Porém,
normas para espécies de clima temperado sdo mais consolidadas, de forma que h& caréncia de
métodos e guias para estudo do risco ecologico utilizando espécies nativas do Brasil ou de
paises com clima tropical (CORBI, 2021; DAAM et al., 2019).

Em ensaios ecotoxicoldgicos de laboratorio, é possivel encontrar as Concentracdes de
Efeito (CE) de diferentes contaminantes para determinadas espécies. As CEx séo
concentracdes de contaminante que causam efeito em uma determinada porcentagem dos
organismos testes (X%), quando comparados com o controle (aquele onde ndo ha
adicdo/presenca do contaminante). Por exemplo, uma concentracdo de efeito muito utilizada é
a CEso, que representa a concentracdo de determinado contaminante que gera efeito em 50%
da populacdo. Também sdo utilizadas as concentra¢cBes nas quais ndo foram observados

efeitos quando comparado com o controle (p < 0,05), representadas geralmente por CENO.
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2.3.1. Ceriodaphnia silvestrii

Ceriodaphnia silvestrii (Figura 2) &€ um microcrustdceo pertencente a Ordem
Cladocera, Classe Crustacea e a Familia Daphniidae, amplamente utilizados em ensaios
ecotoxicoldgicos para avaliacdo da qualidade de dgua (ABNT, 2017; CORBI, 2021). Os
ensaios com essa espécie nativa do Brasil sdo orientados pela norma ABNT NBR
13.373:2017, responsavel por regulamentar os testes ecotoxicologicos aquaticos. Sao
organismos geralmente transparentes, com carapaca de quitina e, em laboratorio, possuem
comprimento corporal entre 0,5 e 0,6 mm. Seu ciclo de vida possui quatro estagios: ovo;
neonato, durante suas primeiras 24 h de vida; juvenil e adultos, a partir da primeira postura de

ovos, totalizando aproximadamente 29 dias de vida (CORBI, 2021).

Figura 3: Ceriodaphnia silvestrii vista em lupa com 40x de aumento.

Fonte: Elaboragdo propria.

O uso dessa espécie para testes ecotoxicologicos € interessante, uma vez que 0S
neonatos sao sensiveis a pequenas varia¢oes de qualidade do meio e ndo exigem muito espago
e infraestrutura para seu cultivo. Em laboratério, os organismos se alimentam de algas (e.g.,
as da espécie Raphidocelis subcapitata) e de racdo para peixe fermentada. Para essa espécie, é
possivel observar se houve toxicidade aguda com testes de exposicdo dos organismos
neonatos a uma determinada condicdo durante 48 h. Ao final desse tempo, é observado se
houve sobrevivéncia ou ndo dos organismos, representada pela mobilidade deles. Esse teste
geralmente apresenta efeitos em maiores concentragfes de contaminantes. Por outro lado, em

menores concentragdes, também ha os testes para avaliar a toxicidade cronica, que verificam
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se ha efeitos deletérios gerados a partir da exposicdo do organismo durante 8 dias as amostras
contaminadas. Por exemplo, um efeito crénico que pode ser observado é a inibicdo da

reproducéo de C. silvestrii.

2.3.2. Testes de germinacdo — Eruca sativa L.

A USEPA (1996) possui um protocolo para avaliacdo de efeitos ecoldgicos em
sementes, avaliando a porcentagem de germinacdo e o crescimento raiz e aéreo do broto. O
teste é feito no escuro e encerra com a germinacdo de 65% das sementes presentes no
controle. O protocolo indica testes ecotoxicolégicos com Lycopersicon esculentum (tomate),
Cucumis sativus (pepino), Lactuca sativa (alface), Glycine max (soja), Brassica oleracea
(repolho), Avena sativa (aveia), Llolium perene (azevém perene), Allium cepa (cebola),
Daucus carota (cenoura) e Zea mays (milho) (USEPA, 1996). Além disso, também podem ser
utilizadas outras espécies sensiveis aos compostos-alvo com importancia econémica ou
ecologica na regido de interesse. Por exemplo, a Eruca sativa L., popularmente conhecida
como rucula, é uma hortalica da familia Brassicaceae, de folhas largas e é considerada a
variedade de rdcula mais cultivada no Brasil (FILGUEIRA, 2003* apud RODRIGUES, 2018).
Por outro lado, Ogura et al. (2022) observaram que plantas como E. sativa L. demonstraram
mais sensibilidade ao 2,4-D em relacdo a outras espécies, como algas e cladéceros (C.

silvestrii), dentre outros organismos bioindicadores.

2.3.3. Enchytraeus crypticus

O uso de Enchytraeus sp. para testes ecotoxicoldgicos é regulamentado no Brasil pela
norma ABNT NBR ISO 16.387:2012. Segundo essa norma, a espécie E. crypticus é adequada
para ser utilizada como organismos-teste, uma vez que esse género possuem relevancia
ecologica, sendo abundante em solos com poucas minhocas. Sdo anelideos oligoguetas
escavadores e sdo de facil manuseio para cultivo em laboratério e em estudos em campo
(ABNT, 2012).

! FILGUEIRA (2003) — FILGUEIRA, F. A. R. Novo manual de olericultura: agrotecnologia moderna na
producédo e comercializacdo de hortalicas. 2. ed. 412 p. Vicosa: UFV, 2003.
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2.4.Agrotdxicos e a Legislacao Brasileira

No Brasil, hd a Lei n® 7.802, de 11 de junho de 1989, que rege sobre pesquisa,
experimentacdo, producdo, embalagem e rotulagem, transporte, armazenamento,
comercializacdo, propaganda comercial, utilizacdo, importacdo, exportacao, destinacdo final
dos residuos e embalagens, registro, classificacdo, controle, inspecdo e fiscalizacdo de
agrotoxicos, seus componentes e afins (BRASIL, 1989). Além dessa Lei, ha outras legislacGes
que regulam ou dispdem sobre limites de concentracdo de agrotoxicos, principalmente, para
corpos d’agua. Segundo a Portaria GM/MS N° 888, de 04 de maio de 2021, do Ministério da
Saude, a qual dispBe sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua
para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, o limite de 2,4-D para que a agua seja
potavel € de 30 pg L e para o fipronil é de 1,2 pg L™ (BRASIL, 2021). O limite de 30 pg L™
para o herbicida 2,4-D também ¢é definido para rios de Classe Il pela Resolucio CONAMA
n°® 357/2005, que dispdem sobre a classificagdo de corpos d’agua superficiais e padroes de
lancamento de efluentes (BRASIL, 2005). Para rios de Classe I, a concentragdo méxima
permitida do contaminante no curso d’agua é de 4,0 ng L. Essa Resolugdo ndo apresenta
valores para fipronil. A Resolucdo CONAMA n° 396/ 2008, atribui diretrizes para o
enquadramento ambiental de &guas subterraneas, também institui padrbes limites para
concentracdo de 2,4-D em agua subterréneas, com varia¢cdes segundo 0 uso preponderante
(BRASIL, 2008). Aguas destinadas ao consumo humano devem seguir o limite de 30 pg L™,
assim como nas legislacdes anteriores, e aguas destinadas a recreacdo devem estar com
concentragdo de 2,4-D abaixo do limite de 100 pg L. N&o apresenta valores para fipronil.
Como descrito no item 1, a Lei federal n® 7.802/ 1989 estabelece que é proibido registro de
agrotoxicos para 0s quais 0 pais ndo possua formas de desativar seus ingredientes ativos e
impedir que esses compostos gerem impactos no ambiente (BRASIL, 1989). Contudo, ainda
h&d muitos agrotoxicos, como o fipronil, que carecem de regulamentacdo e valores

norteadores.
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2.5.Tratamentos para remoc¢do ou degradacdo de agrotoxicos em

agua

Nesse item serdo apresentados alguns estudos que propuseram a remediacdo de aguas
contaminadas com agrotoxicos, com prioridade para tratamentos com adsorventes, aguas
contaminadas com fipronil ou 2,4-D e/ou que tenham elaborados testes ecotoxicol6gicos para
comprovacéo do tratamento.

Aksu e Kabasakal (2005) testaram diferentes situacdes para otimizar a remocao de
2,4-D com carvao ativado em p6 (CAP), destacando-se a temperatura e o pH durante o
tratamento. Os autores obtiveram eficiéncias de remocdo de até 91,9% para aguas
contaminadas com 100 mg L™ desse contaminante. Nesse estudo, eles também encontraram a
capacidade maxima de adsor¢do de 2,4-D pelo CAP igual a 333,3 mg g, a 25 °C e em meio
com pH = 2,0. Além disso, temperaturas mais elevadas reduziram a capacidade maxima de
adsorcéo do CAP.

Por outro lado, Coelho e Rozario (2019) utilizaram carvdo ativado granular (CAG),
em testes rapidos de coluna, para avaliar a remocdo de 2,4-D. Os autores utilizaram agua
ultrapura e agua proveniente da estacdo de tratamento de agua (ETA) para os testes e
observaram que a remocdo foi 67% superior na agua ultrapura, indicando que a matéria
organica natural presente na dgua advinda da ETA pode competir com o contaminante pelos
sitios de adsorcdo do carvao ativado. As autoras obtiveram capacidade de adsorcdo de
74mgg? de CAG para remocio de 2,4-D, e partindo de uma concentragdo de
7.089+104 ug L?, o tratamento foi capaz de atingir dosagens abaixo do limite de
potabilidade de 30 pg L.

Outro material adsorvente com potencial de areas contaminadas com agrotoxicos € o
biocarvéo (i.e., biochar), produzido a partir da pirélise de materiais como arroz, milho e trigo;
além da capacidade de adsorver agrotoxicos, o biocarvdo pode ser aplicado em solos para
melhorar suas propriedades, restaurar fungdes ecoldgicas do substrato e contribuir para o
sequestro de carbono (OGURA et al., 2021).

Vieira et al. (1998) desenvolveram estudos avaliando o potencial de adsorcao de 2,4-D
no solo e concluiram que os processos de adsor¢do do 2,4-D s&o mais acentuados na presenca
de matéria organica. Nesse estudo, para o0 solo com matéria organica, foi encontrado constante
de Freundlich (Ks), que representa a quantidade de agrotdxico adsorvido quando a

concentracdo no equilibrio é igual a unidade, de adsorcdo maior que 4 vezes a mesma
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constante para dessor¢do. Eles também observaram que o herbicida é encontrado na forma
anionica (i.e., com carga negativa) em solucdo aquosa, € ha repulsdo com outros materiais
com cargas negativas, como argilas.

Cotillas et al. (2018) propuseram um tratamento para solos contaminados com 2,4-D
em trés etapas e obtiveram, ao final, a descontaminacdo completa de 100 g de solo
contaminado com 2 mg do herbicida. A primeira etapa foi a lavagem do solo com agua
subterranea, seguida da aplicacdo de carvao ativado granular para adsor¢cdo do contaminante
e, ao fim, a aplicacdo de processos eletroquimicos para remocao total do contaminante do solo
e da agua utilizada na lavagem.

Para remediacdo de aguas contaminadas com 2,4-D, Forti et al. (2020) analisaram a
degradacdo do herbicida a partir de processos oxidativos - oxidacao anodica, processo Fenton,
processo eletro-Fenton, processo fotoeletro-oxidativo e processo fotoeletro-Fenton. Apo6s o
tratamento, os autores utilizaram a agua para germinacao de sementes de pepino para avaliar a
fitotoxicidade da degradagédo pela oxidacdo. Esse estudo utilizou o produto comercial para
Tordon®, que tem o 2,4-D como ingrediente ativo. Por fim, houve 100% de remocio do
herbicida com a aplicacdo dos processos eletro-Fenton e fotoeletro-Fenton e o processo ndo
resultou em oxigénio reativo toxico para as sementes.

