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RESUMO 
 

Gallo, Natália Cardoso. Efeito dos agrotóxicos fipronil, 2,4-D e suas misturas sobre 

Daphnia similis: Uma abordagem de múltiplos parâmetros. 2022. 61 f. Monografia 

(Trabalho de Conclusão de Curso) – Curso de Engenharia Ambiental, Departamento de 

Hidráulica e Saneamento, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2022. 

 

O uso indiscriminado de agrotóxicos vem sendo motivo de preocupação em todo o mundo 
em decorrência dos graves impactos ambientais. No Brasil, dentre os agrotóxicos 
amplamente utilizados em monoculturas de cana-de-açúcar encontram-se o inseticida 
Regent® 800 WG, cujo princípio ativo é o fipronil, e o herbicida DMA® 806 BR, cujo 
princípio ativo é o 2,4-D. A busca pela eficiência da produção agrícola faz com que, 
frequentemente, diferentes produtos sejam aplicados simultaneamente e em doses 
maiores do que as recomendadas. Por esta razão, atualmente estudos com agrotóxicos 
estão também levando em consideração as misturas desses contaminantes. Dentro deste 
contexto, o presente estudo teve como principal objetivo investigar, através de diferentes 
parâmetros, os efeitos  dos agrotóxicos Regent® 800 WG e DMA® 806 BR, isolados e em 
misturas sobre o cladócero Daphnia similis. Para isso, foram realizados testes de 
toxicidade aguda com os compostos agindo de foram isolada e em mistura, sendo 
avaliado a sobrevivência dos organismos; testes de toxicidade crônica com os compostos 
isolados, levando em consideração três parâmetros de avaliação: reprodução, a estrutura 
em tamanho das fêmeas e das neonatas produzidas em todas as ninhadas do período 
experimental. Nesse estudo, também foram analisados os parâmetros fisiológicos de D. 
similis, através de análises das taxas de alimentação (filtração e ingestão) em cenários 
de exposição e pós-exposição, a fim de verificar a capacidade de recuperação alimentar 
dos cladóceros. Além disso, os dados gerados para D. similis foram comparados através 
de curvas de distribuição de sensibilidade das espécies (SSDs) com outras espécies de 
diferentes grupos taxonômicos quando expostas ao fipronil e 2,4-D. Através dos testes 
de toxicidade aguda com o Regent® 800 WG um valor médio de CE50-48h de 66,68 µg 
i.a/L (95% IC 51,58 - 82,63 µg i.a./L) foi determinado para D. similis. Já para a exposição 
aguda dos organismos ao DMA® 806 BR, o valor médio encontrado foi de 327,07 mg i.a./L 
(95% IC  272,65 – 416,0 59 mg i.a./L). Quanto ao teste em misturas, a avaliação do 
modelo IA (ação independente) após adição dos parâmetros “a” e “b” apontou que o 
desvio que melhor explicou os dados foi DR (dependente da proporção da dose). A 
exposição dos cladóceros no teste crônico com o fipronil apontou uma diminuição do 
número de neonatas produzidas por fêmea na concentração de 16 µg i.a./L, uma 
concentração já encontrada em ambientes aquáticos. Para o 2,4-D não foram observadas 
diferenças significativas para a reprodução de D. similis nas concentrações testadas. Em 
relação ao tamanho dos cladóceros, não houve mudanças significavas das fêmeas 
adultas e suas três primeiras ninhadas para as concentrações testadas de fipronil. Já 
para o 2,4-D, não houve diferença significativa no tamanho das fêmeas adultas, porém 
essas diferenças foram constatadas na estrutura em tamanho das neonatas. No teste de 
alimentação com o inseticida, embora não tenha sido estatisticamente significativo, houve 
uma diminuição na taxa de alimentação dos organismos com o aumento da concentração 
de exposição. Para o herbicida, não houve alterações nas taxas de alimentação. Quanto 
à pós-exposição, tanto o fipronil quanto o 2,4-D não foram observadas mudanças 
significativas em suas taxas de alimentação nas concentrações testadas. 
 

Palavras-chave: zooplâncton; toxicidade aguda; toxicidade crônica; misturas de 

agrotóxicos; taxas de filtração e ingestão; distribuição de sensibilidade das espécies 

(SSDs) 



ABSTRACT 

 

Gallo, Natalia Cardoso. Effect of pesticides fipronil, 2,4-D and their mixtures on Daphnia 
similis: A multiparameter approach. 2022. 61 f. Monograph - Environmental Engineering 
Course, Departamento de Hidráulica e Saneamento, Universidade de São Paulo, São Carlos, 
2022.  
  

The indiscriminate use of pesticides has been a matter of concern around the world due 
to the serious environmental impacts. In Brazil, among the pesticides widely used in 

sugarcane monocultures are the insecticide Regent® 800 WG, whose active ingredient is 

fipronil, and the herbicide DMA® 806 BR, whose active ingredient is 2,4- D. The search 
for efficiency in agricultural production often means that different products are applied 
simultaneously and in larger doses than recommended ones. For this reason, currently 
studies with pesticides are also considering mixtures of contaminants. Within this context, 
the main objective of the present study was to investigate, through different parameters, 

the effects of the pesticides Regent® 800 WG and DMA® 806 BR, isolated and as mixtures, 
on the cladoceran Daphnia similis. For this, tests of acute toxicity were carried out with 
the compounds acting in isolation and as mixture, with the survival of the organisms being 
evaluated; chronic toxicity tests with the isolated compounds, considering three evaluation 
parameters: reproduction, females’ size and neonates produced in all broods during the 
experimental period. In this study, the physiological parameters of D. similis were also 
analyzed, through analysis of feeding rates (filtration and ingestion) in exposure and post-
exposure scenarios, in order to verify the cladoceran food recovery capacity. In addition, 
data for D. similis were compared using species sensitivity distribution (SSDs) curves to 
other species from different taxonomic groups when exposed to fipronil and 2,4-D. Acute 

toxicity tests of the Regent® 800 WG showed an average EC50-48h of 66.68 µg i.a/L (95% 

CI 51.58 – 82.63 µg i.a/L). For DMA® 806 BR, the average value found was 327.07 mg 
i.a/L (95% CI 272.65 – 416.59 mg i.a./L). In both cases, D. similis showed lower sensitivity 
compared to other species. As for the test in mixtures, the evaluation of the IA model 
(independent action) after adding the parameters “a” and “b” indicated that the best 
deviation that explained the data of the mixture of the fipronil and 2,4-D formulations was 
DR (dose ratio dependent). The chronic test with fipronil showed a decrease in the number 
of neonates produced per female at a concentration of 16 µg i.a/L, a concentration already 
found in aquatic environments. For 2,4-D, no significant differences were observed for 
reproduction at the concentrations tested. Regarding cladoceran size, there were no 
significant changes in adult females and their first three litters for the tested concentrations 
of fipronil. As for 2,4-D, there was no significant difference in the size of adult females, but 
these differences were observed in the size structure of the neonates. In the insecticide 
feeding test, although it was not statistically significant, there was a decrease in the 
organisms feeding rate with increasing exposure concentration. For the herbicide, there 
were no changes in feeding rates. As for post-exposure, both fipronil and 2,4-D were not 
observed to significantly change their feeding rates at the concentrations tested.  
  
Keywords: microcrustaceans; zooplankton; acute and chronic toxicity; structure in size; 
filtration and intake rates; pesticide mixtures; species sensitivity distribution (SSDs).  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O número de substâncias químicas sintéticas tem se expandido muito ao longo 

das últimas décadas. Grandes quantidades desses contaminantes são liberados para 

o ambiente, contaminando tanto a água, como também o solo e o ar (Bonaventura e 

Johnson, 1997; Lins et al., 2021).  

Com a expressiva expansão agrícola que ocorreu nas últimas décadas, a 

conservação da biodiversidade aquática continental em todo o mundo tem sido 

ameaçada (Lacher e Goldstein, 1997; Sanchez-Bayo e Hyne, 2011; Henriques, 2021). 

Dentre as diversas substâncias químicas que afetam os organismos de água doce, 

os agrotóxicos têm efeitos particularmente graves sobre a biota aquática, podendo 

afetar a riqueza e biodiversidade da comunidade F (Daam e Van den Brink, 2010; 

Yoshii, 2022). Esses compostos chegam aos corpos d’água através de diferentes 

processos de transporte, como, por exemplo, a influência dos ventos e água da chuva 

- que promove a deriva, lavagem de folhas, lixiviação, erosão e escoamento 

superficial (Ministério do Meio Ambiente, 2018; Zambrone, 1986). Estudos de 

monitoramento apontam um elevado grau de contaminação ambiental, no qual 

resíduos oriundos da aplicação dos agrotóxicos são encontrados em águas 

superficiais e subterrâneas (Dores et al., 2008), em alimentos (ANVISA, 2020), na 

atmosfera (Moreira et al., 2012) e nas chuvas (Nogueira et al., 2012).   

Os efeitos tóxicos provocados pelo uso de agrotóxicos são bastante complexos 

de serem estimados, uma vez que é necessário compreender as transformações 

químicas, físicas e biológicas envolvidas e como elas irão influenciar as relações 

biológicas dos ecossistemas, tanto direta como indiretamente (Sabik, 2000; Costa et 

al., 2008). A grande variedade de tipos de agrotóxicos e as diferentes formas pelo 

qual atuam (com diferentes modos de ação), torna a avaliação de seus efeitos sobre 

o meio ambiente ainda mais difíceis de serem previstas (Ministério do Meio Ambiente, 

2018; Zambrone, 1986). 

O Brasil se tornou o maior consumidor de agrotóxicos do mundo em 2008 

(Rigotto et al., 2014) e permaneceu em ascensão desde então (Gomes e Barizon, 

2014). Somente no ano de 2019, a legislação brasileira liberou a utilização de 474 

novos agrotóxicos que anteriormente não eram permitidos (MAPA, 2019), causando 

preocupação entre estudiosos da área e em grande parte da população. O país 
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também se destaca frente à elevada produção de determinadas monoculturas, tais 

como soja, milho, cana-de açucar e café (IBGE, 2020).  

No estado de São Paulo, com o intuito de maximizar a produção das 

monoculturas de cana-de-açúcar, diferentes tipos de agrotóxicos são aplicados 

conjuntamente, destacando-se dentre os mais utilizados o inseticida fipronil e o 

herbicida 2,4-ácido diclorofenoxiacético (2,4-D). Esses contaminantes têm grande 

potencial de serem transportados para os ecossistemas aquáticos adjacentes às 

plantações através do escoamento superficial (runoff) e transporte aéreo (spray-drift) 

(Albuquerque et al., 2016; Marchesan et al., 2010; Yoshii, 2022). 

Diante disso, considera-se importante entender como estes contaminantes e 

suas misturas podem afetar a qualidade da água e os organismos componentes da 

biota aquática. Assim, faz-se necessário um estudo abrangente da toxicidade dos 

agrotóxicos Regent® 800 WG (i.a. firponil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), isolados e em 

misturas, no qual seja envolvida uma espécie do ecossistema aquático não-alvo 

desses agrotóxicos.  

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 O estudo dos efeitos tóxicos de contaminantes no meio ambiente 

 

O campo da Toxicologia tem como principal objetivo o estudo da intoxicação, 

que consiste na manifestação de efeitos nocivos causados pela interação de 

substâncias químicas com um organismo, sob condições específicas de exposição, 

refletindo em um estado patológico. É a ciência que utiliza a experimentação para 

investigar a ocorrência, natureza, incidência, mecanismos e fatores de risco dos 

efeitos adversos de agentes químicos (Oga, 2008). 

Desta forma, podemos dizer que a toxicidade é uma propriedade potencial 

atribuída a diferentes elementos e compostos de instaurar um estado patológico como 

resultado do contato ou interação com o organismo, seja em menor ou maior grau. 

Este grau de gravidade irá depender do ambiente, da espécie, da concentração e da 

biodisponibilidade (Larini, 1993). 

As primeiras pesquisas envolvendo a área da Ecotoxicologia aconteceram na 

década de 1930 e foram resultado da preocupação pela manutenção dos 

ecossitemas, dentre eles, os ambientes aquáticos, levando aos primeiros testes de 
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toxicidade aguda - cujo objetivo era estabelecer uma relação de causa e efeito das 

substâncias químicas à qualidade da água e conservação da biota. O avanço nos 

estudos permitiu compreender a particularidade de cada organismo e sua reação aos 

diferentes compostos químicos, evidenciando a presença de espécies mais sensíveis 

e representativas do ecossistema aquático (Rand, 1995). 

Ao tratar da Ecotoxicologia, podemos dividir seus estudos em três etapas: 

primeiro, é preciso conhecer as emissões e entradas de poluentes no ambiente, assim 

como a distribuição e destino nos diferentes compartimentos. Também é preciso ter 

conhecimento a respeito da entrada e destino nas cadeias biológicas e suas formas 

de transferência na alimentação considerando a cadeia trófica. Por fim, se faz 

necessário um estudo, tanto qualitativo quanto quantitativo, dos efeitos tóxicos dos 

poluentes ao ecossistema, com suas consequências para o homem (Thuhaut, 1977). 

Dentre os principais objetos de estudo do campo da Toxicologia e 

Ecotoxicologia encontram-se os agrotóxicos. Desde a década de 1950, com a 

Revolução Verde, a crescente expansão da produção agrícola provocou uma série 

de desdobramentos, resultado das novas tecnologias utilizadas no processo de 

produção. O uso extensivo de agrotóxicos passou a ser utilizado com a finalidade de 

aumentar cada vez mais a produtividade (Ministério do Meio Ambiente, 2018). 

