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RESUMO

MARTINS, M. E. Aplicacdo de bioensaios de toxicidade para avaliagdo da eficiéncia do
Reator Anaerobio Horizontal de Leito Fixo (RAHLF) na destoxificacdo do aldicarbe.
Monografia. Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos,

2008. 57 p.

O aldicarbe ¢ um agroquimico muito utilizado nos cultivos do café, cana-de-agucar, citros,
batata e algoddo. Comercializado como Temik®150, suas excelentes propriedades praguicidas
fazem com que sua aplicacao seja amplamente difundida, inclusive no Brasil. Sob condi¢des
especificas, ha elevado risco de contamina¢do de 4dguas superficiais e subterrdneas pelo
aldicarbe, tornando necessario o desenvolvimento de tecnologias para remediacao da polui¢ao
decorrente do seu uso. Um estudo desenvolvido no Laboratorio de Processos Bioldgicos da
EESC-USP avaliou a degradacao do aldicarbe em Reator Anaerdbio Horizontal de Leito Fixo
(RAHLF) sob diferentes condigdes operacionais e diferentes niveis de oxidagdo, buscando
investigar a aplicabilidade deste reator como ferramenta para a biorremedia¢do de areas
contaminadas pelo pesticida. O objetivo do presente trabalho foi complementar as analises
fisico-quimicas realizadas naquele estudo, por meio de bioensaios de toxicidade utilizando
diferentes organismos-teste que permitissem avaliar a influéncia do tratamento no reator sobre
o potencial téxico do pesticida. Primeiramente, avaliou-se a toxicidade do aldicarbe para as
bactérias E. coli e Bacillus, em concentragdes entre 0,01 mg/L ¢ 50 mg/L. Também foram
testadas amostras de afluente e efluente dos reatores em operagao e os resultados foram
comparados com os de testes usuais, utilizando Daphnia similis. Avaliou-se ainda a
toxicidade aguda do aldicarbe para minhocas da espécie Eisenia andrei, por meio de teste de
contato com filtro de papel. Os resultados dos ensaios mostraram que o aldicarbe nao foi
toxico para as bactérias, enquanto os testes com Daphnia similis mostraram-se sensiveis e
adequados como ferramenta para monitoramento do desempenho do RAHLF na degradagao
do aldicarbe sob condigdes metanogénicas, sulfetogénicas e desnitrificantes. A CES50
estimada para este organismo foi 0,46 mg/L de aldicarbe, sendo que a maior diferenca de
toxicidade entre afluente e efluente foi observada para reator sulfetogénico. A CL50 para a
minhoca Eisenia andrei foi calculada em 14,86 mg/L, para 48 horas de contato com papel
umedecido, e 6,80 mg/L, para 72 horas de exposigao.

Palavras-chave: aldicarbe, biorremediagdo, pesticidas, RAHLF, toxicidade, bioensaios
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional e a necessidade de uma produgdo de alimentos cada vez
maior estdo entre os principais agentes comprometedores da qualidade ambiental. Como o
contingente humano no planeta vem aumentando consideravelmente, houve uma
intensificagdo das praticas agricolas em todo o mundo, visando a uma maior produgdo de
alimentos. A obten¢do de safras crescentes a um custo razoavel tem sido possivel, dentre
outros fatores, por meio da utilizagdo de agroquimicos que protegem as plantacdes contra
insetos, fungos, 4caros, nematoides e ervas daninhas.

Um exemplo de agroquimico com larga aplicagdo ¢ o aldicarbe (C;H4N,0,S), um
carbamato utilizado para controlar uma grande variedade de insetos, acaros e nematdides.
Comercializado em formulagdo granulada a 15% (Temik 150%), o aldicarbe apresenta
excelentes propriedades praguicidas que fazem com que seu uso seja muito difundido no
Brasil, principalmente em cultivos de caf€, citros, batata e algodao.