Para remocéo de fipronil foram encontradas pesquisas com propostas de tratamento
que ndo envolveram adsorventes, como por exemplo, envolvendo nanotubos de carbono
(HUA et al., 2017) e processos quimicos e eletroquimicos para a remocao de fipronil da dgua
(RAMYA; ANBAZHAGI; MUTHUKUMAR, 2016). Entretanto, a adsorcdo ainda se mostra

como uma alternativa com bom custo-beneficio em compara¢do aos outros processos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo da pesquisa foi avaliar a eficiéncia do CAP na remediacao da toxicidade de
aguas contaminadas com os agrotoxicos fipronil e 2,4-D, isolados e em mistura. Para tanto,
foram definidos os seguintes objetivos especificos:

i) Propor a dosagem de CAP e o tempo de contato mais eficientes para o tratamento
da agua contaminada com fipronil e com 2,4-D, a fim de otimizar os processos
individualmente e em mistura;

i) Verificar a ocorréncia da reducédo da ecotoxicidade do fipronil e do 2,4-D, isolados
e em mistura, a partir de testes com 0s organismos bioindicadores Ceriodaphnia
silvestrii e Eruca sativa L.;

i) Comparar 0s resultados ecotoxicoldégicos com a remocdo dos agrotdxicos
identificada por meio de quantificagdes quimicas;

iv) Avaliar os riscos da disposicdo inadequada do CAP utilizado em solos, utilizando

bioensaios com Enchytraeus crypticus.
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4. METODOLOGIA

4.1.Tratamento fisico-quimico

Os agrotoxicos estudados foram as formulacdes comerciais Regent® 800WG
(ingrediente ativo fipronil) e DMA® 806 BR (ingrediente ativo 2,4-D). Para proposicdo das
condicBes 6timas de remocdo dos agrotoxicos, esse estudo foi dividido em quatro etapas
(Figura 4). Nas trés primeiras etapas, as interferéncias da dosagem do adsorvente (Itens 5.1.1
e 5.2.1), do tempo de agitacdo (Itens 5.1.2 e 5.2.2) e das concentracdes nominais dos
contaminantes (ltens 5.1.3 e 5.2.3) foram avaliadas para a remogdo do fipronil e 2,4-D
isoladamente. Na quarta etapa, foram estudadas as condi¢cdes de tratamento para aguas
contaminadas com os agrotoxicos em mistura (Item 5.3) e a avaliacdo do risco de disposicdo

inadequada do CAP em solos (Item 5.4).
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Figura 4: Fluxograma das etapas a serem desenvolvidas para a avaliacdo do tratamento fisico-quimico de aguas
contaminadas com fipronil e 2,4-D com aplicagdo de carvao ativado em po.
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Fonte: Elaboragdo propria.

O tratamento foi feito adaptado de Aksu e Kabasakal (2005), em frascos Erlenmeyer,
com 100 mL de &gua contaminada com um dos contaminantes em batelada (Figura 5), sendo
que para os testes com fipronil, foi utilizada a 4gua de cultivo de C. silvestrii e para os testes
com 2,4-D, foi utilizado agua destilada. As concentra¢fes nominais dos contaminantes foram
consideradas como aquelas calculadas a partir das informacgdes dos rotulos dos agrotoxicos.

Para o fipronil, foi considerada a concentracio de ingrediente ativo (800 g kg?). Para 0 2,4-D
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foi considerado o equivalente acido (607 g L™). Para a primeira etapa, a concentragdo nominal
dos agrotoxicos definida foi de 100 pg L™ para o ingrediente ativo fipronil e de 8375 g L™
para o ingrediente ativo 2,4-D, escolhidas a partir de testes preliminares. O adsorvente
escolhido foi 0 CAP comercial (Exodo Cientifica®, lote CA26032RA). As concentracdes de
CAP adicionadas a cada tratamento foram:

e Fipronil: 0; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 mg CAP L%; e

e 2,4-D: 0; 100; 200; 400; 800; 1600 e 3200 mg CAP L™,

Esses valores foram definidos apds testes preliminares e foram escolhidas as faixas nas
quais foi possivel observar diferencas nos efeitos ecotoxicoldgicos gerados pelos tratamentos
nos organismos selecionados. Também foram feitas amostras “Controle”, sem contaminago
de agrotoxicos e sem adicdo de CAP, e “0”, sem adi¢do de CAP e com a concentragdao

nominal do contaminante.

Figura 5: Erlenmeyers com agua contaminada e diferentes dosagens de CAP.

Fonte: Elaboracdo prépria

Os frascos com mistura do CAP nas aguas contaminadas foram agitados em mesa
agitadora, a 200 rpm, por 60 min. Ao final do tempo de agitacdo, a amostra foi filtrada com
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membrana de vidro de 0,47 pum (GF/C Whatmann; didametro 47 mm; poro 1.2 um). Para
garantir que ndo houvesse contaminacdo cruzada pelo filtro, uma vez que o filtro ndo era de
uso exclusivo dessa pesquisa, foram feitos controles filtrados para todas as etapas e ndo foi
notada diferenca de efeito nos testes ecotoxicologicos em relacdo ao controle. A agua filtrada
dos tratamentos foi submetida a avaliagdo quimica e ecotoxicoldgica para verificacdo da
remocdo dos agrotdxicos estudados. Também foram medidos os pardmetros pH (pH -
potenciémetro Micronal B374), oxigénio dissolvido (OD - oximetro YSI) e condutividade
elétrica (condutivimetro Orion 145A) das aguas apos tratamentos com CAP e apds testes com
Ceriodaphnia silvestrii. Os procedimentos foram repetidos trés vezes para verificar a
replicabilidade experimental.

A partir disso, foram feitos testes seguindo a mesma metodologia, com exce¢do da
quantificacdo quimica, para tempos de agitacdo de 15, 30 e 45 min. Ao final das duas
primeiras etapas, foram definidas as faixas de CAP e tempo de agitagdo mais eficiente. Assim
como para o teste com faixas de CAP, os procedimentos foram repetidos trés vezes para
obtencdo de resultados mais confiaveis.

A etapa seguinte, de testes variando a concentracdo nominal dos contaminantes, foi
realizada com as concentracdes de CAP de 800, 400 e 200 mg CAP L™ e com 60 min de
agitacdo, definidas nas etapas anteriores. Para o ingrediente ativo fipronil, as variagdes
nominais foram de 100, 500 e 1000 pg L™ e para o ingrediente ativo 2,4-D, as concentracdes
escolhidas foram 83,75; 837,5 e 8375 g L. Novamente, os testes foram repetidos trés vezes
para reducdo da variancia dos resultados obtidos. Nessa etapa, a escolha das concentracdes de
contaminante foi feita apos testes preliminares e foram escolhidas aquelas que permitiram
observacdo de efeito ecotoxicolégico nos organismos testados e valores com relevancia
ambiental.

A quarta etapa teve como objetivo propor um tratamento para agua contaminada com
a mistura dos agrotoxicos e para ela foram adotadas as concentragdes nominais de 100 pg L
de fipronil e 837,5 pg L de 2,4-D. Foram reavaliadas as concentracbes de CAP e tempo de
agitacao entre essa etapa e a anterior e optou-se por realizar os testes com 60 min de agitagéo
e com os seguintes tratamentos com CAP:

e Controle: sem contaminantes, 0 mg CAP L.

e T1:100 pg L*de fipronil, 837,5 pg L™ de 2,4-D, 400 mg CAP L*;
e T2:100 pg L*de fipronil, 837,5 pg L™ de 2,4-D, 200 mg CAP L*;
e T3:100 pg L*de fipronil, 837,5 pg L™ de 2,4-D, 100 mg CAP L*;
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e 0:100 pg L*de fipronil, 837,5 ug L™ de 2,4-D, 0 mg CAP L1,

Nessa etapa foram feitas 8 réplicas do tratamento para geracdo de volume de agua
suficiente para os experimentos ecotoxicologicos propostos com Ceriodaphnia silvestrii e
Eruca sativa L. Ao final da quarta etapa também foram propostos testes ecotoxicoldgicos com
Enchytraeus crypticus para avaliar o potencial impacto gerado pela disposicdo em solo do
CAP utilizado. A etapa de mistura foi repetida trés vezes para confirmacao dos resultados. As
concentragdes nominais do contaminante foram escolhidas baseada em Pinto et al. (2021a),
optando-se pelas concentragfes nominais testadas na etapa anterior que estivesse na mesma
ordem de grandeza das concentracdes baseadas nos manuais de aplicacdo de ambos 0s

agrotoxicos para pré-emergéncias em culturas de cana-de-acucar.

4.2. Analises Ecotoxicologicas

Para avaliacdo da remocdo dos contaminantes foram feitas, simultaneamente, anlises
ecotoxicoldgicas com Ceriodaphnia silvestrii e Eruca sativa L. ao fim de cada tratamento
com CAP. Para avaliacdo de potencial contaminacdo pela disposicdo do CAP contaminado

em solo, foi proposto testes com Enchytraeus crypticus.

4.2.1. Testes com Ceriodaphnia silvestrii

Os exemplares de C. silvestrii (Figura 3) foram obtidos do cultivo do Ndcleo de
Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada da Universidade de S&o Paulo (NEEA-USP). O cultivo
foi feito em béqueres de 1 L cobertos com vidro de reldgio, a 25 °C, fotoperiodo de 12h:12h,
em agua com pH entre 7,0 e 7,6 (pHmetro B374- Micronal) e dureza de 40 a 48 mg CaCOs L~
! com renovacéo da agua trés vezes na semana. A alimentagdo dos organismos foi feita com
uma mistura de alga Raphidocelis subcapitata cultivada em meio L. C. Oligo com densidade
de aproximadamente 6 x 10* células L e alimento composto, com leveduras e ragdo de
peixes fermentada, na concentragdo de 1 mL L. A avaliacio da sensibilidade dos organismos
foi feita com NaCl como substancia de referéncia, com periodicidade mensal, conforme
descrito na carta-controle do NEEA-USP.

Os testes para avaliacdo da toxicidade aguda foram feitos conforme procedimentos
descritos na NBR 13373:2017 (ABNT, 2017), em copos plasticos de 50 mL, com 10 mL de

amostra e cinco organismos neonatos adicionados. Para cada condi¢do avaliada, em relagdo
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ao tratamento de agua contaminada, foram estabelecidas trés réplicas. O teste teve duracao de
48 h, a temperatura de 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12h:12h, com luminosidade artificial
entre 100 e 1000 Ix (medida em luximetro). O endpoint do teste foi dado pela imobilidade dos
organismos, assumindo mortalidade deles. O ensaio foi considerado valido quando a
mortalidade foi inferior a 20% dos organismos presentes nas amostras do controle.

Os testes de avaliacdo da toxicidade cronica foram propostos apenas para 0S
tratamentos com mistura dos contaminantes. Foram feitos conforme a NBR 13373:2017
(ABNT, 2017), em copos plasticos de 50 mL, com 15 mL de amostra e um organismo
neonato adicionado, com dez réplicas para cada condi¢do avaliada. O teste teve duracdo de 7
dias, a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12h:12h, com luminosidade artificial
entre 100 e 1000 Ix, com adicdo de racdo fermentada (fermento bioldgico e racdo de peixe
Tetramin®) e 1x10° células mL™ de cultura de alga R. subcapitata. O endpoint de toxicidade
cronica foi dado pela reproducdo dos organismos, considerando 0s neonatos gerados nas
ninhadas. O ensaio foi considerado valido quando houve mortalidade inferior a 20% dos
organismos presentes nas amostras do controle e nimero médio de neonatos produzidos por

fémea no controle igual ou maior que quinze (15).

4.2.2. Teste de germinagéo de Eruca sativa L.

O teste de ecotoxicidade com sementes de E. sativa L. (Figura 6) foi adaptado de
USEPA (1996). As sementes utilizadas nos ensaios apresentavam germinacdo média de 92%
(Isla Sementes®, lote 108343). Em cada placa de Petri, um papel filtro e 10 sementes de
E. sativa L. foram adicionadas. Em seguida, 1 mL da amostra de agua contaminada foi
colocado sob as sementes. As amostras foram referentes a agua contaminada antes do
tratamento e as aguas das diferentes condicBes de tratamento testadas e o teste foi feito em
triplicata. A validacdo do teste ocorreu se houve 70% de germinacdo das sementes presentes
no controle. Os recipientes foram dispostos em camara escura, a temperatura de 20 = 2 °C,
pelo periodo de 96 h. Os endpoints desse teste foram a porcentagem de germinagdo das

sementes e 0 comprimento médio da parte aérea e das raizes.
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Figura 6: Teste de germinacdo de Eruca sativa L.

Fonte: Elaboracdo propria.

4.2.3. Testes com Enchytraeus crypticus

O teste foi adaptado do ensaio definitivo descrito na NBR 16387:2012, com a
observacdo da reproducdo dos individuos apds 28 dias (ABNT, 2012). Em potes plasticos
(Figura 7) foram adicionados 50 g de massa de solo natural (propriedades descritas por
Figueirédo et al., 2020) e regulada a umidade entre 40 e 60% da capacidade de retencéo de
agua do solo. Foi verificado que o pH estivesse igual a 6,0 + 0,5. O CAP retido na filtragem
do tratamento T1 - 400 mg CAP L foi removido da membrana de vidro e misturado com o
substrato, resultando na adicdo de 40 mg de CAP nas amostras. Em seguida, 25 mg de aveia
foram colocados no solo para alimentagdo e 10 organismos E. crypticus foram adicionados

com auxilio de pinca.
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Figura 7:Potes plasticos nos quais foram feitos os testes com Enchytraeus crypticus.