A avaliação dos efeitos dos agrotóxicos sobre o meio ambiente é de grande 

complexidade. A considerável variedade de tipos de agrotóxicos e a forma como eles 

atuam tornam muitas vezes difícil prever quais os desdobramentos para o ambiente. 

Depois de aplicado, é preciso que se entendam os fatores que envolvem o 

deslocamento físico, assim como as transformações químicas e biológicas dos 

agrotóxicos. Essas transformações podem modificar as propriedades das substâncias 

inseridas inicialmente no ambiente e influenciar seu comportamento, levando 

possivelmente a formação de subprodutos indesejáveis que também podem vir a 

causar danos ao ecossistema (Sabik, 2000; Costa et al., 2008). 

Um dos fatores de grande preocupação para as autoridades responsáveis pela 

preservação e manutenção do meio ambiente, consiste no fato de que o uso cada vez 

mais acentuado de agrotóxicos não afetam somente as plantações nos quais são 

amplamente utilizados, mas todo o ecossistema ao qual está inserido, tendo grande 

potencial de serem transportados para os ecossistemas adjacentes, causando efeitos 

adversos (Daam e Van den Brink, 2010). 
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2.2 O uso de agrotóxicos na cana-de-açucar 

 

O Brasil possui a maior produção de etanol a base de cana-de-açúcar, além 

de açúcar proveniente de cana no mundo, resultado proveniente das vastas 

monoculturas de cana-de-açúcar na país. Com isso, a agricultura canavieira destaca-

se por sua extensão, sendo classificada como a terceira maior safra, ficando atrás 

somente do milho e da soja (UNICA, 2015; IBGE, 2020).  

O cultivo de cana-de açúcar no país levou a produção de 27.615 milhões de 

litros de etanol em 2016. Na safra 2017/2018 o Estado de São Paulo foi responsável 

pela produção de 13 bilhões de litros de etanol proveniente da cana, resultando em 

47,14% do total produzido no país (InvestSP, 2022). No entanto, os conhecimentos 

em relação aos impactos da produção do etanol de cana ainda são limitados, 

especialmente ao considerar os desdobramentos para a água e os solos (Corbière-

Nicollier et al., 2011; Fontanetti e Bueno, 2017). 

Contribuindo fortemente para a economia do Estado de São Paulo, a busca 

pela maximização da produção das monoculturas de cana-de-açúcar levaram a 

aplicação de diferentes tipos de agrotóxicos nas plantações, no qual ganham 

destaque dentre os mais utilizados o inseticida fipronil e o herbicida 2,4-ácido 

diclorofenoxiacético (2,4-D), que possuem potencialidade de serem transportados 

para os ecossistemas aquáticos adjacentes através do escoamento superficial 

(runoff) e transporte aéreo (spray-drift) (Albuquerque et al., 2016; Marchesan et al., 

2010, Yoshii, 2022). 

 

2.3 O uso dos agrotóxicos fipronil e 2,4-D 

 

Ao considerar a ocorrência de agrotóxicos em água doce no país, o fipronil é o 

mais recorrente, de forma que foi encontrado em 54% das 251 amostras investigadas 

de diferentes locais por Albuquerque et al. (2016), com concentrações variando entre 

0,05 a 26,2 μg/L (Albuquerque et al., 2016; Marchesan et al., 2010, Acayaba et al., 

2020). Para a região sudeste, o intervalo de concentrações já observado varia de 6 a 

465 μg/L (CETESB, 2018). Quanto ao herbicida 2,4-D, o estudo de Albuquerque et 

al. (2016), apontou sua ocorrência principalmente no Estado do Rio Grande do Sul, 

provavelmente resultado da plantação de arroz irrigado na região, com concentrações 
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variando entre 0,3 a 3,4 μg/L (Chingombe et al., 2006; Fonseca et al., 2008; 

Marchesan et al., 2010). 

O fipronil, de fórmula química (RS)-5-amino-1-[2,6-dichloro-4-

(trifluoromethyl)phenyl]-4- (trifluoromethylsulfinyl)-1H-pyrazole-3-carbonitrile, é um 

inseticida que pertence ao grupo fenil pirazólico. Este inseticida atua diretamente no 

sistema nervoso central de insetos, causando a interrupção do receptor de ácido 

gama aminibutírico (GABA). Esse receptor possui alto grau de seletividade e, por esse 

motivo, acaba afetando predominantemente invertebrados - para o qual são 

altamente tóxicos. Essa interrupção leva a hiperexcitação dos músculos e nervos dos 

organismos-alvo e, como consequência, a mortalidade dos mesmos (Tingle et al., 

2003; Das et al., 2006). 

 

 

Figura 1: Fórmula estrutural do inseticida Fipronil. 

 

O tempo de degradação do fipronil pode variar de acordo com a forma como é 

utilizado. O fipronil granular é o mais persistente de acordo com Ngim e Crosby 

(2001), de forma a possuir, quando exposto à luz, tempo de meia-vida aquosa de 5,21 

dias e meia-vida no solo de 18,25 dias. Em ambientes com condições anaeróbias, 

sua degradação é ainda mais demorada, possuindo tempo de meia-vida entre 116 e 

130 dias em águas e sedimentos (Coutinho et al., 2005). Uma vez que o fipronil e 

seus subprodutos possuem alto grau de toxicidade para invertebrados e peixes, 

afetando-os de forma aguda, a contaminação dos ambientes aquáticos por esse 

agrotóxico é motivo de grande preocupação (Gunasekara e Troung, 2007). 

O 2,4-ácido diclorofenoxiacético (2,4-D), de fórmula química C8H6Cl2O3, é um 

herbicida que pertence ao grupo químico ácido ariloxialcanóico. Desde o início de 

1940, o 2,4-D tem sido utilizado em grande escala nas plantações visando o controle 

de ervas daninhas de folhas largas (Grisolia, 2005; Itoh et al., 2013). De acordo com 
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estudos divulgados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA, 2016), entre 

2009 e 2012 o 2,4-D estava entre os quatro ingredientes ativos mais vendidos no 

Brasil entre os agrotóxicos e, após 2013-2014 passou a ocupar o segundo lugar.  

 

Figura 2: Fórmula estrutural do herbicida 2,4-D. 

 

Este herbicida atua aumentando a plasticidade da parede celular da planta-

alvo, além de aumentar, consideravelmente, a síntese de proteínas e etileno. Com 

isso, promove-se o crescimento descontrolado de divisões celulares realizadas pela 

planta, causando danos ao seu tecido vascular e, consequentemente, levando a 

morte da mesma (Oruç et al., 2004; Benli et al., 2007). 

O 2,4-D já foi detectado em ambientes aquáticos localizados em áreas com 

predominância de culturas de cana-de-açúcar na região sudeste do país, em 

concentrações entre aproximadamente 180 e 370 μg/L (CETESB, 2018). 

É importante ressaltar que, na prática, muitas vezes são aplicadas em 

plantações uma mistura de compostos, onde cada um desempenha diferentes 

funções para proteger e otimizar as plantações. Assim, ao considerarmos o estudo 

dos agrotóxicos, é importante não somente estudá-los separadamente, buscando 

entender os efeitos particulares de cada um deles, como também estudar os efeitos 

que causam em mistura, que é a forma como são aplicados. Por isso, atualmente, 

estudos com agrotóxicos também estão levando em consideração as misturas de 

contaminantes que possivelmente ocorrem nos ecossistemas aquáticos (Zhou et al., 

2010).  

Dentre os danos causados por agrotóxicos e suas misturas estão a perda de 

qualidade da água como um recurso para o ser humano, interferindo diretamente na 

saúde pública (Silva e Santos, 2007) e as possíveis alterações nas comunidades, 

como perda de biodiversidade, redução na abundância e modificações de grupos 

funcionais daquele ambiente (Edwards, 2002). 
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2.4 O desafio da avaliação de riscos ecológicos 

 

O desafio enfrentado pelos avaliadores de riscos ecológicos para proteger a 

diversidade de espécies e os atributos funcionais dos ecossistemas frente aos 

contaminantes ambientais é enorme (Maltby et al., 2005), especialmente porque as 

espécies variam acentuadamente na sua sensibilidade aos contaminantes.  

Invertebrados aquáticos são amplamente usados em estudos 

ecotoxicológicos, pois são relativamente fáceis de serem mantidos em condições de 

ensaio. A sua utilização não é ainda restringida por preocupações de ordem ética, e 

como grupo, eles são geralmente mais sensíveis a uma gama de poluentes (incluindo 

muitos agrotóxicos) do que os vertebrados ou plantas (Rand, 1995). 

 Muitos dos testes ecotoxicológicos que examinam os efeitos dos agrotóxicos 

sobre os invertebrados aquáticos têm utilizado os cladóceros para representar as 

espécies de zooplâncton em seus ambientes aquáticos alvo. 

A espécie Daphnia similis é um dos cladóceros mais comumente utilizado em 

Ecotoxicologia Aquática, além de sua elevada sensibilidade a variados agentes 

tóxicos, são facilmente cultiváveis, de pequeno porte e possuem ciclo de vida 

relativamente curto (Rand, 1995).  

Daphnia similis Claus, 1876 (Crustacea, Cladocera) é um microcrustáceo 

planctônico classificado na cadeia alimentar como um consumidor primário, se 

alimentando por filtração de material orgânico particulado em suspensão. Apresentam 

um comprimento máximo de 3,5 mm e são conhecidos pelo nome popular pulga 

d’água. (ABNT, 2016). 

 

 

Figura 3: Organismo-teste utilizado no presente estudo, o cladócero Daphnia similis. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

Avaliar os efeitos tóxicos dos agrotóxicos Regent® 800 WG (ingrediente ativo - 

i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i. a. 2,4-D), isoladamente e em mistura sobre o cladócero 

Daphnia similis abrangendo diferentes parâmetros: sobrevivência, reprodução, 

estrutura em tamanho (materno e neonatas) e ingestão e filtração. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Realizar testes de toxicidade aguda com os compostos agindo isoladamente e 

em misturas, a fim de determinar os efeitos que diferentes concentrações de 

fipronil, 2,4-D e suas misturas podem provocar na sobrevivência do organismo-

teste utilizado; 

 Realizar testes de toxicidade crônica com os compostos agindo de forma 

isolada, a fim de determinar os efeitos subletais dos agrotóxicos sobre a 

sobrevivência, reprodução e estrutura em tamanho maternal e das neonatas 

de D. similis; 

 Avaliar as taxas de alimentação (filtração e ingestão) de D. similis em 

exposição e pós-exposição aos agrotóxicos, fipronil e 2,4-D, isoladamente;  

 Construir curvas de distribuição de sensibilidade das espécies (SSDs) para 

comparar a sensibilidade de D. similis a espécies de diferentes grupos 

taxonômicos; 

 

4. HIPÓTESES 

 

 A mistura dos agrotóxicos fipronil e 2,4-D provoca efeitos potencializados na 

sobrevivência de D. similis quando comparado aos efeitos dos compostos 

agindo isoladamente; 

 A exposição ao inseticida fipronil e ao herbicida 2,4-D, isoladamente, provoca 

alterações significativas na reprodução, estrutura em tamanho das fêmeas 

adultas e das neonatas produzidas nas três primeiras ninhadas de D. similis; 

 Alterações significativas nas taxas de alimentação (filtração e ingestão) de D. 

similis ocorrerão quando expostas aos agrotóxicos, podendo ser prejudicada a 

capacidade de recuperação; 

 A espécie D. similis é sensível aos agrotóxicos fipronil e 2,4-D, e seu nível de 

sensibilidade é comparável ao de outras espécies do mesmo grupo taxonômico 

quando expostas aos mesmos contaminantes; 

 

5. METODOLOGIA 
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5.1 Cultivo e manutenção dos organismos-teste 

O cultivo e todos os procedimentos experimentais com o cladócero Daphnia 

similis seguiram as recomendações da norma ABNT NBR 12713 (2022). 

As culturas foram mantidas em béquer de vidro com capacidade de 1 L, meio 

ASTM de dureza moderada (ASTM, 2001), renovado três vezes por semana. Os 

dafinídeos foram alimentados a cada renovação com a microalga Raphidocelis 

subcapitata a uma concentração de 5x104 células mL-1 e um aditivo orgânico, que 

trata-se de uma suspensão contendo levedura e ração para peixe (1 mL L-1). Vinte 

indivíduos por béquer foram mantidos sob fotoperíodo de 16h (claro) / 8h(escuro) a 

20 ± 2 ºC. 

 

5.2 Substâncias-teste e análises químicas 

 

A formulação comercial DMA® 806 BR (adquirida da Dow AgroSciences 

Industrial Ltda., Brasil) é composta de 67% m/v de ingrediente ativo (i.a.) 2,4-D - 

equivalente ácido; 80,6% m/v de i.a. 2,4 -D - equivalente sal de dimetilamina e 41,9% 

m/v de ingredientes inertes. O Regent® 800 WG (adquirido da BASF, Brasil) é 

composto de 80% m/v de ingrediente ativo e 20% m/v de ingredientes inertes. 

 

Figura 4: Formulações comerciais de Fipronil (Regent® 800 WG) e 2,4-D (DMA® 806 BR). 

Fonte: Agrowap; TuttiAgro (2020). 