A solubilidade do aldicarbe em agua ¢ relativamente alta (6000 mg/L) e seu uso em
excesso pode ocasionar sua migracdo do solo para o aqiiifero subjacente, contaminando
rapidamente ndo s6 reservas de agua subterrdnea, mas também lagos e regides costeiras
(KAZUMI e CAPONE, 1995). O aldicarbe também ¢ um dos pesticidas mais toxicos ja
registrados, com forte efeito inibitorio sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE), importante
neurotransmissor de insetos e animais vertebrados (COX, 1992). Deste modo, a contaminagao
de produtos agricolas e do ambiente com residuos desse composto pode causar efeitos
adversos a esses organismos, tornando evidente a necessidade de tecnologias destinadas a
remediacdo de areas afetadas pela presenga deste pesticida.

O emprego de reatores bioldgicos ¢ uma opgao interessante para a remediagdo de
ambientes contaminados por compostos xenobioticos como o aldicarbe. Tal alternativa vai ao
encontro da chamada “biotecnologia ambiental” e fundamenta-se na utilizagdo de organismos
vivos — bactérias e fungos, principalmente — para degradar poluentes e transforma-los em
compostos menos tdxicos ou nao toxicos no sentido de reabilitar areas contaminadas.

O Reator Anaerobio Horizontal de Leito Fixo (RAHLF) ¢é uma configuragao de
biorreator desenvolvida por Zaiat (1996) e consiste em um sistema de biomassa imobilizada
destinado ao tratamento de 4guas residudrias. Tal reator permite a obtencdo de elevadas
concentragdes celulares e elevados tempos de retencao celular, mesmo em baixos tempos de
detencao hidraulica, facilitando a estabilizacdo de poluentes. O RAHLF demonstrou
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resultados promissores na degradacdo de compostos téxicos — pentaclorofenol
(DAMIANOVIC, 1997), fenol (BOLANOS et al., 2001), formaldeido (OLIVEIRA, 2001) e
BTEX (NARDI et al., 2000) —, indicando seu potencial como ferramenta de biorremediagao.

Tanto no caso do emprego do RAHLF como de qualquer outra tecnologia visando a
degradagdo de compostos toxicos, sdo necessdrias analises que comprovem uma real
diminui¢do da toxicidade do poluente apds o tratamento, garantindo a eficacia da tecnologia
empregada. Nesse sentido, nota-se a aplicabilidade de bioensaios de toxicidade como
ferramenta de monitoramento ambiental e para avaliacdo da eficiéncia de sistemas de
tratamento de aguas ou efluentes que contém substancias toxicas.

Liu et al. (1982) constatam que os microrganismos tém varios atrativos que os tornam
a melhor op¢do para bioensaios de toxicidade. Além de serem facilmente manipuldveis e
exigirem pequeno espago, eles representam uma substancial economia em custos de operagao
e seu curto ciclo de vida possibilita observar os efeitos toxicos de um poluente de maneira
rapida. Liu (1981) propds uma metodologia de bioensaio de toxicidade baseado na redugao
quimica do corante Oxido-redutor resazurina pela desidrogenase bacteriana, que tem se
mostrado eficiente na determinagdo da toxicidade de poluentes (BROUWER, 1991; KARGI
et al., 2004; STROTMANN, 1993).

Testes com o microcrustaceo Daphnia sdo bastante usuais em estudos toxicologicos e
relevantes do ponto de vista ecoldgico, uma vez que esses organismos sdo facilmente
encontrados em lagos e represas de aguas continentais, vulneraveis a contaminagdo ambiental.
Resultados de toxicidade aguda para Daphnia podem ser dados por meio da concentragdo
efetiva média (CE50), determinada por método estatistico, quando a concentragdo do poluente
causa imobilidade a 50% dos organismos em um periodo de 24 a 96 horas de exposi¢ao
(ABNT: NBR 12713, 2004).

Por serem organismos representativos do solo e sensiveis a presenga de xenobioticos,
as minhocas também tém sido empregadas como organismos-teste em ensaios de toxicidade
aguda, inclusive com pesticidas, permitindo inferir o risco ambiental destes contaminantes.
Uma das vantagens da utilizagdo das minhocas em ensaios de toxicidade ¢ o fato de estes
organismos serem abundantes, grandes e de facil manipulagdo, além de serem facilmente
coletados e identificados (LELAND et. al, 2001). Além disso, as minhocas sdo afetadas por

uma gama de compostos xenobidticos e apresentam adequada longevidade para bioensaios.