Fonte: Elaboragao propria.

Para esse ensaio, foram feitas 3 réplicas e amostra controle, totalizando seis
recipientes. Os potes foram tampados e, uma vez por semana, foi feita adicdo de 25 mg de
aveia na superficie do substrato de cada recipiente para alimentagédo dos individuos. Ao final
do 21° dia, os adultos foram removidos e foi confirmada a sobrevivéncia ou ndo destes. No
28° dia, o teste foi encerrado para contagem dos juvenis. A extracdo foi realizada seguindo o
método “Coloragdo com rosa de Bengala” (ABNT, 2012). Foram adicionados
aproximadamente 5 mL de etanol por réplica e o recipiente foi preenchido com &gua até
atingir profundidade de 1 a 2 cm. Foram adicionadas gotas de solucdo 1% de rosa de Bengala
e misturado cuidadosamente. Apds 12 h de contato, 0s organismos ja estavam completamente
corados, permitindo a contagem dos juvenis. O teste foi validado se, apds as primeiras trés
semanas, a letalidade média ndo exceder 20% e se 0 numero médio de juvenis ultrapassar 25
por recipiente-teste. Além disso, é recomendado que o coeficiente de variacdo, calculado para

0s dados de reproducéo, ndo seja maior que 50%.

4.3.Analises quimicas

Ao final da terceira repeticdo das etapas de definicdo da faixa de CAP e de mistura dos
agrotoxicos, foram separadas amostras de 15 mL das adguas apds o tratamento. O volume foi
armazenado em tubos Falcon logo apds a filtragdo, devidamente identificados, enrolados em

papel aluminio para ndo haver contato com luz e guardados em geladeira para reduzir a
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degradacdo dos compostos. As amostras de agua tratadas foram destinadas ao Laborato6rio de
Quimica Ambiental da Universidade Estadual de Campinas (LQA — Unicamp, sob a
supervisdo da Dra. Cassiana Carolina Montagner) para a quantificacdo dos residuos de 2,4-D,
fipronil e metabolitos do fipronil presentes nas amostras (GOULART et al., 2020). Assim, foi
possivel mensurar a remocdo dos contaminantes pelos tratamentos e indicar as eficiéncias de
remocao.

O preparo das amostras foi feito filtrando-se cada uma delas em filtro de seringa
(PTFE 0,22 um) e transferindo-as para vial de 2,0 mL de capacidade munido de tampa com
septo (Agilent). A quantificacdo dos agrotéxicos foi realizada por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Foi utilizado um cromatografo
Agilent modelo 1200, equipado com bomba binaria, injetor automatico e compartimento de
coluna termostatizado. A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna Zorbax SB-
C18 (2,1 x 30 mm, tamanho de particula de 3,5 pum) a 30°C. A fase movel foi constituida de
agua ultrapura (A) e metanol (B), previamente filtrados em membranas com 0,2 um de
porosidade, contendo 0,01% (v/v) de NH4OH, aditivo que favorece a formagéo de ions.

A composicdo do gradiente, em funcdo da concentracdo do solvente B, foi a seguinte:
inicio com 30% e aumento para 80% em 5 min, mantendo essa condicdo por 1 min e
retornando para 30% em 11 min. Entre cada corrida cromatogréfica o sistema foi mantido a
30% de B por 5 min para recondicionamento da coluna. A identificacdo e a quantificacdo dos
compostos foram realizadas por espectrometria de massas em um equipamento Agilent com
triplo quadrupolo (modelo 6410B). Os compostos foram ionizados em uma fonte de
electrospray no modo negativo, e foram monitorados pelo modo MRM (Multiple Reaction
Monitoring), de acordo com os parametros utilizados (Tabela 1). As curvas analiticas foram
construidas de acordo com a area obtida para cada composto em funcdo de sua concentracdo

na coluna.

Tabela 1: TransicOes precursor-produto e as respectivas energias de colisdo (EC) selecionadas para a
guantificacdo dos pesticidas empregando 0 modo MRM do espectrémetro de massas.

. Fragmentor  Precursos Quantificagéo Confirmagéo 1 Confirmacéo 2
Composto  Polaridade
V) (m/z) m/z EC (V) m/z EC (V) m/z EC (V)
2,4-D - 70 2189 161 14 125 18 163 12
Fipronil - 100 434,9 330 10 250 15 183 30

Fonte: GOULART et al. (2020)

4.4.Andlise dos resultados
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Para geracgdo dos graficos, foi utilizado o programa Excel - Microsoft (2019), no qual
foram organizados os resultados obtidos nos diferentes testes. Os experimentos foram feitos
em triplicatas e repetidos para validagdo, assim, foi utilizada a ferramenta “Média” para
obtencdo do valor médio dos dados mensurados pelos testes. Também foi utilizada a
ferramenta “Desvio Padrdo” para verificar a variagdo dos dados obtidos e ao final, foram
plotados graficos para melhor visualizacdo e anélise dos resultados. Com auxilio do programa
Statistica 7, a normalidade dos dados foi verificada por Shapiro-Wilk e a homogeneidade por
Levene. As comparacgdes estatisticas foram feitas por Kruskal-Wallis, analise de variancia
(ANOVA) e teste-t de Student, com significancia (p) de 5%. O calculo da eficiéncia dos
tratamentos (Equagéo 1) foi obtido a partir da comparagéo de valores encontrados na literatura
e 0s obtidos nos testes ecotoxicoldgicos ou entre os resultados obtidos pela quantificacdo
quimica (considerando a amostra sem adicdo de CAP-0 como referéncia). Outro valor
calculado para a etapa de mistura foi a capacidade de adsor¢cdo do CAP, representado pela

[P

letra “q”, expresso em pg mg™ (Equacio 2).

s oA Concetragdo de contaminanterrat, t0X100
Eficiéncia (%) = ratamento

Equacdo 1

Concetragdo de contaminanteg

(concentragio de contaminante inicial— concentragio de contaminante final) x volume da amostra

concentracgao de CAP x volume da amotra

Equacéo 2
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Fipronil

5.1.1. Defini¢édo da faixa de Carvao Ativado em P9

A primeira etapa da pesquisa buscou definir a faixa de CAP que seria usada nos
experimentos. Para as amostras com fipronil, testes agudos foram feitos com C. silvestrii, em
triplicata, para avaliar a remocéo do contaminante. Considerando a concentragdo nominal de
fipronil igual a 100 pg L™ e as concentragGes de CAP variando de 0 a 800 mg CAP L™, foram
obtidos os resultados de cada tratamento (Figura 8). As dosagens de CAP testadas
proporcionaram remocdo de fipronil suficiente para ndo haver diferencas estatisticas
(p <0,05) de mortalidade em relagdo com o controle, ou seja, em relacdo a amostra sem
contaminacdo e sem CAP. Nos tratamentos com 400 mg CAP L™ e 100 mg CAP L ndo
foram observados efeitos ecotoxicolégicos agudos nos organismos testados, pois ndo houve
mortalidade dos individuos. A Unica amostra com resultados significativamente diferentes do
controle foi aquela na qual ndo houve adicdo de CAP (i.e., controle negativo), com
mortalidade de todos os individuos.

Figura 8: Porcentagem de organismos de C. silvestrii sobreviventes nos testes agudos (48 h) para avaliacdo dos

tratamentos com CAP, com 60 min de agitagéo e concentragdo nominal de 100 pg L de fipronil.
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* : valores com diferencas estatisticas do controle (p < 0,05, teste de Kruskall-Wallis e Dunn)

Fonte: Elaboragéo propria.

As faixas dos parametros oxigénio dissolvido, pH e condutividade foram medidas
antes e depois dos testes (Tabela 6 — APENDICE A). De acordo com a NBR 13.373:2017, a
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faixa de pH ideal para essa espécie é 7,0 a 7,6; assim, 0s parametros obtidos indicaram que 0s
valores de pH estavam adequados para os organismos (ABNT, 2017). Silva et al. (2020)
obtiveram CEso de 3,9+ 0,5 pg L de fipronil para toxicidade aguda em C. silvestrii em
condicdes de laboratorio similares ao deste estudo. Considerando que a concentragdo nominal
de contaminante era 100 pg L™, foi possivel estimar que os tratamentos testados atingiram
eficiéncias de remocéao do contaminante superiores a 95%, pois em todos houve sobrevivéncia
de mais da metade dos organismos. Para a quantificacdo quimica da ultima (terceira)
repeticdo do teste (Tabela 2), as eficiéncias de remocdo foram estimadas conforme a
concentragdo de fipronil identificada no controle-negativo, ou seja, nas amostras sem adi¢ao
de CAP (0 mg CAP LY). O limite de quantificacdo (LQ) para o fipronil foi de 0,5 ug L.

Tabela 2: Concentrac6es de fipronil encontradas em quantificacdo quimica para tratamentos com CAP, com 60
min de agitacdo e concentragdo nominal de 100 g L™ de fipronil e as eficiéncias de remocdo estimadas em

relagdo ao controle-negativo (0 mg CAP L™1).

Tratamento com CAP (mg L) Concentracdo de fipronil (ug L?) Eficiéncia de remocéo (%)
Controle <LQ -
800 <LQ > 98,8
400 <LQ > 98,8
200 <LQ > 98,8
100 <LQ > 98,8
50 <LQ > 98,8
25 1,5 96,6
0 43,4 0

LQ: Limite de Quantificagdo. Para o fipronil, LQ = 0,5 ug L.
Fonte: Elaboracéo propria.

Os valores de fipronil encontrados (Tabela 2) foram inferiores a 0,5 pg L™ para as
concentragBes de 800, 400, 200, 100 e 50 mg CAP L™, indicando que a eficiéncia de remoc&o
para esses tratamentos foi superior a 98,8% (considerando a concentracdo quantificada na
amostra 0). Para 25 mg CAP L, o tratamento obteve eficiéncia de 96,6%. Uma observagéo
importante é que os tratamentos com 800, 400, 200, 100 e 50 mg CAP L™ foram suficientes
para que a agua estivesse dentro do limite de 1,2 pg L™ de fipronil definido na Portaria
GM/MS N° 888/ 2021 para potabilidade da adgua (BRASIL, 2021). Por fim, a dosagem
considerada como mais vantajosa nessa etapa foi a de 50 mg CAP L por ser a menor

quantidade de adsorvente utilizada a atingir eficiéncia suficiente de tratamento. A dosagem de
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25 mg CAP L™ ndo foi escolhida devido a variancia nos dados e os resultados de eficiéncia

inferiores notificados na quantificacdo quimica.

5.1.2. Definicao do tempo de agitacao

Apos definidas as faixas de dosagens de CAP, os testes de definicdo do tempo de
agitacdo foram desenvolvidos. Para o fipronil, as concentragdes de CAP selecionadas foram
de 800; 400; 200; 100; 50; 25 e 0 mg CAP L™ e os tempos de 60, 45, 30 e 15 min. Apds o
tratamento, o teste agudo com C. silvestrii foi feito e a média das respostas das trés repeticdes
dos experimentos foram organizadas em um gréafico (Figura 9). As concentracdes de 800, 400,
200, 100 e 50 mg CAP L™ ndo apresentaram diferencas consideraveis (p > 0,05) nos efeitos
agudos para os diferentes tempos (Figura 9). Entretanto, a diferenca entre os tratamentos foi
observada para 25 mg CAP L7, sendo que o maior tempo de agitacdo (60 min) foi
responsavel pelo melhor tratamento. Por motivos de seguranca, o tempo a ser adotado para as
fases subsequentes foi de 60 min, mesmo ndo sendo o mais eficiente economicamente.
Comparando com Silva et al. (2020), em teste agudo para C. silvestrii a CEso encontrada foi
de 3,9 + 0,5 ug i.a. L, sendo possivel estimar que para todos os tratamentos com 60 min de
agitacio e para os outros tempos com concentragdes de 800, 400, 200, 100 e 50 mg CAP L
houve remocao de mais de 95% do contaminante, uma vez que houve sobrevivéncia de mais
da metade dos organismos. Para esses testes foram observados pH, condutividade e oxigénio
dissolvido antes e apGs os testes ecotoxicoldgicos (Tabela 7 a Tabela 9 — APENDICE A).
Esses parametros foram mensurados para confirmacdo de que os efeitos observados eram

resultados da acdo do contaminante e ndo por outras condi¢des adversas do meio.
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Figura 9: Média de organismos de C. silvestrii sobreviventes nos testes agudos (48h) para avaliacdo dos
tratamentos com CAP, para os tempos de 60, 45, 30 e 15 min de agitagdo e concentragdo nominal de 100 pg L*

de fipronil.
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Fonte: Elaboragdo propria.