 

Com a finalidade de comprovar as concentrações dos agrotóxicos fipronil e 

2,4-D utilizadas nos ensaios, as soluções-teste preparadas foram analisadas em 

parceria com a Profa. Dra. Cassiana C. Montagner do Instituto de Química da 

Universidade de Campinas (IQ-UNICAMP). A quantificação dos compostos foi 
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realizada por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem 

(LC-MS/MS). Foi utilizado um cromatógrafo Agilent modelo 1200, equipado com 

bomba binária, injetor automático e compartimento de coluna termostatizado. 

A separação cromatográfica foi realizada com uma coluna Zorbax SB-C18 

(2,1x30 mm, tamanho de partícula de 3,5 μm) a 30°C. A fase móvel foi constituída de 

água ultrapura (A) e metanol (B), previamente filtrados em membranas com 0,2 m de 

porosidade, contendo 0,01% (v/v) de NH4OH (aditivo que favorece a ionização dos 

compostos). 

A composição do gradiente, em função da concentração do solvente B, foi a 

seguinte: início com 30% e aumento para 80% em 5 minutos, mantendo essa 

condição por 1 minuto e retornando para 3% em 11 minutos. Entre cada corrida 

cromatográfica o sistema foi mantido à 30% de B por 5 minutos para 

recondicionamento da coluna. As amostras das estações foram analisadas no modo 

negativo.  

Os compostos foram ionizados em uma fonte de electrospray no modo positivo 

e negativo, e foram monitorados pelo modo MRM (Multiple Reaction Monitoring), de 

acordo com os parâmetros descritos na Tabela 1. As curvas analíticas foram 

construídas de acordo com a área obtida para cada composto em função de sua 

concentração na coluna. 

 

Tabela 1: Transições precursor-produto e as respectivas energias de colisão (EC) selecionadas 

para a quantificação dos agrotóxicos empregando o modo MRM do espectrômetro de massas. 

 

Composto Polaridade Fragmentor (V) Precursor (m/z) 

Quantificação Confirmação 1 Confirmação 2 

m/z EC (V) m/z EC (V) m/z EC (V) 

2,4-D - 70 218,9 161 14 163 12 125 18 

Fipronil - 100 434,9 330 10 250 15 183 30 

 

 

5.3 Testes de toxicidade aguda com os agrotóxicos isolados 

 
Os ensaios foram realizados em quadruplicata, no qual cada réplica com 

volume de 50 mL continha cinco organismos-teste entre 6-24 horas de idade. Os 

recipientes-teste (copos plásticos atóxico) foram cobertos com plástico transparente 

e mantidos sem alimentação a temperatura de 20 ± 2 ºC durante um período de 48 
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horas, em ambiente com fotoperíodo de 16 horas luz/8 horas escuro. Após esse 

período, o número de organismos imóveis foi contabilizado (ABNT NBR 12713, 2016). 

Nos ensaios foram determinadas a maior solução-teste a causar 100% de 

imobilidade dos organismos e a menor solução-teste em que não se observou a 

imobilidade dos organismos, de forma a definir o intervalo de soluções-teste a ser 

utilizado no ensaio definitivo (ABNT NBR 12713, 2016). 

Para o fipronil foram utilizadas cinco concentrações provenientes de uma 

solução estoque de 32.000 µg i.a./L, sendo 5, 10, 25, 50 e 100 µg i.a./L. Já para o 

2,4-D foram utilizadas seis concentrações preparadas a partir de uma solução 

estoque de 6,7 g i.a./L, sendo 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 g i.a./L.  

Em todos os testes, foi utilizado um controle somente com meio de cultivo. A 

imobilidade, expressa em CE50-48h, foi calculado por meio de curvas logísticas de 

três-parâmetros através do software Statistica versão 7.0 (Statsoft, 2004). Esta curva 

é descrita pela seguinte equação: Yi = max / 1 + (Ci / CI50i)βi; em que Yi é a resposta 

de um determinado parâmetro; max é a sua resposta máxima; Ci é a concentração 

do produto químico i; CI50i é a concentração de inibição do químico i e βi é o slope 

para o químico i. 

Os parâmetros físico-químicos foram avaliados no início e fim de cada 

experimento, sendo usados pH-metro Micronal B374 para medida de pH, 

condutivímetro Orion modelo 145A+ para medida de condutividade e oxímetro YSI55 

para medida do oxigênio dissolvido. Esses mesmos equipamentos foram utilizados 

para a verificação dos parâmetros físico-químicos de todos os experimentos 

desenvolvidos na presente pesquisa. 

 

5.4 Testes de toxicidade aguda de misturas  

 

Para o experimento de toxicidade aguda de misturas foram utilizadas soluções-

estoques de 3,2 mg i.a./L e 6,7 g i.a./L de fipronil e 2,4-D, respectivamente. As 

concentrações utilizadas de fipronil e 2,4-D foram as mesmas usadas nos testes 

isolados e as misturas foram definidas a partir da combinação fatorial completa entre 

cada uma dessas concentrações. Os ensaios foram realizados da mesma forma como 

descrito para os testes de toxicidade aguda com os compostos isolados, exceto que 

foi realizado em triplicata, para cada combinação testada. 
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Tabela 2: Combinação fatorial das concentrações de fipronil e 2,4 do teste de toxidade 

de misturas  

Fipronil (µg/L) 2,4-D (mg/L) Fipronil (µg/L) 2,4-D (mg/L) 

5 ----- 10 300 

10 ----- 10 400 

25 ----- 25 50 

50 ----- 25 100 

100 ----- 25 200 

----- 50 25 300 

----- 100 25 400 

----- 200 50 50 

----- 300 50 100 

----- 400 50 200 

5 50 50 300 

5 100 50 400 

5 200 100 50 

5 300 100 100 

5 400 100 200 

10 50 100 300 

10 100 100 400 

10 200   

 

Os dados dos testes de toxicidade de mistura com o inseticida fipronil e o 

herbicida 2,4-D foram analisados por meio dos modelos conceituais de adição de 

concentração (CA) e ação independente (IA). Inicialmente, os dados observados 

foram comparados a partir das exposições individuais, utilizando a ferramenta 

MIXTOX (Jonker et al., 2005). Posteriormente, as análises foram estendidas, tal como 

descrito por Jonker et al. (2005) e os três desvios dos modelos de referência, sendo: 

sinergismo antagonismo (S/A); desvio dependente da proporção da dose (dose ratio-

dependent - DR) e dependente do nível da dose (dose level-dependent - DL) foram 

modelados pela adição de dois parâmetros (“a” e “b”). O parâmetro “a”, em desvios 

sinérgicos e antagônicos, torna-se, respectivamente, negativo ou positivo. Para o 

desvio dependente da proporção da dose (DR), um segundo parâmetro “bDR” está 

incluído além do parâmetro “a”, permitindo que o papel de cada composto na mistura 
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seja identificado. E para descrever o desvio dependente do nível da dose (DL), um 

segundo parâmetro “bDL” é inserido além do parâmetro “a”. O valor de “a” indica o 

desvio em baixas e altas doses e o valor de “bDL” indica em que nível da dose, o 

desvio muda. Maiores detalhes sobre estas funções de desvio podem ser obtidos em 

Jonker et al. (2005) e na Tabela 1 do Anexo 1. Os dados foram ajustados aos modelos 

conceituais e desvios, e o melhor ajuste foi escolhido pelo método de máxima 

verossimilhança. Após identificado o modelo estatisticamente mais adequado para a 

descrição do desvio, o padrão de efeitos foi deduzido diretamente dos valores dos 

parâmetros (Anexo 1) e o desvio máximo pode ser calculado em termos de nível de 

efeito (Jonker et al., 2005; Freitas et al., 2014). 

 
5.5 Curva de distribuição da sensibilidade das espécies (SSD) 

 

Curvas da distribuição da sensibilidade das espécies (Species Sensitivity 

Distribution - SSD) foram construídas para comparar os valores de toxicidade aguda 

(CE50) obtidos para Daphnia similis exposta ao inseticida fipronil e ao herbicida 2,4-D 

com valores correspondentes para outras espécies de invertebrados e também de 

vertebrados expostas aos supracitados agrotóxicos. Dados de toxicidade para os 

diferentes grupos taxonômicos foram compilados a partir do banco de dados USEPA 

ECOTOX (http://cfpub.epa.gov/ecotox/) e suplementado com dados da literatura 

aberta. Para as construções das SSDs, apenas dados laboratoriais de toxicidade 

aguda para organismos aquáticos de água doce foram considerados. Além disso, 

somente os dados que pudessem ser confirmados a partir de publicações originais 

foram incluídos nas SSDs. Médias geométricas foram calculadas quando mais de um 

valor de toxicidade foi relatado para uma dada espécie. 

 

5.6 Teste de toxicidade crônica 

 

Os testes de toxicidade crônica com D. similis foram realizados de acordo com 

a diretriz 211 da OCDE (OCDE, 2012), com a modificação do tempo de exposição 

para 15 dias para esta espécie, conforme descrito em Vacchi et al. (2016) e Godoy et 

al. (2018). 

Nos testes de toxicidade crônica com D. similis foi adicionado uma neonata 

(entre 6 e 24 horas de idade) em cada recipiente plástico atóxico, contendo 50 mL da 

solução-teste de cada tratamento em 10 réplicas. A cada dois dias foram efetuadas 
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as trocas de água e renovação de alimento. Os testes foram mantidos em temperatura 

de 20 ± 2°C, fotoperíodo de 16h (claro)/8h (escuro) e intensidade luminosa de 400 

lux. O experimento teve duração de 15 dias, de forma que os organismos foram 

verificados e a quantidade de neonatas foi devidamente contabilizada e registrada a 

cada 48 horas. O número de prole viva produzida por cada animal progenitor foi 

contada a cada renovação do meio e somada para questões de avaliar a reprodução.  

Para o experimento de toxicidade crônica foram utilizadas soluções-estoques 

de 6,7 g i.a./L e 32000 µg i.a./L de 2,4-D e fipronil, respectivamente. Para o herbicida 

foram utilizadas seis concentrações, sendo, 0,0001, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05 e 0,100 

g/L e para o inseticida foram utilizadas cinco concentrações, sendo 1, 2, 4, 8 e 16 µg 

i.a./L. As concentrações utilizadas foram baseadas nas concentrações de efeito não 

observado (CENO) determinadas nos testes de toxicidade aguda com cada 

agrotóxico. Para ambos os testes foi utilizado um controle somente com meio de 

cultivo. 

As análises estatísticas do parâmetro de fecundidade (número de neonatos 

por fêmea) nos testes de toxicidade crônica foram realizadas através da análise de 

variância (One-way ANOVA) utilizando o software SigmaPlot v11.0 (Systat Software 

Inc., 2008). A normalidade dos dados foi testada usando o teste de Shapiro-Wilk. E o 

teste de Dunnett foi aplicado quando as diferenças foram obtidas em dados que 

seguiram uma distribuição normal em relação ao controle. Em todos os testes 

estatísticos, adotou-se um nível de significância de 95% (p ≤ 0,05). 

 

5.7 Medidas de tamanho corporal de Daphnia similis (fêmeas adultas e neonatas 

de diferentes ninhadas) 

 

As neonatas contabilizadas no teste de toxicidade crônica foram coletadas, 

transferidas para ependorfs e fixadas com formol 8%. As amostras foram analisadas 

em laboratório a partir da utilização de um microscópio estereoscópico com aumento 

de até 50 vezes da marca Zeiss®, de maneira a medir 5 organismos de 5 réplicas para 

cada uma das diferentes concentrações utilizadas de fipronil, 2,4-D e também do 

controle. 

Após as finalizações dos testes crônicos, as fêmeas adultas foram coletadas 

com o auxílio da pipeta de pasteur, transferidas para efendorfs, fixadas com formol 

8% e analisadas com microscópio estereoscópico com aumento de até 50 vezes da 
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marca Zeiss®, de forma semelhante ao procedimento com as neonatas. Foi medido 

um organismo por réplica, sendo cinco réplicas para cada tratamento de fipronil, 2,4-

D e controle.  

As análises estatísticas das medidas de tamanho corporal das Daphnias dos 

testes de toxicidade crônica foram realizadas através da análise de variância (One-

way ANOVA) utilizando o software SigmaPlot v11.0 (Systat Software Inc., 2008). A 

normalidade dos dados foi testada usando o teste de Shapiro-Wilk. Um teste de 

Dunnett foi realizado quando as diferenças foram obtidas em dados que seguiram 

uma distribuição normal em relação ao controle. Em todos os testes estatísticos, 

adotou-se um nível de significância de 95% (p ≤ 0,05). 

 

5.8 Teste de alimentação: exposição e pós-exposição 

 

As taxas de filtração e ingestão dos cladóceros foram avaliadas em duas 

etapas. Primeiro, quando D. similis foram expostas as concentrações subletais 4, 8 e 

16 µg i.a./L para o Regent (i.a. fipronil) e 0,1, 0,5 e 1 mg/L para o DMA (i.a. 2,4-D). As 

concentrações foram determinadas a partir dos resultados obtidos nos testes de 

toxicidade crônica.  

O procedimento experimental foi realizado de acordo com o apresentado em Silva 

et al. (2015). Inicialmente, os organismos-teste com menos de 24 horas de vida foram 

separados dos meios de cultura e colocados em frascos de 1 litro nas mesmas 

condições de cultivo até atingirem quatro dias de vida. Em seguida, com os 

organismos com 96 horas de vida, 5 organismos de D. similis por triplicata (n = 3) 

foram colocados em frascos contendo 100 mL de solução teste com 5 x 104 células 

mL-1 de R. subcapitata e mantidos a 20 ± 2 ° C por 24 h no escuro. Uma repetição 

adicional foi realizada para cada tratamento, com as algas (5 x 104 células mL-1) e 

sem animais, a fim de determinar as diferenças da concentração inicial de algas. Após 

24 h, as soluções-teste foram fixadas em formaldeído a 1% e congeladas rapidamente 

em nitrogênio líquido e armazenadas a -20 ° C até a análise de densidade celular. 

Essas amostras foram analisadas em um citômetro de fluxo (FACSCalibur, Becton 

Dickinson, San Jose, CA, EUA) equipado com um laser de íons de argônio azul de 15 

mW (488 nm de excitação), usando um padrão interno (esferas fluorescentes de 6 

µm, Fluoresbrite microesferas de carboxilato; Polysciences, Warrington, Pensilvânia, 

EUA). Para determinação da densidade celular, analisamos os canais FL3-H 
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(fluorescência vermelha) vs SSC-H (dispersão lateral) de acordo com os 

procedimentos de Sarmento et al. (2008). Os dados do citômetro foram analisados 

no software FlowJo, versão V10.0 (Treestar.com, EUA). As taxas de filtração 

(equações 2 e 3) e ingestão (equação 4) foram determinadas de acordo com Villarroel 

et al. (1999): 

F =
V

n
 x 

ln C0−ln Ct

t
− A         (2) 

A =
lnC0−lnC′𝑡

t
                       (3) 

I = F x  √C0 x C𝑡                  (4) 

Onde, F e I correspondem, respectivamente, às taxas de filtração (mL ind-1 h-

1) e ingestão (células ind-1 h-1); C0 e Ct são, respectivamente, a densidade de algas 

inicial (0 h) e final (24 h) (células mL-1); n é o número de organismos por replicado, 

em uma solução de teste com um volume V (mL); A é um fator de correção para 

alterações nas concentrações finais de algas (C't) em tratamentos sem animais. 

Na segunda etapa, a fim de avaliar a resposta de recuperação a exposição aos 

agrotóxicos, após finalizada esta primeira etapa de experimentação, os organismos-

teste foram realocados para um novo frasco com meio limpo e alimento, onde 

permaneceram por 4 horas.  

As coletas de amostras para quantificação da concentração de algas foram 

realizadas imediatamente após as 4 horas em que os organismos ficaram em meio 

limpo. Após 4 h, as soluções-teste foram fixadas em formaldeído a 1% e congeladas 

rapidamente em nitrogênio líquido e armazenadas a -20 ° C até a análise de 

densidade celular. A análise foi realizada de mesma forma como descrito para a 

primeira etapa do experimento. 

As análises estatísticas das taxas de alimentação (filtração e ingestão) de D. 

similis dos testes de exposição e pós-exposição foram realizadas através da análise 

de variância (One-way ANOVA) utilizando o software SigmaPlot v11.0 (Systat 

Software Inc., 2008). A normalidade dos dados foi testada usando o teste de Shapiro-

Wilk. Um teste de Dunnett foi realizado quando as diferenças foram obtidas em dados 
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que seguiram uma distribuição normal em relação ao controle. Em todos os testes 

estatísticos, adotou-se um nível de significância de 95% (p ≤ 0,05). 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Substâncias-teste e análises químicas 

 

Os limites de quantificação instrumental para o 2,4-D e fipronil foram 1 µg/L e 

0,1 µg/L, respectivamente. Os resultados obtidos para algumas das amostras 

analisadas de solução-estoque e concentrações estabelecidas para os diferentes 

tratamentos, encontram-se nas Tabelas 2 e 3 a seguir. Nota-se que os valores de 

concentração para o herbicida estão próximos dos valores esperados, no entanto, é 

possível observar alteração entre os valores esperados (concentrações reais) e os 

indicados (concentrações nominais) na análise para o fipronil, onde as concentrações 

reais encontram-se abaixo das concentrações nominais estabelecidas.  

 

Tabela 3: Concentração dos compostos determinadas nas respectivas amostras do teste de 

toxicidade aguda. <LQ = abaixo do limite de quantificação.  

Amostras 2,4-D Fipronil 

5 g/L fipronil <LQ  1,3 g/L 

10 g/L fipronil <LQ 3,5 g/L 

25 g/L fipronil <LQ 22,7 g/L 

50 g/L fipronil <LQ 35,2 g/L 

100 g/L fipronil <LQ  42,5 g/L 

300 mg/L 2,4-D 351 mg/L <LQ 
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Tabela 4: Concentrações dos compostos determinadas nas respectivas amostras do teste de 

toxicidade crônica. <LQ = abaixo do limite de quantificação.  

Amostra 2,4-D Fipronil 

Solução-estoque: 

3,2 mg/L fipronil 
<LQ 1,3 mg/L 

Solução-estoque: 

6,7 g/L 2,4-D 
5,3 g/L <LQ 

4,0 g/L fipronil <LQ 2,0 g/L 

8,0 g/L fipronil <LQ 6,5 g/L 

16,0 g/L fipronil <LQ 15,6 g/L 

0,1 mg/L 2,4-D 0,2 mg/L <LQ 

50 mg/L 2,4-D 41,1 mg/L <LQ 

 

 

6.2 Toxicidade aguda do fipronil e 2,4-D isoladamente e em misturas para D. 

similis e a comparação da sensibilidade das espécies  

 

As tabelas 1 a 9 apresentadas no Anexo 2 apresentam os valores da contagem 

de organismos imóveis e seus respectivos parâmetros físico-químicos dos testes 

definitivos de toxicidade aguda para o inseticida fipronil (Tabelas 1 a 4), para o 

herbicida 2,4-D (Tabelas 5 a 8) e para misturas (Tabela 9).  

Os testes de toxicidade aguda do agrotóxico Regent® 800 WG (i.a. fipronil) 

apresentou uma média CE50-48h de 66,68 µg i.a/L (95% Intervalo de confiança - IC 

51,58 - 82,63 µg i.a./L). Já para o DMA® 806 BR (i.a 2,4-D) o valor médio encontrado 

foi de 327,07 mg i.a/L (95% IC  272,65 - 416,59 mg i.a./L). 

 

Tabela 5: Valores médios efetivos (desvio-padrão) da concentração (CE50-48h) de Daphnia similis 

expostas ao fipronil e 2,4-D, durante os testes de toxicidade aguda (ponto final de imobilidade, 48 

h). 

Teste de 

toxicidade 
Exposição 

CE50  

Fipronil (µg/L) 2,4-D (mg/L) 

Aguda (48 h) 
Isolado 66,68 (± 0,71) 327,07 (± 21,16) 

Misturas 54,05 (± 2,84) 355,31 (± 17,31) 
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Com relação ao ingrediente ativo fipronil, os valores de CE50 da literatura para 

o grupo (Crustacea) estão entre 0,99 e 96 µg/L (Hayasaka et al., 2012; Qin et al., 

2011). E ao comparar a sensibilidade do cladócero Daphnia similis com outros 

organismos utilizados na avaliação de toxicidade do agrotóxico fipronil a partir da 

avaliação do CE50 podemos notar, como evidenciado pela Figura 5, que espécies do 

gênero Chironomus, Hyalella e Ceriodaphnia, por exemplo, apresentam maior 

sensibilidade quando expostas ao composto estudado em comparação com a espécie 

D. similis. 

 

Figura 5: Distribuição de sensibilidade de espécies (SSD) construídas com base nos 

valores CE50-48h (médias geométricas) para o fipronil obtida no presente estudo para Daphnia 

similis (em negrito), complementadas com dados para outras espécies da base de dados US-

EPA (US-EPA, 2020). 

 

Segundo a literatura, a toxicidade do ingrediente ativo do herbicida 2,4-D, para 

cladóceros variam de 81,8 a 422 mg/L (Milam et al., 2005; Nelson e Roline, 1998; Oris 

et al., 1991). Neste sentido, a média obtida nos testes com D. similis está dentro da 

faixa dos valores da sensibilidade deste grupo ao composto. De acordo com Fai, 

Mbida e Demefack (2015), por exemplo, a CE50 encontrada para Daphnia magna foi 

de 356,61 mg/L, valores próximos ao encontrado para a D. similis no presente estudo. 
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Ao analisar a sensibilidade do cladócero D. similis com outros organismos 

utilizados na avaliação de toxicidade do agrotóxico 2,4-D a partir da avaliação do CE50 

podemos notar, como evidenciado pela Figura 6, que essa espécie apresentou baixa 

sensibilidade quando expostas ao herbicida se comparada as outras espécies 

analisadas. 

 
Figura 6: Distribuição de sensibilidade de espécies (SSD) construídas com base nos valores 

CE50-48h (médias geométricas) para o 2,4-D obtida no presente estudo para Daphnia similis (em 

negrito), complementadas com dados para outras espécies da base de dados US-EPA (US-

EPA, 2020). 

 

 
Portanto, nossa hipótese de que a sensibilidade da espécie D. similis é 

comparável ao de outras espécies do mesmo grupo taxonômico quando expostas aos 

mesmos contaminantes não foi corroborada, já que demonstrou menor sensibilidade 

em relação a várias espécies.  

Apesar dos testes de toxicidade isolados serem importantes e ajudar no 

entendimento dos impactos causados pelo uso de substâncias e seus efeitos sob 

organismos do ecossistema aquático, na prática, sabemos que essas substâncias 
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não agem de maneira isolada no ambiente (Wu et al., 2016). Assim, devemos 

considerar também seus efeitos particulares e em mistura, como já vem ocorrendo 

em outros estudos envolvendo agrotóxicos (Zhou et al., 2010; Mansano et al., 2020; 

Silva et al., 2021). 

Neste estudo, o modelo de referência de ação independente (IA) foi utilizado 

para avaliar a resposta de D. similis quando expostas às misturas dos agrotóxicos 

selecionados por serem compostos com modos de ações diferentes (Tabela 5). O 

ajuste dos dados ao modelo IA produziu um valor de SS de 54,74 (p < 0,05; r2 = 0,79). 

Após a adição do parâmetro “a” para o modelo de IA, de modo a descrever o desvio 

sinergismo/antagonismo S/A, o valor de SS diminuiu para 40,65 e foi estatisticamente 

significativo (p < 0,05; r2 = 0,84). Após a adição dos parâmetros “a” e “b”, os desvios 

dependente da proporção da dose (dose ratio-dependent - DR) e dependente do nível 

da dose (dose level-dependent - DL) também foram significativos para o modelo IA, 

com valores de SS de 29,24 (p < 0,05; r2 = 0,88) e 36,58 (p < 0,05; r2 = 0,86), 

respectivamente (Figura 7). De acordo com estes resultados, o melhor desvio que 

explicou os dados obtidos da mistura das formulações comerciais de fipronil e 2,4-D 

foi o desvio DR, no qual mostrou sobre D. similis efeitos de sinergismo causado 

principalmente pela combinação com a alta concentração de 2,4-D e antagonismo 

causado principalmente pelo fipronil. Observa-se que DR possuiu o menor valor de 

resíduos (SS), além de ser significativo.  
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Tabela 6: Resumo da análise do teste de mistura de toxicidade aguda (mg/L) de fipronil e 2,4-D 

para Daphnia similis. 

 Ação Independente 

 IA S/A DR DL 

max 0.98 0.98 0.98 0.98 

Β Regent (i.a. fipronil) 1.73 1.47 2.10 1.13 

β DMA (i.a. 2,4-D) 7.19 7.20 7.52 5.76 

EC50 for Regent 0.14 0.10 0.08 0.11 

EC50 for DMA 354.63 331 361.20 339.18 

a - 2.95 -4.48 6.53 

bDR/DL - - 13.93 1.06 

SS 54.74 40.65 29.24 36.58 

r2 0.79 0.84 0.88 0.86 

χ2 or F test 201.46 14.09 11.41 4.07 

df - 1.00 1.00 1.00 

p (χ2 /F) 1.82 x 10-42 0.00017 0.00073 0.04 

IA é o modelo de ação independente; S/A é o desvio sinergismo/antagonismo; DR é o desvio 
dependente da proporção da dose; a, bDR e bDL são os parâmetros da função; SS é a soma dos 
quadrados dos resíduos; r2 é o coeficiente de regressão; χ2 ou F é o teste estatístico; p (χ2 ou F) 
é o nível de significância do teste estatístico; max é o valor máximo da resposta; CL50 é a 
concentração que causa imobilidade (valores expressos em mg/L); β é o slope da curva de 
resposta à dose individual. 
 

 

Figura 7: Isobolograma dos efeitos das misturas de Regent (i.a. fipronil) e DMA (i.a. 2,4-

D) sobre a sobrevivência de Daphnia similis, sendo desvio dependente da proporção da dose 

(DR) a partir do modelo de IA para a mistura dos agrotóxicos comerciais. 
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Além disso, nossa hipótese de que a mistura dos agrotóxicos fipronil e 2,4-D 

provocaria efeitos potencializados na sobrevivência de D. similis quando comparado 

aos efeitos dos compostos agindo isoladamente, foi parcialmente corroborada, pois 

observou-se efeitos de sinergismo apenas em uma das combinações testadas.   