5.1.3. Variagdo da concentragdo nominal de contaminante

Nesta etapa, os tratamentos foram testados com condi¢Ges de tempo de agitacdo e
concentragdes de CAP (definidas na etapa anterior para trés diferentes concentragoes
nominais de fipronil: 100, 500 e 1000 pg L™). Ap6s o tratamento, os testes agudos de
C. silvestrii foram feitos e pelos resultados ecotoxicoldgicos foi verificada a eficiéncia dos
tratamentos (Figura 10). Durante a realizacdo do experimento, foi observado que para o
tratamento com 800 mg CAP L houve reducdo da sobrevivéncia dos organismos. Suspeita-
se que o excesso de CAP possa ser toxico para 0s organismos, com a liberagédo de substancias
e retirada de nutrientes. Porém, a suspeita ndo foi comprovada. Portanto, optou-se por nédo
realizar o tratamento com 800 mg CAP L na proxima etapa, uma vez que os resultados para
400 mg CAP L™ foram igualmente satisfatorios, com menor variancia e massa de adsorvente.

Em nenhum dos tratamentos houve mortalidade de mais de metade da populacéo.

Portanto, assumiu-se que houve remocéo suficiente para que a concentragdo fosse menor que
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a CEso de 3,9 + 0,5 ug i.a. L (SILVA et al., 2020). Assim, as eficiéncias de remogéo
estimadas para essa etapa foram maiores que 95% para 100 pg L de fipronil; e maiores que
99% para 500 pg L™t e 1000 pg L. Ao final das 48h, alguns individuos foram selecionados
aleatoriamente para observacdo em lupa (Figura 11), e foi possivel visualizar a diferenca entre
aqueles presentes no controle (Figura 11 A e B) e 0s expostos as amostras contaminadas sem
tratamento (Figura 11 C e D). Antes da contaminacdo e ap0s a finalizacdo do teste foram
mensurados os pardmetros pH, OD e Condutividade (Tabela 10 — APENDICE A). Esses
parametros indicaram que os efeitos observados eram resultados da a¢do do contaminante e
ndo por outras condigdes do meio. Para as condigBes testadas, a concentragdo de 100 pg L
utilizada nos tratamentos € préxima da concentracdo ambiental prevista segundo
recomendacdes para aplicacdo do agrotdxico em situacGes de pré-emergéncia para cana-de-
aclicar de 64 pg L™ (PINTO et al., 2021%). Assim, considerando a concentragdo de 100 pg L*
como mais relevante e considerando que ndo houve grandes variagfes de comportamento dos
testes com a variagdo da concentracdo nominal do inseticida, o tratamento mais eficiente para

as condicdes testadas de fipronil foi o tratamento com 200 mg CAP Lt e 60 min de agitac&o.

Figura 10: Média de organismos de C. silvestrii sobreviventes nos testes agudos (48h) para avaliagdo dos
tratamentos com CAP, com 60 min de agitacéo e concentragdes nominais de 100, 500 e 1000 pg L™ de fipronil.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 11: Imagens de C. silvestrii ap6s teste com agua contaminada com diferentes concentragcdes nominais
(aumento de 20x a 40x). A e B: C. silvestrii na amostra controle. C: C. silvestrii da amostra com concentracao

nominal 500 pg L de fipronil. D: C. silvestrii da amostra com concentragdo nominal 1000 pg L de fipronil.
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5.2.2,4-D

5.2.1. Definicdo da faixa de Carvao Ativado em Po

A primeira etapa dos experimentos com 2,4-D definiu a faixa de CAP que seria usada
e foram feitos testes de germinacdo com E. sativa L. Ao fim da terceira reproducdo dos
procedimentos, foi calculada a média do crescimento aéreo e radicular dos individuos (Tabela
3) e os valores foram plotados em grafico (Figura 12). Nos testes com E. sativa L., foi
possivel observar que o crescimento da planta acompanhou a concentracdo de CAP, uma vez
que crescimentos maiores dos organismos foram observados em tratamentos com maiores
dosagens de CAP (Figura 13). Contudo, o crescimento ndo foi proporcional a dosagem, como
foi observado no aumento de crescimento de 400 mg CAP L™ para 800 mg CAP Lt e a
proximidade das médias de crescimento para os tratamentos 200, 100 e 0 mg CAP L. O
principal efeito ecotoxicologico observado no teste com E. sativa L. foi a inibigdo do

desenvolvimento da raiz. Essa observagdo também foi feita por Cenkci et al. (2010) para o
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feijao P. vulgaris L. em concentracdes de 2,4-D de 0,1 a 0,3 pug L. Apenas o tratamento com
3200 mg CAP L* ndo apresentou diferencas de crescimento (p > 0,05) em relagdo ao controle
nos dados de crescimento da raiz. Em relacdo a parte aérea dos vegetais, 0s tratamentos com

3200, 1600 e 800 mg CAP L tiveram crescimento similar ao controle.

Tabela 3: Valores de crescimento médio de E. sativa L. ap6s tratamento com CAP, com 60 min de agitacdo e

concentracdo nominal de 8375 pg L de 2,4-D.

Tratamento com CAP (mg L) Tamanho médio aéreo (cm) DP  Tamanho médio raiz (cm) DP

Controle 1,65 0,40 2,34 0,18
3200 1,56 0,75 1,74 0,37
1600 1,49 0,71 1,74 0,41
800 1,32 0,30 1,41 0,19
400 0,53 0,23 0,56 0,16
200 0,38 0,01 0,32 0,02
100 0,40 0,01 0,29 0,01

0 0,38 0,02 0,28 0,02

Fonte: Elaboracgdo propria

Figura 12: Crescimento médio das partes aéreas e raiz de E. sativa L. nos testes feitos apds tratamento com CAP,

com 60 min de agitacéo e concentracdo nominal de 8375 pg L de 2,4-D.

3,0
2,0
T T T
=10 - L L I
200
= ) - L [
e L * * *
=10 -l- *
o
S i T I
o
8 20 [ | I -
l *
3,0
4,0
Controle 3200 1600 800 400 200 100 0
Tratamento CAP (mg L1)
OParte aérea ORaiz

* : valores com diferencas estatisticas do controle (p < 0,05, teste de Kruskall-Wallis e Dunn)

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 13: Placas de Petri com E. sativa L. apds 96 h da contaminacédo das placas com &dgua submetida a
tratamentos com CAP, com 60 min de agitacdo e concentracdo nominal de 8375 g L de 2,4-D.

Fonte: Elaboragdo propria.

Os parametros pH e condutividade foram medidos antes da contaminagdo das placas
de Petri com E. sativa L. (Tabela 11 — APENDICE A). Em relacdo & quantificacdo quimica,
os resultados foram apresentados (Tabela 4), considerando que o limite de quantificacédo (LQ)
para 0 2,4-D é 0,5 pug L. Pela analise quimica, também foram observadas remocdes
superiores de 2,4-D em tratamentos com maior dosagem de CAP. Porém, assim como
observado nos testes com E. sativa L., ndo se tratou de uma relagdo proporcional, uma vez
que para dosagens de 3200 e 1600 mg CAP L* as eficiéncias de remocéo encontradas na
analise foram superiores a 99%. Além disso, Aksu e Kabasakal (2005) obtiveram eficiéncias
de remoc&o com o CAP de até 91,9% para amostras contaminadas com 100 mg L de 2,4-D,

indicando que o CAP é eficiente mesmo em concentragGes mais altas do contaminante.

Tabela 4: Concentracfes de 2,4-D encontradas em quantificacdo quimica para o tratamento com CAP, com
tempo de agitacdo de 60 min e concentracdo nominal de 8375ug L e a eficiéncia de remocdo estimada em

relagdo ao controle-negativo (0 mg CAP L™1).

Tratamento com CAP (mg L) Concentracéo de 2,4-D (ug L?) Eficiéncia de remocéo (%0)
Controle <LQ -
3200 <LQ > 99,8
1600 2,8 >99,1
800 7,7 >974
400 25,1 >91,6
200 >300 ppb Né&o determinada
100 >300 ppb Né&o determinada
0 >300 ppb -

LQ: Limite de Quantificacdo. Para o 2,4-D, LQ =05 pug L™
Fonte: Elaboragdo propria.
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Nos testes com E. sativa L., foi possivel observar que maiores concentracfes residuais
de 2,4-D ocasionaram deformidades na raiz da planta, especialmente pelas raizes inchadas
(Figura 14 B e C). Para plantulas mantidas em meio sem ou com baixa concentracdo de 2,4-D,
a raiz cresceu mais alongada e pouco espessa quando comparada com as demais (Figura
14 A). Os efeitos de inibicdo de crescimento também foram observados por Freitas et al.
(2021), que detectaram 2,4-D em aguas amostradas em um curso d’agua natural no municipio
de Séo Carlos. Esses autores obtiveram crescimento similar (aproximadamente 1,0 cm para a
parte aérea e raiz) ao tratamento 400 mg CAP L™ para concentragdes de 10,3 e 16 pg L™ de
2,4-D. Além disso, foi notado crescimento similar (aproximadamente 1,5 cm para a parte
aérea e raiz) ao tratamento com 800 mg CAP L para concentracdes de 8,3 e 7,3 pug L de

2,4-D, concentragBes proximas da obtida na quantificagdo quimica (7,7 pg L™).

Figura 14: E. sativa L. apds tratamento com CAP, com tempo de agitagdo de 60 min e concentragdo nominal de

8375 ug L*A: Sem contaminagdo (controle). B: Tratamento com 400mg CAP L. C: Controle-negativo (0 mg
CAP LY.

Fonte: Elaboragao propria.

Como descrito no item 2.4, as legislacdes brasileiras adotam o limite de 30 pg L™ para
o herbicida 2,4-D para aguas subterrdaneas (BRASIL, 2008). Esse valor foi atingido nos
tratamentos com 3200, 1600, 800 e 400 mg CAP L, atendendo aos requisitos da legislacéo
vigente. Porém, conforme observado na Figura 14B, a qual demonstra um exemplo de
E.sativa L. na agua tratada com 400 mg CAP L* (i.e., com concentracdo residual de
25,1 ug L), as plantas apresentaram deformagdes e inibigdo no crescimento. Assim, o0s
organismos expostos a concentragdes de 2,4-D inferiores aos valores estabelecidos pela
legislacdo brasileira apresentaram efeitos de fitotoxicidade. Dessa forma, a presenca do
herbicida 2,4-D em aguas subterraneas poderia apresentar riscos as atividades agricolas como,
por exemplo, através da captacdo dessa dgua para irrigagdo. Nessa etapa, o tratamento mais
eficiente e que ndo apresentou efeitos ecotoxicologicos para E. sativa L. foi o com
3200 mg CAP L
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5.2.2. Defini¢ao do tempo de agitacao

Assim como para o fipronil, os tratamentos de 2,4-D foram feitos com a concentracdes
de CAP encontrada na etapa anterior. Os tempos adotados para esses testes foram 60, 30 e
15 min, definidos ap6s andlise dos resultados obtidos para o fipronil. Para cada tempo
proposto, o experimento foi repetido trés vezes e os bioensaios feitos com E. sativa L. (Figura
15). A comparacao foi feita a partir da diferenca de crescimento entre os tratamentos e o
controle respectivo ao tempo de agitacdo. Os valores de pH e condutividade de cada
tratamento foram medidos (Tabela 12 e Tabela 13 — APENDICE A). Os trés tempos
possuiram comportamentos semelhantes, com crescimento reduzido a partir de
400 mg CAP L1, com presenca de raizes inchadas. Para os trés tempos, o tratamento com
3200 mg CAP L™ teve plantulas com crescimento similar ao controle (p > 0,05). Por conta
dessa semelhanca nos comportamentos, o tempo de 15 min pode ser considerado o mais
eficiente. Como a proposta final é encontrar um tratamento Unico para dguas contaminadas
com a mistura dos dois agrotoxicos, optou-se por padronizar o tempo para os dois agrotdxicos
e 0 tempo escolhido foi o de 60 min de agitacdo para contemplar o tratamento de fipronil.
Também foram escolhidas faixas mais restritas de massa de CAP, uma vez que o tratamento
de 2,4-D exigiu maiores dosagens de CAP, de forma que a faixa escolhida englobou os
tratamentos com 800, 400 e 200 mg CAP L.