Estudos envolvendo misturas tóxicas reforçam os efeitos causados por essas 

interações. Segundo Porter (1993), por exemplo, apesar de elementos metálicos 

isolados nem sempre apontarem efeitos deletérios, quando em misturas podem sofrer 

interações físicas, químicas e biológicas que tem significativa contribuição tóxica 

sobre os organismos. Para os agrotóxicos, o mesmo também já foi observado, no 

qual, dentre os danos causados pelos agrotóxicos e suas misturas à biota aquática 

estão as possíveis alterações nas comunidades, como perda de biodiversidade, 

redução na abundância e modificações de grupos funcionais (Edwards, 2002).  

Estudos realizados por Mansano (2016), também mostraram um desvio de 

sensibilidade significativo ao avaliar os efeitos da mistura dos agrotóxicos diuron e 

carbofuran sobre o protozoário Paramecium caudatun e o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii. Para o protozoário Paramecium caudatun, a avaliação do modelo IA apontou 

desvio DR significativo após adição dos parâmetros “a” e “b”, no qual houve 

antagonismo causado principalmente pelo carbofuran e sinergismo causado 

principalmente pelo diuron. Já para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii, a avaliação 

do modelo CA apontou desvio DL significativo após adição dos parâmetros “a” e “b”, 

que no qual houve antagonismo em baixas doses e sinergismos em altas doses, 

ocorrendo a mudança para sinergismo em um nível da dose menor do que a EC50 

(Mansano, 2016). 

Notamos, então, a dificuldade de previsão dos impactos dos compostos nos 

sistemas aquáticos, já que não é possível estabelecer claras correlações entre os 

resultados dos compostos agindo isoladamente e de suas misturas. Não poderíamos 

afirmar, por exemplo, quais seriam os resultados de uma análise envolvendo os 

efeitos que uma mistura de carbofuran, diuron, fipronil e 2,4-D teriam sobre um 

determinado organismo. As possibilidades de interações e as alterações dos efeitos, 

podendo ser sinérgico, antagônico ou aditivo limitam as previsões. 

Em outras palavras, as interações entre os contaminantes não obedecem a um 

padrão, podendo afetar de maneira diferente os variados organismos de acordo com 

o conjunto de substâncias presentes em determinado ambiente. Com isso, como 

mencionado por Maltby (2005), o desafio enfrentado pelos avaliadores de riscos 
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ecológicos para proteger a diversidade de espécies e os atributos funcionais dos 

ecossistemas frente às misturas de contaminantes ambientais é enorme. 

Enserink (1991) ressalta que mesmo em casos no qual não se observam 

efeitos sobre determinada espécie em testes isolados, o contato e interação de 

diferentes substâncias pode levar a alterações dos efeitos sobre os organismos, no 

qual, em ação conjunta, os agentes tóxicos podem potencializar os efeitos, 

aumentando assim os efeitos nos organismos. Finalmente, é preciso considerar que 

as análises de risco ecológicos que utilizam somente a toxicidade dos compostos 

individuais podem apontar, na realidade, para riscos subestimados, uma vez que a 

ação tóxica das substâncias pode ser potencializada quando em mistura. 

 

6.3 Toxicidade crônica: reprodução e estrutura em tamanho 

 

As tabelas apresentadas no Anexo 3 (Tabela 1 a 4) expressam os resultados 

da contagem de neonatas do teste de toxicidade crônica para o fipronil. A Figura 8 

abaixo permite visualizar a variação da fecundidade (número de neonatas/fêmea) 

entre as diferentes concentrações testadas do inseticida.  

Para o teste crônico com o Regent® 800 WG (i.a. fipronil), houve diminuição do 

número de neonatas produzidas por fêmea na última concentração testada (16 µg 

i.a./L) (Figura 8). Estudos com Daphnia magna que avaliaram os efeitos do fipronil no 

desenvolvimento desses organismos mostraram um valor mínimo de efeito observado 

de 19 µg/L (US EPA 1992). Já experimentos envolvendo Daphnia pulex apontaram 

um valor mínimo de efeito observado na reprodução de 50 µg/L (Stark e Vargas, 

2005). Comparativamente, os resultados obtidos na presente pesquisa apontam 

maior sensibilidade em relação à Daphnia magna e Daphnia pulex, apesar da primeira 

apresentar valores bastante próximos dos encontrados para a Daphnia similis. 
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Figura 8: Fecundidade (número de neonatas por fêmea) de Daphnia similis (média ± desvio 
padrão) após 15 dias de exposição a diferentes concentrações de fipronil dosado como Regent® 

800 WG. O asterisco indica o valor significativamente diferente do controle (p ≤ 0,05, teste de 
Dunnet). 

Estudos desenvolvidos no Brasil registraram concentrações de 0,1 a 26,2 µg/L 

de fipronil em rios no estado do Rio Grande do Sul (Marchesan et al.,2010; 

Grützmacher et al., 2008) e 4,23 µg/L em sedimento de lagoa marginal do rio Mogi-

SP (Peret et al., 2010). Com base em tais registros, constata-se que a reprodução da 

espécie poderia ser afetada, tendo os resultados, dessa forma, relevância ecológica 

e a concentração de efeito apresenta potencialmente risco ambiental. 

Sobre a associação dos resultados dos experimentos já realizados com 

Daphnia similis, concentrações reportadas no meio ambiente e valores estipulados 

em análises de risco ambiental, no caso do fipronil, existe a necessidade de maior 

atenção com base na sua probabilidade de exercer efeitos negativos sobre o 

equilíbrio da cadeia trófica dos ecossistemas aquáticos. Uma vez que o fipronil atua 

diretamente no sistema nervoso central de insetos e possui alto grau de seletividade, 

afetando predominantemente invertebrados, os efeitos observados para o organismo 

estudado podem ser preocupantes se consideramos os possíveis impactos à outras 

espécies de invertebrados do ecossistema aquático, que demonstraram possuir 

através da SSD ainda maior sensibilidade. 
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Para o teste crônico com DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) não foram constatadas 

diferenças significativas para as concentrações testadas, com relação ao parâmetro 

reprodução (número de neonatos/fêmea) (Figura 9). 

 

Figura 9: Fecundidade (número de neonatos por fêmea) de Daphnia similis (média ± desvio 
padrão) após 15 dias de exposição a diferentes concentrações de 2,4-D dosado como DMA® 

806 BR. 
 

Estudos realizados por Kashian e Dodson (2002) com Daphnia magna 

apontam que o 2,4-D não promoveu efeitos na reprodução desses organismos em 

concentrações até 0,1 mg/L. Matsumoto (2009) complementa os dados de 

fecundidade para a espécie mostrando não observar efeitos até 10 mg/L. Assim, 

esses resultados corroboram com os dados obtidos no presente estudo. 

O herbicida 2,4-D também tem sido detectado em ambientes aquáticos 

próximos a cultivos agrícolas, demonstrando assim, que podem ser transportados 

para corpos d'água adjacentes. Segundo Marchesan et al. (2010) encontraram 

valores entre 0,3 a 3,4 µg/L, podendo chegar a 366,6 µg/L de 2,4-D (CETESB, 2017). 

O 2,4-D é um herbicida que promove o crescimento descontrolado do número de 

divisões celulares da planta, levando a danos no tecido vascular e, 

consequentemente, a morte. Devido seu modo de ação diretamente sobre produtores 

primários, é esperado que cladóceros não sofram efeitos diretos sobre a reprodução 

nas concentrações testadas. No entanto, estudos indicam efeitos variados sobre 

invertebrados e até mesmo vertebrados, tais como descritos por Milam (2005), que 
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estudou os efeitos do 2,4-D em diferentes organismos-teste, incluindo os cladóceros 

Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna. 

Com relação as medidas de tamanho corporal de D. similis foram avaliadas de 

forma a analisar possíveis diferenças sobre esse parâmetro entre as concentrações 

testadas dos agrotóxicos.  Inicialmente, realizou-se a medições do tamanho das 

fêmeas expostas durante 15 dias aos agrotóxicos e posteriormente as neonatas 

produzidas a cada ninhada pelas fêmeas adultas. Todas essas medidas para o teste 

com fipronil podem ser encontradas no Anexo 4 (Tabela 1 a 4) e as para o teste com 

2,4-D no Anexo 5 (Tabela 1 a 4).   

Na Figura 10 são apresentados os resultados obtidos com relação ao tamanho 

da fêmea exposta por 15 dias ao fipronil. Observa-se que não foram constatadas 

diferenças significativas no tamanho das fêmeas em exposição as diferentes 

concentrações do fipronil.  

 

 
 

Figura 10: Tamanho corporal da fêmea adulta – materno (média de dez repetições ± desvio 
padrão) de D. similis após 15 dias de exposição a concentrações subletais de fipronil dosado 

como Regent® 800 WG. 

 
A análise comparativa entre as três ninhadas também mostrou não haver 

diferença significativa entre o tamanho das neonatas nas concentrações de fipronil 

expostas (Figura 11). 
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Figura 11: Tamanho dos neonatos por ninhada (média de dez repetições ± desvio padrão) de D. 
similis após 15 dias de exposição a concentrações subletais de fipronil dosado como Regent® 

800 WG. 

 
Já para o agrotóxico DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), apesar de não haver diferenças 

significativas no tamanho das fêmeas adultas para as diferentes concentrações do 

herbicida (Figura 12), essas diferenças foram encontradas nas três ninhadas para a 

concentração de 1 mg/L e 100 mg/L, além da terceira ninhada para as concentrações 

de 10 mg/L e 50 mg/L (Figura 13). Com isso, é possível inferir que a presença desse 

composto no ambiente natural pode levar a alterações no desenvolvimento das 

neonatas de diferentes ninhadas, podendo assim ocasionar um desequilíbrio no 

ecossistema decorrente, por exemplo, em alterações na capacidade natural de 

crescimento dessa população. 
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Figura 12: Tamanho corporal da fêmea adulta (média de dez repetições ± desvio padrão) de D. 
similis após 15 dias de exposição a concentrações subletais de 2,4-D dosado como DMA® 806 

BR. 

 

 

Figura 13:  Tamanho dos neonatos por ninhada (média de dez repetições ± desvio padrão) de 
D. similis após 15 dias de exposição a concentrações subletais de 2,4-D dosado como DMA® 

806 BR. Os asteriscos indicam valores significativamente diferente do controle (p ≤ 0,05, teste 
de Dunnet). 

Dessa forma, nossa hipótese de que a exposição ao inseticida fipronil e ao 

herbicida 2,4-D, isoladamente, provocaria alterações significativas na reprodução, 

estrutura em tamanho das fêmeas adultas e das neonatas produzidas nas três 

primeiras ninhadas de D. similis, foi parcialmente corroborada, já que somente o 

fipronil causou menor reprodução e somente o 2,4-D causou efeitos (diminuição) na 

estrutura em tamanho das ninhadas de D. similis.  
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6.4 Testes de alimentação 
 

As taxas de alimentação dos organismos foram comparadas com a taxa de 

alimentação dos controles, que continham apenas água de cultivo, algas e os 

organismos, sem a presença de nenhum dos contaminantes. No teste de exposição 

(24 h) com o inseticida fipronil, foi possível observar uma diminuição na taxa de 

filtração dos organismos, que foi mais acentuada para a concentração de 16 µg/L, 

embora não tenha sido estatisticamente significativo (p = 0,275). Para as taxas de 

ingestão não foram observadas diferenças significativas (p = 0,403). E com relação 

aos experimentos de pós-exposição, diferenças estatísticas também não foram 

observadas. Quando comparado ao grupo controle, tanto a filtração (p = 0,426) 

quanto ingestão (p = 0,379) não foram alteradas.   

Para o 2,4-D, também não foram observadas diminuições nas taxas de 

alimentação de D. similis, tanto para filtração (p = 0,174), quanto ingestão (p = 0,212) 

durante a exposição de 24 horas aos compostos. E nos experimentos de pós-

exposição, de 4 horas, as taxas de filtração (p = 0,162) e ingestão (p = 0,159) também 

não foram alteradas, quando comparadas ao controle.  

As Figuras 14 e 15 abaixo mostra quais foram as taxas de alimentação em 

relação ao controle para cada uma das concentrações testadas para o fipronil e 2,4-

D, respectivamente. 

 

 

Figura 14: Taxa de alimentação de D. similis expostas ao fipronil, em A por 24 horas e em B 

nos experimentos de pós-exposição, de 4 horas. 
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Figura 15: Taxa de alimentação de D. similis expostas ao 2,4-D, em A por 24 horas e em B nos 

experimentos de pós-exposição, de 4 horas. 

 

A Tabela 6 mostra o resultado de testes de alimentação realizados com 

cladóceros expostos a diferentes agrotóxicos. Nela, podemos observar o composto, 

a resposta observada, a forma de avaliação do teste de alimentação e a metodologia 

de análise. 

 
Tabela 7: Respostas de testes de alimentação realizados com dafinídeos como organismo-teste 
com diferentes agrotóxicos.  

 
Composto 

(Agrotóxico) 
Resposta observada 

na alimentação 
Forma de avaliação Metodologia 

Acetaprimida Diminuição 
Atividade do 

membro toráxico 
Análise digital de 

vídeo 

Deltametrina Diminuição Taxa de alimentação 

Estimativa 
espectofotométrica 

da densidade de alga 
no meio 

Carbaryl Sem efeito Filtração 
Determinação da 

mudança do número 
de células no meio 

Fenvalerato Diminuição Filtração 

Determinação da 
mudança do número 

de células no meio 

Tetradifon Diminuição Taxa de alimentação 
Determinação da 

mudança do número 
de células no meio 

Endosulfan Diminuição 
Filtração, taxa de 

ingestão 

Determinação da 
mudança do número 

de células no meio 

Diazinon Diminuição 
Filtração, taxa de 

ingestão 

Determinação da 
mudança do número 

de células no meio 
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Cyhalotrina Diminuição 
Atividade do 

membro toráxico, 
taxa de alimentação 

Estimativa 
espectofotométrica 

da densidade de alga 
no meio 

Fonte: Adaptado de Bownil (2019).  

 
Um estudo realizado por Barata (2006) observou as taxas de alimentação de 

Daphnia magna em exposição a deltametrina e cyhalotrina. A taxa de alimentação 

dos organismos foi avaliada a partir da estimativa espectofotométrica da densidade 

de alga no meio. Ambos os compostos mencionados – deltametrina e cyhalotrina – 

possuem a mesma classificação e são considerados inseticidas. Os resultados 

apontaram a diminuição da taxa de alimentação em função da presença dos 

agrotóxicos no meio, o que difere do resultado obtido para o fipronil - que também é 

um inseticida, pois apesar da queda da taxa de alimentação mais acentuada 

observada para esse composto, os valores não apresentaram diferenças 

significativas em relação ao controle. 

Uma vez que a literatura apresenta carência de informações de testes de 

alimentação utilizando como organismo-teste Daphnias, sob exposição de herbicidas, 

o resultado obtido para este agrotóxico também foi analisado tendo como base de 

comparação os compostos descritos na Tabela 6. De maneira semelhante, o 2,4-D 

difere dos dados por não apresentar taxas de alimentação significativamente 

diferentes do controle. 

Quanto à pós-exposição, tanto o fipronil quanto o 2,4-D não apresentaram 

alterações significativas nas taxas de alimentação de D. similis nas concentrações 

testadas. Ainda assim, observa-se um leve aumento da taxa de alimentação dos 

organismos submetidos a tratamento em relação ao controle, que poderia ser 

explicado pelo fato de que o controle estaria mais “bem alimentado” e, por isso, não 

necessitaria do aumento da ingestão de alimentos. No entanto, são necessários 

estudos futuros para avaliar tal suposição. Assim, a hipótese de que alterações 

significativas nas taxas de alimentação (filtração e ingestão) de D. similis ocorreriam 

quando expostas aos agrotóxicos, podendo ser prejudicada a capacidade de 

recuperação, avaliada nos testes de pós-exposição aos contaminantes não foi 

corroborada.  
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6.5 Teste de sensibilidade 

 

A tabela a seguir (Tabela 8) apresenta os resultados para o teste agudo 

realizado antes do início dos experimentos para a avaliação da sensibilidade do 

cultivo de Daphnia similis quando expostas à substância de referência KCl que seria 

utilizado para a verificação da saúde (condição fisiológica) dos organismos-teste. 

Essa etapa é cumprida rotineiramente por diferentes pesquisadores do laboratório a 

fim de ser observada se a espécie se encontra na faixa de sensibilidade estabelecida 

para o laboratório. Durante a execução de todos os experimentos esse requisito foi 

cumprido.  

 

Tabela 8: Resultado do teste de sensibilidade do cultivo de Daphnia similis. 

 

Amostra 

Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,56 7,48 163,4 0 0 0 0 0 0 7,38 7,67 

400 mg/L 7,45 7,46 863 0 0 0 0 0 0 7,42 7,82 

480 mg/L 7,38 7,5 1001 0 0 0 0 0 0 7,45 7,7 

576 mg/L 7,31 7,43 221 0 1 1 0 2 10 7,38 7,68 

690 mg/L 7,24 7,33 1395 0 3 0 0 3 15 7,42 7,66 

830 mg/L 7,25 7,42 1675 5 5 5 5 20 100 7,43 7,61 

 

 

7. CONCLUSÕES 

 

Os resultados dos testes agudos com os compostos isolados mostraram haver 

maior toxicidade do fipronil do que o 2,4-D para o cladócero D. similis. Ao comparar a 

sensibilidade de D. similis com outras espécies através de SSDs, é possível notar 

que, no caso do agrotóxico fipronil, espécies do gênero Chironomus, Hyalella e 

Ceriodaphnia, por exemplo, apresentam maior sensibilidade quando comparadas à 

D. similis. Já para o 2,4-D, D. similis apresentou baixa sensibilidade quando exposta 

ao herbicida se comparada as outras espécies analisadas. Com relação ao teste de 

misturas dos agrotóxicos, ficou evidente  que as interações entre os contaminantes 

podem afetar a espécie de maneiras distintas da ação individual dos produtos, 
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levando a sérios riscos ambientais que, muitas vezes, não são passiveis de serem 

previstos em avaliações de risco que levam em consideração somente a toxicidade 

dos compostos isolados. Assim, novos estudos na área de misturas tóxicas seriam 

de grande contribuição no sentido de desenvolvimento de técnicas de prevenção e 

mitigação dos impactos. Os testes de toxicidade crônica apontaram uma diminuição 

do número de neonatas por fêmea apenas na maior concentração testada para o 

fipronil. No entanto, as medidas de estrutura em tamanho dos cladóceros 

apresentaram diferenças significativas nos testes com 2,4-D, no qual as três ninhadas 

para a concentração de 1 mg/L e 100 mg/L, além da terceira ninhada para as 

concentrações de 10 mg/L e 50 mg/L apresentam alterações. Com isso, fica 

evidenciando que efeitos de desequilíbrio na população da espécie podem ocorrer. O 

teste de alimentação não mostrou diferenças significativas. No entanto, comparando 

os resultados obtidos com outros estudos podemos inferir que, provavelmente, em 

concentrações ambientais maiores do que as testadas, mudanças significativas na 

taxa de alimentação de D. similis possam ser observadas. Assim, mais estudos sobre 

o tema também se mostram necessários.  
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Anexo 1 – Interpretação dos parâmetros adicionais (“a” e “b”) que definem a forma funcional do padrão dos desvios a 

partir da adição de concentração (CA) e da ação independente (IA); adaptado de Jonker et al. (2005). 

 

Desvio Padrão Parâmetro “a” (CA e IA) Parâmetro “b” (CA) Parâmetro “b” (IA) 

Sinergismo / Antagonismo (S/A) 
a > 0 – antagonismo 

a < 0 - sinergismo 
  

Dependente da proporção da dose 

(DR) 

a > 0 – antagonismo, exceto para 

aquelas proporções de misturas 

onde um valor de b negativo 

significativo indica sinergismo 

bi > 0 – antagonismo onde a toxicidade da mistura é causada 

principalmente pelo toxicante i 

a < 0 – sigergismo, exceto para 

aquelas proporções de misturas 

onde um valor de b positivo 

significativo indica antagonismo 

bi < 0 – sinergismo onde a toxicidade da mistura é causada principalmente 

pelo toxicante i 

Dependente do nível da dose (DL) 

a > 0 – antagonismo em nível da 

dose baixo e sinergismo em nível da 

dose alto 

a < 0 – sinergismo em nível da dose 

baixo e antagonismo em nível da 

dose alto 

bDL > 1 – mudança em nível da dose 

do que CE50 

bDL = 1 – mudança em CE50 

0 < bDL < 1 – mudança em nível da 

dose maior do que CE50 

bDL < 0 – sem mudança, mas a 

magnitude do S/A é dependente do 

nível da dose 

bDL > 2 – mudança em nível da dose 

menor do que CE50 

bDL = 2 – mudança em CE50 

1 < bDL < 2 – mudança em nível da 

dose maior do que CE50 

bDL < 1 – sem mudança, mas a 

magnitude do S/A é dependente do 

nível de efeito 
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Anexo 2 - Parâmetros e resultados para os testes de toxicidade aguda 

envolvendo os agrotóxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a 2,4-

D) 

 

Tabela 1. Resultado do teste 1 de toxicidade aguda para o fipronil. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,38 7,36 158,9 0 0 0 0 0 0 7,48 7,1 

5 µg/L 7,4 7,36 157,4 0 0 0 0 0 0 7,5 7,01 

10 µg/L 7,4 7,33 158,2 0 0 0 0 0 0 7,52 6,94 

25 µg/L 7,38 7,34 157,6 1 1 0 0 2 13,33 7,51 9,92 

50 µg/L 7,39 7,35 158 2 2 2 0 6 40 7,51 6,99 

100 µg/L 7,36 7,35 159,9 5 5 5 0 15 100 7,53 7,01 

 

Tabela 2. Resultado do teste 2 de toxicidade aguda para o fipronil. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,72 7,59 158,4 0 0 0 0 0 0 7,8 7,06 

5 µg/L 7,72 7,45 156,8 0 1 0 0 1 5 7,75 6,99 

10 µg/L 7,65 7,41 155,9 0 0 0 0 0 0 7,73 7,01 

25 µg/L 7,53 7,5 156,3 1 1 0 1 3 15 7,68 7,08 

50 µg/L 7,49 7,54 155,1 1 2 1 2 6 30 7,63 6,96 

100 µg/L 7,5 7,58 154,3 4 4 4 4 16 80 7,61 7,01 

 

Tabela 3. Resultado do teste 3 de toxicidade aguda para o fipronil. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,34 7,12 157,9 0 0 0 0 0 0 7,31 7,05 

5 µg/L 7,36 6,85 157 0 0 1 0 1 5 7,41 6,72 

10 µg/L 7,32 6,87 156,7 0 0 0 0 0 0 7,33 6,8 
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25 µg/L 7,42 6,88 158 1 0 1 1 3 15 7,45 6,81 

50 µg/L 7,46 6,91 156,3 2 2 2 2 8 40 7,51 8,86 

100 µg/L 7,48 6,85 153,7 3 5 3 2 13 65 7,55 6,79 

 

Tabela 4. Resultado do teste 4 de toxicidade aguda para o fipronil. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,36 7,09 157,5 0 0 0 0 0 0 7,8 7,06 

5 µg/L 7,38 6,83 157,1 0 0 0 0 0 0 7,75 6,99 

10 µg/L 7,31 6,84 156,7 0 0 0 0 0 0 7,73 7,01 

25 µg/L 7,42 6,88 158,1 1 1 1 0 3 15 7,68 7,08 

50 µg/L 7,45 6,9 156,3 2 1 2 1 6 30 7,63 6,96 

100 µg/L 7,44 6,82 153,7 3 4 4 4 15 75 7,61 7,01 

 

Tabela 5. Resultado do teste 1 de toxicidade aguda para o 2,4-D. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,44 7,89 163,2 0 0 0 0 0 0 7,59 7,59 

50 mg/L 7,44 8,06 175,4 0 0 0 0 0 0 7,57 7,6 

100 mg/L 7,45 8 195,1 1 0 0 0 1 5 7,57 7,72 

200 mg/L 7,43 8,08 235 0 0 1 1 2 10 7,56 7,69 

300 mg/L 7,43 8,06 266 2 3 3 2 10 50 7,54 7,62 

400 mg/L 7,4 8 302 3 5 4 2 14 70 7,56 7,66 

 

Tabela 6. Resultado do teste 2 de toxicidade aguda para o 2,4-D. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,45 7,5 157,1 0 0 0 0 0 0 7,58 7,02 

50 mg/L 7,48 7,53 174,6 0 0 0 0 0 0 7,51 6,93 
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100 mg/L 7,42 7,58 191,2 0 0 0 0 0 0 7,5 6,95 

200 mg/L 7,42 7,58 223 0 1 0 1 2 10 7,44 6,96 

300 mg/L 7,4 7,49 265 1 1 0 2 4 20 7,47 6,85 

400 mg/L 7,39 7,53 300 5 4 4 5 18 90 7,42 6,8 

 

Tabela 7. Resultado do teste 3 de toxicidade aguda para o 2,4-D. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,4 7,36 165,4 0 0 0 0 0 0 7,56 7,26 

50 mg/L 7,44 7,33 173,6 0 0 0 0 0 0 7,54 7,29 

100 mg/L 7,43 7,33 207 0 0 0 0 0 0 7,52 7,21 

200 mg/L 7,45 7,35 223 0 0 0 1 1 5 7,55 7,26 

300 mg/L 7,41 7,34 262 0 4 1 4 9 45 7,52 7,24 

400 mg/L 7,4 7,33 295 2 3 2 4 11 55 7,56 7,26 

 

Tabela 8. Resultado do teste 4 de toxicidade aguda para o 2,4-D. 

 

Amostra 
Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

pH OD Cond 1 2 3 4 Total % pH OD 

Controle 7,33 7,31 164,3 0 0 0 0 0 0 7,46 7,31 

50 mg/L 7,42 7,26 172,6 0 0 0 0 0 0 7,55 7,28 

100 mg/L 7,4 7,31 201 0 0 0 0 0 0 7,51 7,33 

200 mg/L 7,4 7,33 221 1 2 1 1 5 25 7,55 7,31 

300 mg/L 7,39 7,29 263 3 3 1 2 9 45 7,48 7,28 

400 mg/L 7,42 7,29 284 3 4 4 3 14 70 7,5 7,29 

 

Tabela 9. Resultado do teste de toxicidade aguda para misturas. 