Figura 15: Crescimento médio das partes aéreas e raiz de E. sativa L. nos testes feitos apds tratamento com CAP,

para os tempos de 60, 30 e 15 min de agitagdo e concentragdo nominal de 8375 mg L de 2,4-D.
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* : valores com diferencas estatisticas do controle (p < 0,05, teste de Kruskall-Wallis e Dunn)

Fonte: Elaboragéo propria.

5.2.3. Variacdo da concentracdo nominal de contaminante

No caso do tratamento de 2,4-D, as concentra¢cGes nominais propostas foram de 83,75;
837,5 e 8375 ug L. O tempo de agitacdo foi de 60 min e os tratamentos foram com 800, 400
e 200 mg CAP L. O tratamento foi seguido de testes ecotoxicoldgicos para observagdo dos
efeitos causados pela agua em E. sativa L. (Figura 16). Pelo grafico, foi possivel observar o
efeito da concentracdo nominal no tratamento, pois para a concentracdo nominal de 8375 g
L as dosagens de 400 e 200 mg CAP L ndo foram capazes de remover suficientemente o
contaminante, de forma que houve a formacdo de raizes inchadas. Enquanto isso, para as
dosagens de 83,75 e 837,5 ug L%, as raizes so incharam nos casos em que ndo houve
tratamento. Assim como nas etapas anteriores, antes da contaminacdo das sementes de
E. sativa L. foi feita a leitura de pH e condutividade das amostras (Tabela 14 - APENDICE
A). Similar aos testes com fipronil, o tratamento com 800 mg CAP L™ apresentou
crescimento inferior ao com concentragdo de 400 mg CAP L nos testes com concentragéo
nominal de 2,4-D de 83,75 e 837,5 ug L. Dessa forma, para a proxima etapa (i.e., com
mistura dos agrotoxicos), o tratamento com 800 mg CAP L nio foi considerado e foi

adicionado o tratamento utilizando 100 mg CAP L.
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Figura 16: Crescimento médio das partes aéreas e raiz de E. sativa L. nos testes feitos apds tratamentos com
CAP, com 60 min de agitacdo e concentragdes nominais de 83,75; 837,5 e 8375 ug L de 2,4-D.
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Fonte: Elaboragao propria.

A concentracdo nominal de 837,5 pg L™ de 2,4-D foi a concentragio testada da mesma
ordem de grandeza da concentracdo encontrada pela CETESB (2017), de 366,6 pug L™ em
aguas superficiais no estado de Sdo Paulo. Esse valor também foi préximo a concentracao
estimada segundo recomendacdes de aplicacdo de 2,4-D em cultivos de cana-de-agUcar em
periodo de pré-emergéncia de 447 pug L (PINTO et al., 2021a). Dessa forma, o tratamento
escolhido para &guas contaminadas com 2,4-D isolado foi feito considerando a concentracdo
nominal 837,5 pg L. Assim, o tratamento mais eficiente para as condigBes testadas de 2,4-D

isoladamente foi 200 mg CAP L, com 15 min de agitagio.
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5.3.Mistura de 2,4-D e Fipronil

Os testes com mistura dos contaminantes foram feitos com os seguintes tratamentos,
anteriormente descritos na metodologia, todos com 60 min de agitacéo:
e Controle: sem contaminantes, 0 mg CAP L.
e T1:100 ug L*de fipronil, 837,5 ug L* de 2,4-D, 400 mg CAP L;
e T2:100 ug L*de fipronil, 837,5 ug L* de 2,4-D, 200 mg CAP L;
e T3:100 ug L*de fipronil, 837,5 ug L™* de 2,4-D, 100 mg CAP L?;
e 0:100 pg L™ de fipronil, 837,5 ug L™ de 2,4-D, 0 mg CAP L.

Para essa etapa, a quantificacdo quimica foi feita para as amostras geradas na terceira
repeticdo do experimento (Tabela 5). Os agrotoxicos 2,4-D e fipronil foram quantificados,
assim como 0s compostos gerados a partir da degradagcdo do fipronil, fipronil sulfide e
fipronil sulfona. O metabdlito sulfide ndo foi identificado em nenhuma amostra e o fipronil
sulfona sé foi mensurado para a amostra 0 mg CAP L™ com concentragio de 0,6 ug L. A
partir dos valores quantificados foram calculadas as eficiéncias de remocéo (Tabela 5) para 0s
dois compostos. A presenca de fipronil sulfona na amostra 0 mg CAP L™ (i.e., controle
negativo) indicou que houve degradacdo do fipronil. Dessa forma, esse resultado reforgou a
importancia de utilizar o controle negativo como referéncia para calculo da eficiéncia de
remocdo (Equacdo 1), para que a remocdo dos agrotoxicos ndo seja superestimada. A
quantificacdo quimica confirmou que os tratamentos T1 e T2 tiveram as maiores eficiéncias
de remocdo, acima de 99% para os dois agrotoxicos. Por outro lado, T3 teve eficiéncia de
remocao superior a 99% para o fipronil e 98,6% para o 2,4-D.

Tabela 5: Quantificagdo quimica dos compostos 2,4-D e fipronil e valores obtidos para a eficiéncia de remocéao
dos compostos e capacidade de adsor¢do do CAP (q) para o teste com mistura com concentragdo nominal de

100 pg L de fipronil e de 837,5 ug L de 2,4-D e 60 min de agitagdo. T1 - 400 mg CAP L%, T2 - 200 mg CAP
L% T3-100 mg CAP L™

. . Eficiéncia Eficiéncia
Tratamento Fipronil i q fipronil 2,4-D . 240
y de remocao de remocéo
concentracao CAP (Mg LY . . (mg g™) (Mg L™ (mgg™)
fipronil 2,4-D
Controle <LQ - - <LQ - -
T1 0,15 > 99% 0,1051 <LQ > 99% >1,3652
T2 0,16 > 99% 0,2102 <LQ > 99% >2,7305
T3 0,28 > 99% 0,4192 7,61 98,6% 5,3899
0 42,2 - - 546,6 - -

LQ: Limite de Quantificagdo. Para o fipronil e 2,4-D, LQ = 0,5 ug L. g: capacidade de adsorcéo do CAP.
Fonte: Elaborac&o propria.



66

Apo6s os tratamentos, a dgua tratada foi distribuida em testes de ecotoxicidade com
E.sativa L. e em testes agudos e cronicos de C. silvestrii. Ao todo, trés repeticbes do
experimento foram feitas e os resultados dos testes agudos de C. silvestrii foram
representados graficamente (Figura 17). Os resultados obtidos nos testes agudos para a
mistura de agrotoxicos se comportaram de forma similar ao tratamento de agua apenas com
fipronil, com os tratamentos de 400, 200 e 100 mg CAP L, sem diferencas estatisticas do
controle. Assim, foi possivel inferir que a mistura dos dois agrotdxicos ndo interferiu nos
efeitos agudos em C. silvestrii. Para os testes cronicos com C. silvestrii (Figura 18), o
comportamento foi diferente dos demais, com o tratamento T3 sendo o Unico com reproducéo
similar ao controle (p < 0,05). Esse comportamento foi atribuido ao excesso de CAP e
possivel liberacdo de compostos tdxicos para os organismos. Por outro lado, o tratamento T3
foi suficiente para mitigacdo dos efeitos cronicos aos organismos expostos nas amostras de
agua tratada. Segundo Silva et al. (2020), a ECso de 2,4-D para o teste agudo com C. silvestrii
¢ de 169 + 18 mg L e a concentragdo que ndo causou efeito crénico (CENO) para
reproducdo a mesma espécie foi igual a 50 mg L para o 2,4-D e 0,4 ug L™ para fipronil.
Dessa forma, a concentracdo nominal de 2,4-D ndo foi considerada como responsavel pelos
efeitos observados, mesmo para a amostra 0 mg CAP L. Logo, para o fipronil, T3 removeu
concentragdo suficiente do ingrediente ativo para ndo serem observados efeitos cronicos,

obtendo eficiéncia de remogéo estimada superior a 99,6%.

Figura 17: Média de organismos de C. silvestrii sobreviventes nos testes agudos (48h) para avaliacéo dos
tratamentos com CAP, com 60 min de agitagdo e concentragdes nominais de 100 pg L™ de fipronil e 837,5 pg L
1de 2,4-D. T1-400 mg CAP L1, T2 - 200 mg CAP L%; T3 - 100 mg CAP L™
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* : valores com diferencas estatisticas do controle (p < 0,05, teste de Kruskall-Wallis e Dunn)

Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 18: Média de neonatos de C. silvestrii nascidos nos testes cronicos (8 dias) para avaliacdo dos tratamentos
com CAP, com 60 min de agitacio e concentragdes nominais de 100 pg L* de fipronil e 837,5 ug L de 2,4-D.
T1-400 mg CAP L%, T2 -200 mg CAP L?; T3-100 mg CAP L.
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Fonte: Elaboragéo propria.

A agua tratada também foi utilizada para o desenvolvimento dos testes com
E. sativa L. para avaliacdo da interferéncia do fipronil na eficiéncia do tratamento de 2,4-D e
os resultados foram organizados na Figura 19. Em relagéo a esse teste, os tratamentos T1 e T2
permitiram que as plantulas de E. sativa L. tivessem o crescimento proximo ao do controle
(p > 0,05). Os organismos cultivados na dgua do tratamento T3 apresentaram raizes inchadas
(assim como observado na Figura 14 C). Contudo, T3 apresentou diferencas de crescimento
quando comparado a amostra sem tratamento (0 mg CAP L), o que indica que mesmo para
essa dosagem, houve reducédo da ecotoxicidade. Os parametros (pH, condutividade e oxigénio
dissolvido) foram quantificados antes da insercdo dos organismos e ap0s o encerramento dos
testes. O pH manteve-se na faixa de 7,5 a 7,8, a condutividade variou entre 160 e 173 puS cm*

e 0 OD estava na faixa de 7,6 a 8,3 mg L™
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Figura 19: Crescimento médio das partes aéreas e raiz de E. sativa L. nos testes feitos apds tratamento com CAP,
com 60 min de agitacéo e concentragdes nominais de 100 pg Lt de fipronil e 837,5 ug L de 2,4-D.
T1-400 mg CAP L, T2-200 mg CAP L% T3 -100 mg CAP L
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Fonte: Elaboragao propria.

Em comparacdo com os testes desenvolvidos de forma isolada (item 5.1.1), os efeitos
ecotoxicoldgicos para E. sativa L. foram atribuidos principalmente & presen¢a do 2,4-D em
relacdo ao fipronil. Esse resultado esta de acordo com o que foi observado por Ogura et al.
(2022), que ndo identificaram efeitos ecotoxicoldgicos em E. sativa L. para concentracdes de
até 42,54 ug L de fipronil. Esse valor foi proximo ao encontrado no presente estudo,
considerando que a concentracdo de fipronil no controle negativo (i.e., sem tratamento com
CAP) de 42,20 ug L foi préxima desse valor.

Em especial, os testes com E. sativa L. se apresentaram como um bom bioindicador do
herbicida 2,4-D, uma vez que houve redugdo no crescimento das plantulas em T3- 100 mg
CAP Lt mesmo com concentragdo de 7,61 pg L. No estudo de Freitas et al. (2021), efeitos
de inibicdo de crescimento de E. sativa L. também foram observados em concentragdes entre
8,5 e 16,0 pug Lt Por outro lado, Ogura et al. (2022) identificaram efeitos de inibicdo da
germinacdo e do crescimento das plantulas de E. sativa L. em concentracdes acima de 303,5
ug L. Particularmente, esses autores indicaram que a vinhaga de cana-de-agUcar foi capaz de
estimular a degradacdo do 2,4-D em experimentos de escala-piloto apds 30 dias, sendo que
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concentragdes de 9,5 pg L™ ndo causaram fitotoxicidade em E. sativa L. (i.e., germinagéo e
crescimento similares ao controle). Ademais, Cenkci et al. (2010) observaram que
concentracdes entre 0,1 a 0,3 ug L™ de 2,4-D inibiram o crescimento do feijao Phaseolus
vulgaris L. Adicionalmente, o estudo de Ozkul et al. (2016) obteve efeitos diferentes para
plantas em contato com o 2,4-D, como citotoxicidade para a cebola Allium cepa para
concentragOes de 0,67 a 4,02 mg L™ de 2,4-D. Por isso, é importante que uma avaliacéo
ecotoxicoldgica mais abrangente seja feita com outros endpoints.