 

Amostra Variáveis da amostra Organismos imóveis/mortos Efeito Variáveis finais 

Fipronil 2,4-D pH OD Cond 1 2 3 Total % pH OD 

Controle 7,28 6,91 161,3 0 0 0 0 0 7,51 7,3 

5 µg/L ------ 7,43 6,39 151,4 0 0 0 0 0 7,57 7,25 
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10 µg/L ------ 7,36 6,84 155,4 0 0 0 0 0 7,59 7,35 

25 µg/L ------ 7,38 6,86 154,1 1 0 1 2 13,3 7,61 7,34 

50 µg/L ------ 7,37 6,94 154,2 2 2 2 6 40 7,6 7,35 

100 µg/L ------ 7,37 7,01 152,2 0 0 0 0 0 7,6 7,36 

------ 50 mg/L 7,35 6,94 169,8 0 0 0 0 0 7,57 7,26 

------ 100 mg/L 7,32 6,96 187,5 0 0 0 0 0 7,57 7,13 

------ 200 mg/L 7,36 6,92 214 0 0 0 0 0 7,55 7,24 

------ 300 mg/L 7,35 7,01 257 0 2 2 4 26,7 7,55 7,18 

------ 400 mg/L 7,27 7,05 284 3 2 5 10 66,7 7,54 7,19 

5 µg/L 50 mg/L 7,29 6,97 168,9 0 0 0 0 0 7,56 7,22 

5 µg/L 100 mg/L 7,28 6,98 185 0 0 0 0 0 7,56 7,25 

5 µg/L 200 mg/L 7,31 6,95 223 0 0 0 0 0 7,56 7,3 

5 µg/L 300 mg/L 7,29 9,97 250 3 0 1 4 26,7 7,55 7,23 

5 µg/L 400 mg/L 7,27 7,14 281 1 3 4 8 53,3 7,53 7,05 

10 µg/L 50 mg/L 7,3 7,03 172,9 0 0 0 0 0 7,56 7,15 

10 µg/L 100 mg/L 7,32 7,06 187 0 0 0 0 0 7,55 7,22 

10 µg/L 200 mg/L 7,32 7,07 224 0 0 0 0 0 7,53 7,17 

10 µg/L 300 mg/L 7,27 7,07 252 1 1 1 3 20 7,56 7,2 

10 µg/L 400 mg/L 7,25 7,06 281 3 2 2 7 46,7 7,56 7,14 

25 µg/L 50 mg/L 7,32 7,08 170,9 0 0 0 0 0 7,54 7,25 

25 µg/L 100 mg/L 7,33 6,97 182,6 0 0 0 0 0 7,54 7,23 

25 µg/L 200 mg/L 7,31 7,04 223 2 0 1 3 20 7,57 7,18 

25 µg/L 300 mg/L 7,27 7,07 249 0 0 2 2 13,3 7,56 7,18 

25 µg/L 400 mg/L 7,21 7,02 286 2 5 2 9 60 7,54 7,15 

50 µg/L 50 mg/L 7,29 6,99 172,1 0 0 0 0 0 7,52 7,21 

50 µg/L 100 mg/L 7,3 7 186,5 1 0 0 1 6,7 7,55 7,19 

50 µg/L 200 mg/L 7,27 7,04 214 1 0 0 1 6,7 7,56 7,17 

50 µg/L 300 mg/L 7,22 7,13 260 1 2 1 4 26,7 7,54 7,17 

50 µg/L 400 mg/L 7,23 7,09 279 4 2 4 10 66,7 7,54 7,18 

100 µg/L 50 mg/L 7,27 7,13 168,8 0 0 1 1 6,7 7,56 7,2 

100 µg/L 100 mg/L 7,28 7,06 181,4 0 1 2 3 20 7,53 7,22 

100 µg/L 200 mg/L 7,22 7,1 220 2 2 0 4 26,7 7,53 7,21 

100 µg/L 300 mg/L 7,21 7,06 251 3 2 1 6 40 7,54 7,19 

100 µg/L 400 mg/L 7,23 7,03 278 3 3 4 10 66,7 7,57 7,19 
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Anexo 3 - Parâmetros e resultados para os testes crônicos envolvendo os 

agrotóxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a 2,4-D) 

 

Tabela 1. Parâmetros do teste de toxicidade crônica para o fipronil. 

 

Amostra Dia 
Variáveis da amostra 

pH A pH D OD A OD D Cond A Cond D 

Controle 

0 7,22 7,55 7,63 7,68 156,6 158,5 

2 7,56 7,61 7,48 7,58 153,6 153,4 

4 7,41 7,69 6,83 7,71 153,8 152 

6 7,44 7,15 6,64 7,28 185,9 165,9 

9 7,14 7,58 6,7 7,4 160,3 162 

12 7,56 7,39 7,39 7,7 160,2 164,6 

14 7,59 7,48 7 7,01 159 160 

1 µg/L 

0 7,16 7,54 7,53 7,67 155,3 162,3 

2 7,38 7,62 7,38 7,53 150,2 160,5 

4 7,44 7,6 7,02 7,69 158 156,1 

6 7,52 7,2 6,6 7,29 195,4 165 

9 7,11 7,68 6,75 7,55 161,1 163,1 

12 7,56 7,42 7,45 7,74 161,1 162,5 

14 7,55 7,19 6,96 6,99 161,4 163,9 

2 µg/L 

0 7,11 7,49 7,4 7,63 154,8 164,9 

2 7,34 7,5 7,38 7,43 153,1 159,5 

4 7,42 7,6 7,01 7,71 158,2 159,3 

6 7,48 7,19 6,45 7,3 191,4 166,6 

9 7,13 7,65 6,78 7,56 161,6 165,5 

12 7,56 7,42 7,3 7,61 160,7 163,6 

14 7,5 7,26 6,91 6,92 160,2 171,7 

4 µg/L 

0 7,08 7,47 7,34 7,62 156,9 162,7 

2 7,28 7,3 7,31 7,6 155,7 159,5 

4 7,35 7,54 6,88 7,61 156,8 157,3 
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6 7,44 7,2 6,63 7,24 187,6 164,8 

9 7,13 7,66 6,74 7,61 161,9 164,1 

12 7,56 7,43 7,35 7,67 162,4 164,6 

14 7,5 7,26 6,91 6,92 160,2 171,7 

8 µg/L 

0 7,06 7,35 7,39 7,66 156,7 164 

2 7,21 7,32 7,25 7,67 155,8 159,9 

4 7,33 7,39 6,95 7,7 158,1 159,4 

6 7,39 7,2 6,62 7,23 182,9 170,3 

9 7,13 7,64 6,73 7,39 161,3 165,2 

12 7,55 7,43 7,33 7,73 161,6 164,6 

14 7,46 7,26 7,08 7 159,8 169,5 

16 µg/L 

0 7,04 7,32 7,33 7,69 156,5 166,7 

2 7,15 7,32 7,17 7,65 155,7 166,2 

4 7,32 7,32 6,97 7,69 158,6 160,3 

6 7,42 7,19 6,69 7,25 191,9 167 

9 7,12 7,63 6,67 7,3 161,1 166,3 

12 7,53 7,42 7,28 7,85 161,8 164,2 

14 7,46 7,24 6,95 6,79 159,4 169,1 

 

Tabela 2. Resultado do teste de toxicidade crônica para o fipronil. 

 

Amostra Dia 
Organismos imóveis/mortos 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Controle 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 10 4 9 0 5 8 9 0 7 6 

6 11 6 5 0 4 5 9 8 11 10 

9 0 2 6 4 5 5 8 11 7 7 

12 5 7 13 15 0* 8 6 12 7 7 

14 2 8 0 4 0 6 11 2 1 8 

Total 28 27 33 23 14 32 43 33 33 38 
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1 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 7 3 7 8 0 8 5 4 9 4 

6 8 5 10 10 5 9 7 5 7 5 

9 8 4 8 7 4 6 6 0* 6 0* 

12 6 7 8 8 6 5 8 0 7 0 

14 6 10 8 7 3 6 8 0 6 0 

Total 35 29 41 40 18 34 34 9 35 9 

2 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 9 8 7 8 6 6 8 0 6 0* 

6 9 5 4 8 7 4 9 5 6 0 

9 8 2 5 10 6 3 8 7 6 0 

12 8 2 3 7 6 7 5 14 6 0 

14 5 11 5 8 7 3 6 0 4 0 

Total 39 28 24 41 32 23 36 26 28 0 

4 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 6 7 6 2 0 7 6 6 6 6 

6 6 8 6 3 2 7 6 7 7 7 

9 0 8 5 3 3 8 3 6 8 6 

12 0 3 4 0 11 4 7 6 8 4 

14 6 6 3 4 6 4 5 5 5 5 

Total 18 32 24 12 22 30 27 30 34 28 

8 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 9 0 4 7 5 8 0 7 5 8 

6 8 7 7 6 4 11 6 9 8 7 

9 8 9 9 6 7 8 9 8 8 3 

12 2 7 4 3 9 5 6 7 7 4 
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14 6 4 5 3 0 5 0 5 5 6 

Total 33 27 29 25 25 37 21 36 33 28 

16 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 7 5 9 0 5 5 7 

6 8 4 6 4 0 4 5 4 6 7 

9 4 4 4 5 0 4 6 5 6 6 

12 7 0* 12 0* 5 3 12 5 5 5 

14 0 0 4 0 3 5 3 4 3 5 

Total 19 8 26 16 13 25 26 23 25 30 

*Daphnia adulta morreu durante o experimento.  

 

Tabela 3. Parâmetros do teste de toxicidade crônica para o 2,4-D. 

 

Amostra Dia 
Variáveis da amostra 

pH A pH D OD A OD D Cond A Cond D 

Controle 

0 7,06 7,48 7,18 7,78 155,1 160,6 

2 7,54 7,46 7,21 7,54 157,8 162,5 

4 7,59 7,58 7,86 7,58 156,7 163,2 

6 7,52 7,41 7,18 7,8 161,5 164,4 

9 7,45 7,48 7,39 7,59 155,4 159,7 

12 7,42 7,49 7,28 7,64 159,3 163,1 

14 7,29 7,45 6,98 7,15 157 160,3 

0,5 mg/L 

0 7,06 7,49 7,17 7,82 158 159,7 

2 7,52 7,52 7,23 7,58 159,6 163,1 

4 7,54 7,62 7,87 7,5 143,1 162,1 

6 7,49 7,48 7,24 7,85 160,5 165,2 

9 7,44 7,5 7,4 7,54 158,4 162,3 

12 7,39 7,56 7,35 7,56 159 164,2 

14 7,32 7,61 7,01 7,48 159 163,5 

1 mg/L 

0 7,13 7,46 7,21 7,87 159,1 162 

2 7,5 7,66 7,3 7,56 159,4 164,5 

4 7,38 7,63 7,69 7,46 153,3 163,7 

6 7,47 7,51 7,21 7,68 160,2 164,8 
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9 7,45 7,52 7,34 7,54 158,9 161,6 

12 7,41 7,55 7,27 7,58 159 163,4 

14 7,33 7,58 7 7,42 158,8 164,3 

5 mg/L 

0 7,09 7,36 7 7,76 156,4 155,9 

2 7,49 7,65 7,29 7,46 158,4 162,5 

4 7,3 7,62 7,82 7,42 154,4 160,4 

6 7,45 7,5 7,15 7,73 159 163,9 

9 7,45 7,53 7,35 7,4 157,9 160,4 

12 7,39 7,62 7,26 7,52 157,9 161,7 

14 7,31 7,66 7,11 7,48 157,9 163,5 

10 mg/L 

0 7,08 7,29 7,13 7,81 155,6 164,1 

2 7,42 7,6 7,5 7,46 158,4 162,5 

4 7,24 7,61 7,8 7,38 153,5 161,1 

6 7,39 7,52 7,15 7,56 156,8 161,4 

9 7,4 7,52 7,43 7,39 156 159,7 

12 7,35 7,55 7,2 7,45 156,7 163,5 

14 7,32 7,54 7,05 7,49 155,7 162,4 

50 mg/L 

0 7,03 7,23 7,1 7,71 170,9 174,7 

2 7,43 7,61 7,32 7,51 159,9 172,6 

4 7,16 7,58 7,71 7,3 170,8 176,9 

6 7,38 7,5 7,11 7,48 174,2 179,3 

9 7,41 7,51 7,24 7,38 172,3 175 

12 7,35 7,54 7,27 7,46 176,4 176,2 

14 7,32 7,56 6,93 7,33 173 174,8 

100 mg/L 

0 7,01 7,12 7,09 7,72 185,7 193,5 

2 7,39 7,5 7,26 7,52 186,4 193,5 

4 7,09 7,54 7,61 7,17 182,6 197,6 

6 7,36 7,49 7,06 7,39 188,5 193,1 

9 7,39 7,47 7,23 7,25 186,7 190,6 

12 7,28 7,56 7,16 7,34 190,8 190 

14 7,28 7,55 6,86 7,33 188,4 189,9 
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Tabela 4. Resultado do teste de toxicidade crônica para o 2,4-D. 