Os resultados apresentados também permitiram o calculo da capacidade de adsorcao
do CAP - g (Tabela 5). Entretanto, valores superiores de g foram encontrados na literatura. Os
valores de q para 2,4-D encontrados por Aksu e Kabasakal (2005), para 25°C, foram de
333,3mg g, para testes com concentracdo inicial de 100 a 600 mg L. Todos os valores
encontrados foram muito inferiores ao apontado no estudo desses autores, provavelmente por
conta das diferencas de concentracfes nominais de contaminante, indicando que apds 0s
tratamentos ainda ha sitios ativos disponiveis no adsorvente e que as concentracdes de CAP
escolhidas foram suficientes para a remoc¢do dos compostos sem atingir a capacidade maxima
do tratamento. Por ser um teste em batelada, em geral, as eficiéncias sdo mais elevadas que de
outros modelos, pois todos os sitios ativos do sorvente estdo em contato com a agua
contaminada. Assim, essa diferenca entre o valor de capacidade méaxima de sorcdo do CAP e
da capacidade de sor¢do do CAP nos tratamentos pode ser um bom indicativo para futuros
estudos de tratamentos continuos com CAP para a mistura de fipronil e 2,4-D.

Da mesma forma, Coelho e Rozéario (2019) obtiveram valores similares de capacidade
de adsorc¢do (7,4 mg g1) que T3 para tratamento de aguas com presenca de matéria organica
em sistema de fluxo continuo com carvdo ativado granular para concentracdes de 2,4-D de
7.089 + 104 pg L. Isso indica que o carvio ativado é capaz de remover agrotoxicos de aguas
mesmo em diferentes granulometrias. Ademais, Coelho et al. (2019) identificaram eficiéncias
acima de 95% para remocao de 2,4-D da agua destilada e filtrada através da aplicacdo de
carvao ativado na forma em pé e granular. O carvéo ativado granular no estudo de Pirsaheb et
al. (2013) também apresentou eficiéncia acima de 90% para remocao de 2,4-D em pH 6. Por
outro lado, Cotillas et al. (2018) utilizaram processos eletroquimicos para remog¢do completa
de 2,4-D em aguas e solos. Contudo, 0s testes propostos na presente pesquisa apenas com
CAP foram suficientes para mitigar os efeitos ecotoxicologicos.

Além do CAP, outros compostos podem ser utilizados como adsorventes para 0
tratamento de aguas contaminadas por agrotoxicos. Por exemplo, o biocarvdo pode ser

produzido a partir de residuos agricolas, como palha, cascas e galhos (Ogura et al., 2021). No



70

contexto do setor sucroenergético, o bagaco de cana-de-aclcar pode ser uma matriz
interessante para producdo do biocarvdo. Nesse aspecto, Brito et al. (2020) indicaram o
potencial do biocarvdo produzido pelo bagaco de cana-de-agtcar com 547 m? gt de superficie
especifica na sor¢do de 2,4-D (153.9 mg g™%).

Em relacdo aos valores norteadores definidos pela legislagdo brasileira, os trés
tratamentos obtiveram remocdo de fipronil suficiente para estar dentro do padrdo de
potabilidade (1,2 pg L™ de fipronil), definido pela Portaria GM/MS N° 888/ 2021. No que
tange a remocéo do 2,4-D, os trés tratamentos também obtiveram eficiéncias suficientes para
que a agua se enquadrasse no patrdo de potabilidade definido pela Portaria GM/MS N° 888/
2021 de 30 pg L' de 2,4-D. Os tratamentos T1 e T2 possibilitaram efluentes com
concentragBes de 2,4-D abaixo de 4,0 pg L, limite do contaminante para rios Classe definido
na Resolucdo CONAMA n° 357/2005. Em sintese, o tratamento mais eficiente para remocao
dos agrotoxicos fipronil, com concentragio nominal de 100 pg L%, e 2,4-D, com concentragéo
nominal de 837,5 pg L™, em mistura foi T2 - 200 mg CAP L, com tempo de contato de 60

min.

5.4.Teste com Enchytraeus crypticus

O bioensaio com Enchytraeus crypticus foi feito para investigacdo de possiveis
impactos gerados pela disposi¢édo incorreta do CAP contaminado em solo (Figura 20). De
acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferencas estatisticas de reproducdo entre o
controle e a amostra contaminada, indicando que ndo houve dessorcdo suficiente do
contaminante durante os 28 dias de teste para impactar os organismos expostos. O resultado
pode confirmar o valor de Ks encontrado por Vieira et al. (1998), que indica que o potencial
de adsorc¢do de 2,4-D pelo solo é quatro vezes maior que o potencial de dessorcdo, de forma
que a forma mais estavel é a que o agrotoxico esta adsorvido ao sorvente. Porém, segundo
Triques et al. (2021), essa ndo foi a espécie mais sensivel aos agrotoxicos estudados. Esses
autores identificaram que o colémbolo Folsomia candida foi mais sensivel ao fipronil,
enquanto as plantas Raphanus sativus e Allium cepa foram mais sensiveis ao 2,4-D. Nesse
estudo, os autores ndo observaram efeitos toxicos significativos para os enquitreideos até 10,4
e 47,0 mg kg, para fipronil e 2,4-D, respectivamente, utilizando solo artificial tropical.
Assim, por motivos de seguranca, recomenda-se a disposicéo final do CAP em aterro Classe

I, por ser um residuo potencialmente contaminado com agrotoxicos.
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Figura 20:Valores de juvenis de Enchytraeus crypticus apés 28 dias com amostra contaminada com CAP retido
do tratamento T1: 400 mg CAP. L™, apds contato durante 60 min com agua contaminada com 100 pg L de
fipronil e 837,5 pug L de 2,4-D.
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Fonte: Elaborag&o propria.

5.5.Consideracdes finais

Para os testes nos quais a quantificacdo quimica foi feita, as eficiéncias de remocéo
foram superiores a 90% na maioria dos compostos e, em alguns casos, o suficiente para estar
abaixo do limite de quantificacdo. Isso pode sugerir que o tratamento foi satisfatorio.
Entretanto, quando foram feitos testes com organismos indicadores, houve ocorréncia de
efeitos ecotoxicoldgicos. Dessa forma, esses resultados reforcam a importancia de estudos
ecotoxicoldgicos para avaliacdo de impactos gerados por agrotoxicos. Portanto, essas analises
podem contribuir para os valores orientadores vigentes na legislacdo brasileira. Por exemplo,
o fipronil s6 possui valores limites para sua presenca em legislacbes mais recentes (1,2 g i.a.
L pela Portaria GM/MS N° 888/2021). Para o 2,4-D, os valores encontrados na legislagio
(30 pg i.a. L pelas Resolugdes CONAMA n° 357/2005 396/2008 e pela Portaria GM/MS N°
888/2021) ndo se mostraram adequados, pois os testes feitos com a espécie de horticultura (E.
sativa L.) em aguas dentro do padréo de potabilidade apresentaram efeitos no crescimento das
plantulas, destacando-se a presenca de raizes inchadas. Além disso, ndo existem padrbes de
emissdo para esses compostos, nem padrGes para a presenca destes em escoamento
superficial, permitindo que as substancias cheguem aos corpos hidricos sem que haja
monitoramento adequado do langamento desses compostos.

Ao fim desse trabalho, pode-se sugerir propostas para futuras pesquisas, sendo elas:
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e Estudos sobre a relagdo entre fipronil e 2,4-D com CAP e avaliar 0s processos
associados a possivel dessorcdo desses compostos;

e Desenvolvimento de ensaios ecotoxicologicos para avaliar a possivel toxicidade do
CAP nos organismos testados, dentre outras espécies;

e Determinacdo das concentracdes de efeito para Eruca sativa L. e outras espécies de
horticultura;

e Estabelecimento de padrbes de qualidade dos agrotdxicos que garantam a seguranca
humana e do meio ambiente;

e Aplicacdo de tratamentos continuos e em escala piloto (e.g., em filtros) com CAP para
a mistura de fipronil e 2,4-D, dentre outros agrotoxicos.

Em resumo, os resultados obtidos para essa pesquisa sustentaram o0s tratamentos
eficientes para aguas contaminadas com fipronil isolado (100 pg L), para aguas
contaminadas com 2,4-D isolado (837,5 2 pug L™?) e para guas contaminadas com a mistura

dos dois agrotoxicos (Figura 21).



Figura 21: Quadro sintese dos resultados da pesquisa.
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6. CONCLUSOES

Com a expansdo do cultivo de cana-de-acUcar, € necessario desenvolver tratamentos
gue mitiguem a contaminacdo de corpos hidricos por agrotoxicos, como o herbicida 2,4-D e 0
inseticida fipronil. Desse modo, a proposta dessa pesquisa foi encontrar uma forma de
remediar dguas contaminadas com fipronil e 2,4-D, individualmente e em mistura. Assim, 0
tratamento sugerido foi com a utilizacdo do CAP como adsorvente, com agitacdo em mesa
agitadora e filtracdo da agua para separacao do carvdo. Para verificagdo do tratamento, foram
feitos testes com organismos bioindicadores (i.e., C. silvestrii e E. sativa L.). A partir dos
experimentos propostos foi possivel encontrar os tratamentos mais eficientes com CAP para
fipronil (100 pg L™?) e 2,4-D (837,5 pug L), isolados e em mistura, sendo eles:

e Fipronil isolado: 200 mg CAP L1, com tempo de agitacio de 60 min;

e 2.4-Disolado: 200 mg CAP L, com tempo de agitagdo de 15 min;

e Mistura de fipronil e 2,4-D: T2- 200 mg CAP L™, com tempo de agitacio de 60 min.
Para o tratamento T2 (amostra com mistura) as eficiéncias de remocéo dos ingredientes ativos
foram superiores a 99%. Ademais, 0 presente estudo reforcou a importancia das analises
ecotoxicoldgicas para compreensao dos impactos gerados por agrotoxicos, com destaque para
espécies nativas e/ou com importancia ambiental, social ou econdmica para 0 ecossistema
foco do estudo. Também foi notada a auséncia de valores de referéncia para esses
contaminantes que garantam a seguranca e funcionamento de ecossistemas contaminados por
agrotoxicos. Assim, as pesquisas podem fornecer subsidios para a elaboragdo de politicas

publicas e de tecnologias que mitiguem os impactos gerados por agrotoxicos.



76



7

REFERENCIAS

ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR ISO 16387: Qualidade do
solo - efeitos de poluentes em Enchytraeidae (Enchytraeus sp.) — determinacéo de efeitos
sobre reproducéo e sobrevivéncia. Rio de Janeiro, 2012.

ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. . NBR 13373: Ecotoxicologia
aquatica — toxicidade crénica — método de ensaio com Ceriodaphnia spp. (Crustacea,
Cladocera). Rio de Janeiro, 2017.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. F43 - Fipronil. Brasilia, 2020a.
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. D27 — 2,4-D. Brasilia, 2021b.

AKSU, Z.; KABASAKAL, E. Adsorption characteristics of 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid
(2,4-D) from agueous solution on powdered activated carbon. Journal of Environmental
Science and Health, Part B, v. 40, n. 4, p.545-570, July 2005. DOI:
http://dx.doi.org/10.1081/pfc-200061533.

BHATTI, S. et al. Bioaccumulation, biotransformation and toxic effect of fipronil in
Escherichia coli. Chemosphere, v. 231, p. 207-215, Sept. 2019. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.05.124.

BONMATIN, J.M. et al. Environmental fate and exposure; neonicotinoids and fipronil.
Environmental Science and Pollution Research, v. 22, p. 35-67, 2015. Doi:
https://doi.org/10.1007/s11356-014-3332-7 .

BORDONAL, R. O. et al. Sustainability of sugarcane production in Brazil. A review.
Agronomy for Sustainable Development, v. 38, 2018. DOI:
https://doi.org/10.1007/s13593-018-0490-x .

BRASIL. Lein°7802, de 11 de julho de 1989. Dispde sobre a pesquisa, a experimentacéo, a
producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacao, a
propaganda comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de agrotdxicos,
seus componentes e afins, e da outras providéncias. Disponivel em:
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/LEIS/L7802.htm. Acesso em: 07 set. 2021.

BRASIL. Ato n° 1, de 09 de janeiro de 2019. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, DF, 10 jan.
2019. Secdo 1,n. 7, p. 14-16.

BRASIL. Conselho Nacional de Meio Ambiente. Resolugdo n° 396, de 17 de marco de 2005.
Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condicGes e padrdes de langamento de efluentes, e
da outras providéncias. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, DF, 18 mar. 2005, n. 053, p. 58-63.



78

BRASIL. Conselho Nacional de Meio Ambiente. Resolugéo n° 357, de 03 de abril de 2008.
Dispde sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento das dguas
subterraneas e d& outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 7 abr. 2008.
Secdo 1, n. 066, p. 64-68.

BRASIL. Ministério da Saude. Gabinete do Ministro. Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio
de 2021. Altera 0 anexo XX da Portaria de Consolidagdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de
2017, para dispor sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrdo de potabilidade. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 7
maio 2021. Secdo 1, n. 85, p. 127.

BRITO, G. M. et al. High-performance of activated biocarbon based on agricultural biomass
waste applied for 2,4-D herbicide removing from water: adsorption, kinetic and
thermodynamic assessments. Journal of Environmental Science and Health. Part B.
Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wastes, v. 55, p. 767 — 782, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1080/03601234.2020.1783178.

BURNS, C. J.; SWAEN, G. M. H. Review of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)
biomonitoring and epidemiology. Critical Reviews in Toxicology, v. 42, n. 9, p. 768-786,
2012. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3483058/. Acesso
em: 07 set. 2021.

CENKCI, S. et al. Evaluation of 2,4-D and Dicamba genotoxicity in bean seedlings using
comet and RAPD assays. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 73, n. 7, p. 1558-
1564, 2010. DOI: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2010.07.033.

COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO. Qualidade das aguas
interiores no Estado de Sao Paulo. Relatérios. S&do Paulo, 2017. Disponivel em:
https://cetesb.sp.gov.br/aguas-interiores/publicacoes-e-relatorios/. Acesso em: 07 set. 2021.

COELHO, E. R. C. C. et al. High-performance of activated biocarbon based on agricultural
biomass waste applied for 2,4-D herbicide removing from water: adsorption, kinetic and
thermodynamic assessments. Journal of Environmental Science and Health, Part B, v. 55,
n. 9, p. 767-782, 2019. DOI: https://doi.org/10.1080/03601234.2020.1783178.

COELHO, E. R. C.; ROZARIO, A. Remog&o do 2,4-D em amostras de aguas pela adsorgio
em leitos fixos de carvao ativado granular em escala reduzida. Engenharia Sanitaria e
Ambiental, v. 24, n. 3, p.453-462, maio/jun. 2019. DOI: 10.1590/5S1413-41522019182897.

CORBI, J. J. (Org.). Indicadores bioldgicos de qualidade em ambientes aquaticos
continentais: métricas e recortes para analises. Belém: RFB, 2021. DOI:
10.46898/rfh.9786558891321.

CORTEZ, L. A. B. (Org.). Proalcool 40 anos: universidades e empresas: 40 anos de ciéncia
e tecnologia para o etanol brasileiro. S&o Paulo: Blucher, 2018.

COTILLAS, S. et al. Removal of 2,4-D herbicide in soils using a combined process based on
washing and adsorption electrochemically assisted. Separation and Purification
Technology, v. 194, p. 19-25, 2018.



79

CREMONEZ, P. A. et al. Biodiesel production in Brazil: current scenario and perspectives.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 42, p. 415-428, 2015.

CRUZ, C. H. B. et al. Universidades e empresas: 40 anos de ciéncia e tecnologia para o
etanol brasileiro. Sao Paulo: Edgard Blucher, 2016.

DAAM, M. A. et al. Environmental risk assessment of pesticides in tropical terrestrial
ecosystems: test procedures, current status and future perspectives. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 181, p.534-547, 2019. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2019.06.038.

DI BERNARDO, L.; DANTAS, A. D. B.; VOLTAN, P. E. N. Métodos e técnicas de
tratamento e disposicdo dos residuos gerados em estacGes de tratamento de agua. S&o
Carlos: LDiBe, 2012.

FERREIRA FILHO, J. B. S.; HORRIDGE, M. Ethanol expansion and indirect land use
change in Brazil. Land Use Policy, v. 36, p. 595-604, 2014.

FIGUEIREDO, L.P. et al. Impact of temperature on the toxicity of Kraft 36 EC® (a.s.
abamectin) and Score 250 EC® (a.s. difenoconazole) to soil organisms under realistic
environmental exposure scenarios. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 194, 2020.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.110446.

FORTI, J. C. et al. A Phytotoxicity assessment of the efficiency 2,4-D degradation by
different oxidative processes. Journal of Environmental Management, v. 266, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2020.110588.

FREITAS, I. B. F. et al. The Longitudinal profile of a stream contaminated with 2,4-D
and its effects on non-target species. [S.l.: s.n], 2021. Manuscript Draft, Archives of
Environmental Contamination and Toxicology.

FREITAS, J. S. et al. Effects of 2,4-D-based herbicide (DMA® 806) on sensitivity,
respiration rates, energy reserves and behavior of tadpoles. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 182, 2019. DOI: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2019.109446.

GOULART, B.V. et al. Matrix effect challenges to quantify 2,4-D and fipronil in aquatic
systems. Environmental Monitoring and Assessment, v. 192, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1007/s10661-020- 08776-3.

HOGARTH, J. R. Evolutionary models of sustainable economic change in Brazil: no-till
agriculture, reduced deforestation and ethanol biofuels. Environmental Innovation and
Societal Transitions, v. 24, p. 130-141, 2017. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.eist.2016.08.001.

HUA, S. et al. Remediation of organochlorine pesticides contaminated lake sediment using
activated carbon and carbon nanotubes. Chemosphere, v. 177, p. 65-76, 2017.



80

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATRURAIS
RENOVAVEIS. Relatorios de comercializacdo de agrotoxicos — boletim 2019. Disponivel
em: http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-agrotoxicos.
Acesso em: 6 out. 2021.

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATRURAIS
RENOVAVEIS. Séries historicas e estatisticas. Uso de agrotoxicos — consumo nacional de
agrotoxicos e afins por area plantada. Disponivel em:
https://seriesestatisticas.ibge.gov.br/series.aspx?vcodigo=1U18&t=uso-agrotoxicos-1-
consumo-nacional-agrotoxicos. Acesso em: 6 out. 2021.

ISLAM, F. etal Potential impact of the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on human
and ecosystems. Environment International, v. 111, p. 332-351, 2018. Disponivel em:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412017315313. Acesso em: 07 set.
2021.

JONKER, M. J et al. Significance testing of synergistic/antagonistic, dose level-dependent,
or dose ratio-dependent effects in mixture dose-response analysis. Environmental
Toxicology and Chemistry, v. 24, n. 10, p. 2701-2713, 2005. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16268173. Acesso em: 07 set. 2021.

KARAISMAILOGLU, M. C. Assessments on the potential genotoxic effects of fipronil
insecticide on Allium cepa somatic cells. Caryologia, v. 70, n. 4, p. 378-384, Oct. 2017.
DOI: https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00087114.2017.1371992 .

KIM, S. etal. PubChem in 2021: new data content and improved web interfaces. Nucleic
Acids Research, v. 49, n. D1, p. D1388-D1395, Jan. 2021. DOI:
https://doi.org/10.1093/nar/gkaa971.

KONWICK, B. J. et al. Acute enantioselective toxicity of fipronil and its desulfinyl
photoproduct to ceriodaphnia dubia. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 24, n. 9,
p. 2350, Sept. 2005. DOI: http://doi.wiley.com/10.1897/04-459R.1 .

LOZANO, V. L. et al. Effects of glyphosate and 2,4-D mixture on freshwater phytoplankton
and periphyton communities: a microcosms approach. Ecotoxicol. Environ. Saf. 148 1010-
1019, 2018.DOI: https://doi.org/10.1016/J.ECOENV.2017.12.006 .

MARCHESAN, E. et al. Residuos de agrotdxicos na dgua de rios da Depressdo Central do
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Ciéncia Rural, v. 40, n. 5, p. 1053-1059, maio 2010.
Disponivel em: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782010000500009&Ing=pt&ting=pt. Acesso em: 07 set. 2021.

MARTIN, O et al. Ten years of research on synergisms and antagonisms in chemical
mixtures: a systematic review and quantitative reappraisal of mixture studies. Environment
International, v. 146, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/j.envint.2020.106206 .

MERINI, L. J. et al. Dissipation of 2,4-D in soils of the Humid Pampa region, Argentina: a
microcosm study. Chemosphere, v. 68, n. 2, p. 259-265, June 2007. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004565350700094 X ?via%3Dihub.
Acesso em: 07 set. 2021.



81

MOREIRA, R. A. et al. Exposure to environmental concentrations of fipronil and 2,4-D
mixtures causes physiological, morphological and biochemical changes in Raphidocelis
subcapitata. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 206, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111180.

MOREIRA, R. A. et al. Fipronil and 2,4-D effects on tropical fish: could avoidance response
be explained by changes in swimming behavior and neurotransmission impairments?
Chemosphere, v. 263, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.127972.

MOUTINHO, M. F. et al. Herbicides employed in sugarcane plantations have lethal and
sublethal effects to larval Boana pardalis (Amphibia, Hylidae). Ecotoxicology, v. 29, p.
1043-1051, 2020. DOI: https://doi.org/10.1007/s10646-020-02226-z .

NEWMAN, M.C. Fundamentals of ecotoxicology: the science of pollution. 5". New York:
CRC Press, 2019. DOI: https://doi.org/10.1201/9781351133999.

OGURA, A. P etal. A Review of pesticides sorption in biochar from maize, rice, and wheat
residues: current status and challenges for soil application. Journal of Environmental
Management, v. 300, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2021.113753.

OGURA, A. P. etal. Effectsin plant germination and initial growth due to irrigation
with water from simulated contamination by sugarcane pesticides and vinasse. [S.I.:
s.n.]: 2022. Manuscript Draft, Archives of Environmental Contamination and Toxicology.

OKUMURA, F. et al. Electrochemical and quantum chemical investigations of the
insecticide fipronil. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 27, n. 5, p. 925-932,
2016. DOI: https://doi.org/10.5935/0103-5053.20150347.

OZKUL, M. et al. Does 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) induce genotoxic effects in
tissue cultured Allium roots? Cytotechnology, v. 68, n. 6, p. 2395-2405, Dec. 2016. DOI:
https://doi.org/10.1007/s10616-016-9956-3.

ORDAZ-GUILLEN, Y. et al. Evaluating the degradation of the herbicides picloram and 2,4-
D in a compartmentalized reactive biobarrier with internal liquid recirculation.
Environmental Science and Pollution Research, v. 21, n. 14, p. 8765-8773, Apr. 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s11356-014-2809-8.

PINTO, T. J. S. et al. Functional responses of Hyalella meinerti after exposure to
environmentally realistic concentrations of 2,4-D, fipronil, and vinasse (individually and in
mixture). Aquatic Toxicology, v. 231, p. 105712, Feb. 2021a. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2020.105712 .

PINTO, T. J. S. etal. Toxicity of fipronil and 2,4-D formulations (alone and in a mixture) to
the tropical amphipod Hyalella meinerti. Environmental Science and Pollution Research,
v. 28, p. 38308-38321, 2021b. DOI: https://doi.org/10.1007/s11356-021-13296-9.



82

PINTO, T.J. S. etal. Impact of 2,4-D and fipronil on the tropical midge Chironomus
sancticaroli (Diptera: Chironomidae). Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 209,
2021c. Doi: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111778.

PIRSAHEB, M. et al. Removal of diazinon and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) from
aqueous solutions by granular-activated carbon. Desalination and Water Treatement, v.
52, n.22-24, p. 4350-4355, 2013. DOI: https://doi.org/10.1080/19443994.2013.801787.

RAMYA, T.; ANBAZHAGI, M.; MUTHUKUMAR, M. Electrochemical oxidation of
fipronil contaminated wastewater by RuO2/1rO2/Ta02 coated titanium anodes and sorbent
nano hydroxyapatite. Materials Today: proceedings, v. 3, n. 6, p. 2509-2517, 2016. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.matpr.2016.04.1609.

RODRIGUES, P.E.C. Producdo da rucula (Eruca sativa L) submetida a diferentes niveis de
deplecéo e coberturas de solo. 2018. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de
Santa Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programa de P6s Graduacdo em RS, Santa Maria,
2018. Disponivel em: http://repositorio.ufsm.br/handle/1/15945. Acesso em: 07 set. 2021.

SAN MIGUEL, A. et al. Phenylpyrazoles impact on Folsomia candida (Collembola). Soil
Biology and Biochemistry, v. 40, n. 9, p. 2351-2357, Sept. 2008. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071708001697 . Acesso em: 07 set.
2021.

SILVA, L. C. M. et al. Acute and chronic toxicity of 2,4-D and fipronil formulations
(individually and in mixture) to the neotropical cladoceran Ceriodaphnia silvestrii.
Ecotoxicology, v. 29, p. 1462-1475, 2020. DOI: https://doi.org/10.1007/s10646-020-02275-
4.

SONG, Y. Insight into the mode of action of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) as an
herbicide. Journal of Integrative Plant Biology, v. 56, p. 106-113, 2014. DOI:
https://doi.org/10.1111/jipb.12131.