 

Amostra Dia 
Organismos imóveis/mortos 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Controle 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 10 4 0 0 6 11 10 0 7 7 

6 11 6 4 5 6 0* 8 10 5 3 

9 0 6 0 8 7 0 0* 11 6 4 

12 4 5 4 9 7 0 0 6 5 6 

14 5 6 4 3 10 0 0 8 4 9 

Total 30 27 12 25 36 11 18 35 27 29 

10 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 8 9 8 10 7 2 9 9 0 0 

6 8 9 9 6 5 13 9 10 6 2 

9 5 3 6 6 5 0 4 6 7 6 

12 4 5 5 6 6 4 6 4 3 5 

14 7 2 5 7 6 3 6 3 0 3 

Total 32 28 33 35 29 22 34 32 16 16 

100 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 9 0 0 10 8 9 9 9 12 8 

6 3 3 7 9 5 5 7 8 4 8 

9 6 0* 0 7 5 6 7 7 0 7 

12 5 0 5 6 5 5 6 6 11 5 

14 10 0 4 5 9 8 9 7 0 6 

Total 33 3 16 37 32 33 38 37 27 34 

500 µg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 8 7 10 9 0 4 6 8 8 

6 10 7 4 6 6 9 8 3 7 7 

9 0 5 7 5 10 8 8 7 7 6 

12 11 6 4 6 0* 4 5 4 5 6 

14 3 8 11 8 0 7 7 10 7 9 

Total 24 34 33 35 25 28 32 30 34 36 
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1 mg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 6 8 7 11 7 9 9 0 9 7 

6 4 6 10 6 1 3 7 0 1 0 

9 8 10 0 7 7 8 10 5 6 7 

12 6 6 3 7 7 8 4 6 5 10 

14 7 11 2 7 9 8 10 4 9 11 

Total 31 41 22 38 31 36 40 15 30 35 

50 mg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 6 7 8 7 9 7 7 7 0 20 

6 3 7 8 1 7 14 6 9 11 4 

9 7 9 9 10 8 14 11 8 0 9 

12 8 5 8 7 8 10 7 0* 12 8 

14 14 11 12 14 11 13 12 0 0 4 

Total 38 39 45 39 43 58 43 24 23 45 

100 mg/L 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 7 5 0 0 0 6 6 0 0* 0 

6 0 3 5 6 8 6 3 6 0 6 

9 14 10 6 8 2 13 13 0 0 12 

12 8 6 7 8 12 9 7 21 0 8 

14 10 14 10 5 4 9 11 0 0 6 

Total 39 38 28 27 26 43 40 27 0 32 

*Daphnia adulta morreu durante o experimento. 
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Anexo 4 - Medida do tamanho de D. similis do teste crônico com Regent® 800 

WG (i.a. fipronil) 

 

Tabela 1. Medida do tamanho das daphnias adultas do teste de toxicidade crônica 

com fipronil. 

 

Amostra Medida(µm) Amostra Medida(µm) Amostra Medida(µm) 

C(1) 2320 2(1) 2360 8(1) 2360 

C(2) 2280 2(2) 2320 8(2) 2320 

C(3) 2360 2(3) 2360 8(3) 2200 

C(4) 2360 2(4) 2400 8(4) 2320 

C(5) 2440 2(5) 2440 8(5) 2280 

1(1) 2360 4(1) 2320 16(1) 2320 

1(2) 2200 4(2) 2360 16(2) 2240 

1(3) 2240 4(3) 2200 16(3) 2160 

1(4) 2400 4(4) 2200 16(4) 2240 

1(5) 2400 4(5) 2240 16(5) 2240 

 

Tabela 2. Medida do tamanho das neonatas da primeira ninhada do teste de 

toxicidade crônica com fipronil. 

 

Amostra Medida Real(µm) 

C(1) 750 725 725 700 700 

C(2) 700 675 700 725 700 

C(3) 875 825 850 850 875 

C(4) 0 0 0 0 0 

C(5) 675 700 700 700 700 

1(1) 750 725 750 700 0 

1(2) 750 725 725 725 725 

1(3) 725 700 725 700 700 

1(4) 700 725 725 700 700 

1(5) 725 725 725 0 0 
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2(1) 700 700 650 675 675 

2(2) 700 725 725 725 725 

2(3) 750 725 750 750 775 

2(4) 850 825 850 850 825 

2(5) 675 725 700 725 700 

4(1) 750 750 725 725 700 

4(2) 750 700 750 725 725 

4(3) 750 725 750 750 750 

4(4) 900 875 875 875 850 

4(5) 850 725 725 0 0 

8(1) 825 800 800 800 800 

8(2) 700 700 725 750 0 

8(3) 750 750 725 725 750 

8(4) 700 675 700 725 0 

8(5) 750 700 750 750 750 

16(1) 725 700 725 700 700 

16(2) 700 725 725 675 725 

16(3) 775 750 750 0 0 

16(4) 700 725 750 750 725 

16(5) 750 750 750 750 725 

 

Tabela 3. Medida do tamanho das neonatas da segunda ninhada do teste de 

toxicidade crônica com fipronil. 

 

Amostra Medida Real(µm) 

C(1) 750 775 800 900 875 

C(2) 1075 1100 950 975 950 

C(3) 750 750 875 700 750 

C(4) 775 1050 750 775 750 

C(5) 775 975 1000 925 900 

1(1) 775 800 800 800 800 
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1(2) 750 750 750 775 0 

1(3) 725 800 725 725 725 

1(4) 725 750 675 750 775 

1(5) 775 675 825 825 725 

2(1) 800 800 750 775 750 

2(2) 750 750 775 750 750 

2(3) 775 750 750 750 0 

2(4) 775 775 725 750 0 

2(5) 775 825 800 775 875 

4(1) 725 725 750 0 0 

4(2) 775 750 775 775 725 

4(3) 875 1025 875 0 0 

4(4) 825 875 875 800 825 

4(5) 900 925 875 825 900 

8(1) 725 850 850 825 825 

8(2) 825 825 800 800 850 

8(3) 775 800 800 800 825 

8(4) 800 750 775 775 775 

8(5) 800 775 825 775 0 

16(1) 825 800 800 800 0 

16(2) 775 875 800 775 850 

16(3) 875 800 725 0 0 

16(4) 750 775 850 725 750 

16(5) 775 775 775 750 0 

 

Tabela 4. Medida do tamanho das neonatas da terceira ninhada do teste de 

toxicidade crônica com fipronil. 

 

Amostra Medida Real(µm) 

C(1) 850 800 825 800 0 

C(2) 850 875 900 825 875 



 57 

C(3) 850 900 850 850 750 

C(4) 750 750 775 725 0 

C(5) 900 850 0 0 0 

1(1) 825 850 825 825 800 

1(2) 725 775 750 725 0 

1(3) 800 825 850 800 850 

1(4) 875 875 775 850 0 

1(5) 875 850 900 875 825 

2(1) 800 700 950 0 0 

2(2) 875 875 875 825 825 

2(3) 850 850 900 875 850 

2(4) 725 775 775 825 825 

2(5) 750 800 800 775 775 

4(1) 875 925 925 950 925 

4(2) 800 825 875 925 900 

4(3) 825 900 850 0 0 

4(4) 875 875 850 850 825 

4(5) 725 725 725 0 0 

8(1) 875 950 825 975 800 

8(2) 725 825 775 825 825 

8(3) 925 825 875 825 825 

8(4) 825 800 725 900 750 

8(5) 850 875 875 875 850 

16(1) 900 900 825 0 0 

16(2) 1025 800 775 0 0 

16(3) 800 900 875 750 0 

16(4) 775 900 775 775 775 

16(5) 775 800 800 800 750 
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Anexo 5 - Medida do tamanho de D. similis do teste crônico com DMA® 806 BR 

(i.a 2,4-D) 

 

Tabela 1. Medida do tamanho das daphnias adultas do teste de toxicidade crônica 

com 2,4-D. 

 

Amostra Medida(µm) Amostra Medida(µm) 

C(1) 2120 100(1) 2240 

C(2) 2240 100(8) 2240 

C(10) 2120 100(4) 2320 

C(6) 0 100(5) 2280 

C(2) 2160 100(6) 2280 

C(3) 2120 500(8) 0 

C(5) 2240 500(7) 2240 

C(4) 2240 500(10) 2280 

C(9) 2080 500(9) 2240 

C(7) 0 500(6) 2040 

10(4) 2200 500(3) 2240 

10(10) 2120 500(1) 2120 

10(1) 2240 500(2) 2200 

10(5) 2240 500(4) 2240 

10(6) 2200 500(5) 0 

10(3) 2120 1000(7) 2160 

10(2) 2240 1000(6) 2200 

10(7) 2240 1000(9) 1960 

10(9) 2160 1000(5) 2240 

10(8) 2240 1000(3) 2200 

50(7) 2320 1000(10) 2160 

50(8) 1960 1000(2) 2240 

50(10) 2320 1000(4) 2080 

50(9) 2280 1000(1) 2200 

50(1) 2280 1000(8) 2240 

50(6) 2320 100'(7) 2280 

50(3) 2320 100'(4) 2280 

50(4) 2200 100'(8) 2280 

50(2) 2120 100'(9) 2680 

50(5) 2320 100'(1) 2280 
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100(2) 2000 100'(5) 2200 

100(7) 2240 100'(10) 2240 

100(3) 2120 100'(3) 2240 

100(9) 2120 100'(2) 2120 

100(10) 2200 100'(6) 2200 

 

Tabela 2. Medida do tamanho das neonatas da primeira ninhada do teste de 

toxicidade crônica com 2,4-D. 

 

Amostra Medida Real(µm) 

C(2) 680 640 660 680 0 

C(7) 680 660 660 640 620 

C(8) 720 720 680 680 620 

C(5) 680 660 660 680 680 

C(1) 660 640 660 660 660 

10(4) 660 680 640 660 660 

10(3) 680 660 660 700 660 

10(1) 640 660 680 620 640 

10(5) 660 660 660 640 640 

10(2) 640 660 660 620 640 

50(4) 560 540 580 600 620 

50(1) 620 600 600 580 560 

50(2) 660 600 620 620 620 

50(3) 600 600 600 580 560 

50(5) 600 600 600 560 620 

100(5) 660 720 680 680 720 

100(6) 680 660 700 680 700 

100(1) 680 680 700 680 700 

100(7) 680 700 660 660 640 

100(4) 660 660 620 600 600 

500(2) 680 640 660 680 640 

500(3) 700 740 700 720 740 
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500(5) 660 660 660 660 620 

500(7) 700 640 680 680 0 

500(4) 620 620 640 680 660 

1000(5) 700 680 700 700 680 

1000(6) 660 640 660 660 660 

1000(7) 660 680 680 680 660 

1000(9) 680 700 680 700 680 

1000(1) 640 640 600 640 680 

100'(1) 580 540 520 540 560 

100'(6) 560 560 560 540 560 

100'(2) 580 500 500 520 0 

100'(7) 540 580 560 580 520 

 

Tabela 3. Medida do tamanho das neonatas da segunda ninhada do teste de 

toxicidade crônica com 2,4-D. 

 

Amostra Medida Real(µm) 

C(4) 800 820 800 820 800 

C(5) 720 720 720 740 720 

C(3) 740 720 700 0 0 

C(1) 780 820 780 840 820 

C(2) 720 680 700 720 680 

10(5) 740 800 680 820 0 

10(3) 660 720 740 680 700 

10(4) 600 700 780 700 700 

10(2) 700 680 680 740 700 

10(1) 720 720 700 700 700 

50(4) 580 0 0 0 0 

50(2) 620 640 640 660 640 

50(1) 600 720 640 0 0 

50(3) 640 600 640 620 640 
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50(5) 640 620 660 620 660 

100(4) 720 680 680 660 700 

100(1) 720 700 740 0 0 

100(5) 720 720 760 720 0 

100(2) 640 0 0 0 0 

100(3) 720 720 760 780 800 

500(2) 740 760 760 760 740 

500(4) 780 760 780 800 760 

500(3) 740 720 760 0 0 

500(5) 680 640 620 680 680 

500(1) 720 740 700 720 700 

1000(4) 720 680 680 700 700 

1000(1) 740 660 720 0 0 

1000(3) 820 820 800 820 880 

1000(2) 780 720 780 800 780 

1000(5) 700 760 740 740 0 

100'(2) 500 500 520 0 0 

100'(4) 540 560 600 580 580 

100'(3) 520 460 480 500 480 

100'(6) 600 580 560 580 580 

100'(5) 560 560 600 560 620 

 

Tabela 4. Medida do tamanho das neonatas da terceira ninhada do teste de 

toxicidade crônica com 2,4-D. 

 

Amostra Medida Real(µm) 

C(9) 780 800 760 780 760 

C(10) 760 760 760 740 0 

C(8) 720 720 740 780 760 

C(4) 840 720 700 720 640 

C(5) 700 780 780 760 760 
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10(1) 760 740 740 800 780 

10(7) 760 780 720 800 0 

10(9) 860 780 800 860 860 

10(8) 760 800 760 760 740 

10(3) 620 660 680 660 640 

50(3) 680 640 640 660 680 

50(2) 700 700 700 680 700 

50(5) 680 720 720 740 720 

50(1) 740 660 660 700 680 

50(4) 620 600 660 620 620 

100(7) 800 760 740 780 720 

100(5) 760 760 780 780 760 

100(4) 780 800 720 760 740 

100(6) 760 740 800 740 800 

100(1) 780 780 800 780 760 

500(5) 700 720 720 740 740 

500(6) 780 760 780 800 760 

500(4) 780 740 760 720 0 

500(2) 700 820 680 840 0 

500(3) 800 780 820 800 800 

1000(7) 760 740 780 760 760 

1000(6) 740 740 760 740 720 

1000(4) 740 760 800 740 800 

1000(1) 720 720 720 740 720 

1000(2) 720 740 740 740 760 

100'(4) 740 740 700 680 760 

100'(3) 560 560 540 580 560 

100'(6) 600 600 620 600 640 

100'(2) 640 600 640 640 620 

100'(5) 640 680 0 0 0 

 