STEHLE, S.; SCHULZ, R. Agricultural insecticides threaten surface waters at the global
scale. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 112, n. 18, p. 5750-5755, Apr.
2015. DOI: http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1500232112.

TINGLE, C.C.D. et al. Fipronil: environmental fate, ecotoxicology, and human health
concerns. In: WARE, G.W. (Ed.). Reviews of environmental contamination and
toxicology. New York: Springer, 2003. v.176. DOI: https://doi.org/10.1007/978-1-4899-
7283-5 1.

TRIQUES, M.C. et al. Assessing single effects of sugarcane pesticides fipronil and 2,4-D on
plants and soil organisms. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 208, 2021. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111622.

UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA DE ACUCAR. Unicadata. 2020. Disponivel em:
http://www.unicadata.com.br/index.php?idioma=1. Acesso em: 07 set. 2021.



83

UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Ecological effects test
guidelines, OPPTS 850.4200, seed germination/root elongation toxicity test. Washington,
1996. (EPA 712-C-96-154).

VALADARES, A.; ALVES, F.; GALIZA, G. O Crescimento do uso de agrotoxicos: uma
andlise descritiva dos resultados de censo agropecuario 2017. Brasilia: IPEA/ DISOC, 2020.
(Nota Técnica, 65).

VIEIRA, E. M. et al. Estudo da adsorcao/dessorcao do acido 2,4 diclorofenoxiaceético (2,4d)
em solo na auséncia e presenca de matéria organica. Quimica Nova, v. 22, n. 3, p. 305-308,
1998. Disponivel em: http://quimicanova.sbq.org.br/detalhe_artigo.asp?id=1994. Acesso
em: 07 set. 2021.

WESTON, D. P.; LYDY, M. J. Toxicity of the insecticide fipronil and its degradates to
benthic macroinvertebrates of urban streams. Environmental Science & Technology, v. 48,
n. 2, p. 1290-1297, 2014. DOI: https://doi.org/10.1021/es4045874.

WILSON, W. A. et al. Enantioselective chronic toxicity of fipronil to ceriodaphnia dubia.
Archives of Environmental Contamination and Toxicology, v. 54, n. 1, p. 36-43, Jan.
2008. Disponivel em: http://link.springer.com/10.1007/s00244-007-9003-7.  Acesso em: 07
set. 2021.



84



85

APENDICE A — Tabelas de pardmetros: Condutividade, pH e OD.

Tabela 6: Faixa de valores de pH, condutividade, OD encontrados antes e depois do teste com C. silvestrii para

tratamentos com CAP, com 60 min de agitagdo e concentragdo nominal de 100 pg L™ de fipronil.

Parametros iniciais Parametros finais
Tratamento com _
Condutividade
CAP (mg L?) pH OD (mg L) pH OD (mg L})
(uS cm™)

Controle 152,92 154,8 7,07a7,29 7,12a7,18 7,14 a 7,68 7,08a7,31
800 166,5a 169,3 740a7,76 6,98 a 7,20 756a7,71 7,11a7,33

400 160,3 a 169,1 7,37a7,80 6,98 a 7,25 7,55a7,76 7,09a7,35

200 155,2 a 160,3 6,96 a 7,79 6,97 a 7,22 752a7,78 712a7,31

100 149,9 a 157,7 6,84 a7,76 6,95a7,28 745a7,79 7,15a7,31

50 144,42 157,0 6,57a7,72 6,90 a 7,26 7,42 a7,79 714a7,34

25 153,0 a 158,8 6,44 a 7,67 6,99 a 7,26 7,35a7,78 7,08a7,30

0 152,9a159,1 7,22 a7,65 6,99 a 7,28 7,32a7,78 7,10a7,35

Tabela 7: Faixa de valores de pH, condutividade, OD encontrados antes e depois do teste com C. silvestrii

tratamentos com CAP, para o tempo de 15 min de agitacdo e concentragdo nominal de 100 pg Lt de fipronil

Tratamento com Parametros iniciais Parametros finais
CAP (mg LY Condutividade
pH OD (mg L) pH OD (mg L})
(kS cm™)
Controle 154,8 a 163,3 7,07a7,69 7,18a7,93 7,45a7,74 7,31a7,66
800 166,9a171,1 7,60 a 7,86 7,20a7,75 7,71a7,82 7,33a7,71
400 160,3a171,1 7,66 a 7,88 7,25a7,78 7,76 a7,82 7,35a7,61
200 158,62 170,8 7,59a7,78 7,22a7,76 7,78a7,79 7,31a7,65
100 156,5 a 163,2 751a7,79 7,28a7,77 7,77a7,78 7,31a7,59
50 155,3 a 165,0 7,53a7,68 7,23a7,74 7,76a7,79 7,34 a7,67
25 153,5 a 165,2 7,52 a7,67 7,26a7,75 7,77a7,78 7,30a7,60

0 157,6 a 165,5 7,32a7,67 7,67a7,79 7,77a7,78 7,29a7,65
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Tabela 8: Faixa de valores de pH, condutividade, OD encontrados antes e depois do teste com C. silvestrii para

tratamentos com CAP, para o tempo de 30 min de agitacéo e concentragdo nominal de 100 pg L™ de fipronil

Tratamento com Parémetros iniciais Parémetros finais
CAP (mg LY Condutividade
pH OD (mg L) pH OD (mg L)
(kS cm™)

Controle 160,8 a 163,3 7,12a7,65 7,4a7.93 7,74a7,71 744a7,71
800 166,8a179,5 7,42 a7,63 73a7,87 7,75a7,82 7,52a7,69

400 163,3a171,0 7,55a7,78 7,34a7,86 7,75a7,86 7,45a7,68

200 159,8 a 168,2 7,61a7,68 7,41a7,87 7,71a7,83 749a7,72

100 158,1 a 166,7 7,63 a7,66 7,42 a7,82 7,67a7,79 7,47a7,62

50 157,9 a 166,1 7,62 a7,65 7,39a7,87 7,64a7,79 7,52 a7,64

25 156,8 a 164,7 7,55a7,66 7,46 a 7,82 7,65a7,76 7,45 27,68

0 159,6 a 165,5 7,58 a 7,66 7,53a7,87 7,677,75 75a7,64

Tabela 9: Faixa de valores de pH, condutividade, OD encontrados antes e depois do teste com C. silvestrii para

tratamentos com CAP, para o tempo de 45 min de agitacdo e concentragdo nominal de 100 pg Lt de fipronil.

Tratamento com Parémetros iniciais Parémetros finais
CAP (mg L1 Condutividade
pH OD (mg LY) pH OD (mg LY)
(HS cm)

Controle 160,9 a 166,7 7,60 a7,66 7,46 a 7,66 7,25a7,76 7,33a7,91
80 167,9a176,9 7,23a7,84 7,34a7,40 7,53a7,85 7,33a7,89

40 154,7 a 169,8 7,41a7,79 7,36a7,53 7,62a7,82 7,28a7,88

20 153,5a167,5 748a7,71 7,34a7,59 7,67a7,79 7,39a7,85

10 153,9 a 165,6 75a7,68 7,39a7,57 7,69a7,77 7,38a7,83

5 153,4 a 165,3 7,51a7,70 7,36a7,59 7,71a7,76 7,43a7,80

2,5 152,00 a 165,3 7,51a7,68 7,40a7,61 7,70a7,71 7,39a7,82

0 155,6 a 165,7 7,52 a7,62 7,38a7,79 7,69a7,70 7,33a7,82
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Tabela 10: Faixa de valores de pH, condutividade, OD encontrados antes e depois dos testes com C. silvestrii

para os tratamentos com CAP, com 60 min de agitacdo e concentragdes nominais de 100, 500 e 1000 pg L™ de

fipronil.
Concentracéo Paradmetros iniciais Parametros finais
Tratamento .
nominal de
com CAP . . Condutividade oD oD
fipronil pH pH
(mgLY) . (uS cm) (mg L) (mg L)
(Mg L)

Controle 0 161,5a162,4 6,90 a 7,54 7,26 27,82 7,21a7,77 7,25a7,55
800 100 166,1a175,8 7,48a7,89 7,06a7,72 7,55 a7,86 7,24 28,28
400 100 165,2a172,2 7,54a787 7,03a7,67 7,61a7,85 7,21a7,61
200 100 161,1a167,8 7,56 a 7,81 7,17a7,78 7,682a7,83 7,21a8,25

0 100 161,7 a 166,2 7,57 a 7,68 7,12a7,83 7,68a7,79 7,22 28,20
800 500 170,7a174,3 7,72a7,90 7,09 a7,67 7,64 27,86 7,24 28,23
400 500 165,0 a 169,7 7,73a7,88 7,07 a7,65 7,65a7,82 7,192a8,19
200 500 161,8 a168,1 7,70 a 7,86 7,10a7,65 7,65a7,82 7,22 a 8,07

0 500 163,6 a172,2 7,67a7,77 7,43a7,80 7,64a7,79 7,23 28,24
800 1000 166,5a 169,4 7,67a781 7,06 a 7,63 7,63a7383 7,20 28,13
400 1000 164,4 2 166,8 7,67a7381 7,10 a 7,64 7,65a7,83 7,24 28,25
200 1000 161,7 a 167,6 7,66 a 7,81 7,11a7,64 7,63a7381 7,18 8,15

0 1000 165,5a 165,8 759a7,73 7,20a7,77 7,63a781 7,18a7,55

Tabela 11: Faixa de valores de pH e condutividade encontrados antes do teste com E. sativa L. para 0s

tratamentos com CAP, com 60 min de agitacdo e concentragdo nominal de 8375 g L de 2,4-D.

Tratamento com CAP (mg L) pH Condutividade (uS cm™)

Controle 6,12a7,00 5,70a13,6
3200 7,36 a 9,07 44,8 a 54,8

1600 6,57 a 8,75 31,40 a 36,00

800 3,17a7,80 20,60 a 82,80

400 5,20a7,08 14,00a 17,50

200 2,83 26,68 10,40 a 35,40

100 3,30a6,41 6,60 a 17,90
0 3,79a5,18 5,40 26,00
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Tabela 12: Faixa de valores de pH e condutividade encontrados antes do teste com E. sativa L. para tratamento

com CAP, para o tempo de 15 min de agitacdo e concentracdo nominal de 8375 mg L™ de 2,4-D.

Tratamento com CAP (mg L) pH Condutividade (uS cm™)
Controle 6,18 a 7,00 7,83 213,60
3200 8,19a9,30 47,00 a51,80
1600 8,37 29,00 29,50 a 33,00
800 8,03a8,48 18,90 a 20,50
400 7,27 a 8,06 10,20 a 14,40
200 6,72a7,81 9,0029,90
100 6,64 a 7,66 6,10a7,70
0 5,55a7,08 490a6,10

Tabela 13: Faixa de valores de pH e condutividade encontrados antes do teste com E. sativa L. para tratamento

com CAP, para o tempo de 30 min de agitacdo e concentracdo nominal de 8375 mg L™ de 2,4-D.

Tratamento com CAP (mg L) pH Condutividade (uS cm™)
Controle 6,12 26,89 5,7a10,4
3200 8,88a9,4 32,2a51,8
1600 8,10 a 8,96 30,7a51,0
800 7,74a7,79 21,1a22,0
400 6,94 a7,28 13,5a14,3
200 6,50 a 6,96 9,6a13,0
100 5,36 a 6,85 9,4a9,8

0 5,27 a5,47 5,0a5,9
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Tabela 14: Faixa de valores de pH e condutividade encontrados antes do teste com E. sativa L. para tratamentos

com CAP, com 60 min de agitacdo e concentragdes nominais de 83,75; 837,5 e 8375 ug L de 2,4-D.

Tratamento com CAP

Concentracéo nominal

pH Condutividade (S cm™)

(mg LY de 2,4-D (ug L?)

Controle 0 6,43a7,28 6,0a8,1
800 83,75 6,26 a 7,54 17,3a28,1
400 83,75 6,33a7,28 11,8a15,6
200 83,75 6,65 a 7,08 6,7a10,9

0 83,75 6,42 a 6,51 1,7a4,3
800 837,5 6,5a7,35 18,3a24,9
400 837,5 6,81a7,15 11,3a16,3
200 837,5 6,86 a 6,96 75a12,0

0 837,5 6,87 a2 6,90 24a34
800 8375 7,07a7,72 21,4a24,0
400 8375 7,27a7,37 13,8al7,4
200 8375 7,35a7,18 10,1a13,9

0 8375 6,51 a6,93 3,1a5,6

Fonte: Elaboragéo propria.