O presente trabalho teve como finalidade avaliar a eficiéncia do RAHLF na reducao da
toxicidade do pesticida aldicarbe, por meio de bioensaios comparativos utilizando duas cepas

de bactérias (E. coli e Bacillus), o microcrustaceo D. similis e minhocas da espécie E. andrei.

2. JUSTIFICATIVA

Por ter seu uso amplamente difundido na agricultura, inclusive no Brasil, e devido ao
seu elevado potencial toxico, o aldicarbe constitui um importante contaminante ambiental
com capacidade de afetar a qualidade do solo, de aguas superficiais e subterraneas e de
produzir efeitos deletérios aos organismos vivos que compdem 0s ecossistemas aquaticos e
terrestres. Devido a necessidade de tecnologias para remediagdo de areas contaminadas pelo
aldicarbe, um estudo sobre o tratamento de 4guas contendo este agroquimico foi desenvolvido
no Laboratério de Processos Bioldgicos do Departamento de Hidraulica e Saneamento da
EESC-USP, o qual avaliou a aplicabilidade do Reator Anaerdbio Horizontal de Leito Fixo
(RAHLF) na degradacdo do aldicarbe, sob diferentes condi¢des operacionais e diferentes
niveis de oxidagao (desnitrificante, metanogénico e sulfetogénico).

Entretanto, para complementar o estudo da conversdo biologica do aldicarbe no
RAHLF era preciso avaliar o potencial de toxicidade dos subprodutos formados, comparando-
o com a toxidez do composto original, de modo a avaliar a eficiéncia do sistema de tratamento
como ferramenta para biorremediagcdo. De acordo com Baron e Merriam (1988), o processo
de degradagdao do aldicarbe pela acdo de microrganismos resulta em compostos com
mecanismo de toxicidade similar, tais como sulfoxidos, sulfonas, oximas e nitrilas de
aldicarbe, deixando clara a importancia de bioensaios toxicoldgicos durante quaisquer estudos
visando avaliar a degradagdo bioldgica deste pesticida.

Portanto, a realizacdo de testes de toxicidade com organismos vivos fez-se bastante
util no sentido de analisar a eficiéncia do RAHLF na degradagdo do aldicarbe. Primeiramente,
realizaram-se testes toxicolodgicos utilizando bactérias, de acordo com as metodologias
propostas por Liu (1981) e Brouwer (1991) e adaptadas. Tais ensaios basearam-se na
conversdo bioquimica do corante resazurina pela atividade respiratoria de culturas
microbianas puras. Ainda que existam numerosos relatos de bioensaios utilizando resazurina
como indicador da atividade metabdlica de bactérias, ndo ha estudos descrevendo a aplicagdo
destes testes a sistemas de tratamento destinados a degradacdo de pesticidas, menos ainda ao

RAHLF e ao aldicarbe, dai a importancia do presente trabalho.



Devido a escassez de trabalhos sobre bioensaios de toxicidade utilizando a
metodologia e os microrganismos adotados, os resultados obtidos a partir dos ensaios com
resazurina foram comparados com os de testes ecotoxicoldgicos usuais e metodologicamente
bem estabelecidos. Assim, realizaram-se ensaios com o microcrustaceo Daphnia similis e com
minhocas Eisenia andrei, tendo como substancias-teste o aldicarbe em diversas
concentragdes, e amostras obtidas do afluente e efluente dos reatores. E importante lembrar
que, no ambiente, ha uma grande possibilidade de a Daphnia, organismo presente em
ambientes aquaticos, e das minhocas entrarem em contato com o aldicarbe e seus metabdlitos,
principalmente com o uso indiscriminado de pesticidas e com a dispersdo desses poluentes
nos diferentes ecossistemas. Ademais, a importancia ecologica desses organismos justifica

sua utilizacdo em testes complementares aos realizados com bactérias.

3. OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho foi analisar a eficiéncia do RAHLF na remocgao da

toxidez do aldicarbe, por meio de trés metodologias de bioensaios de toxicidade utilizando
diferentes organismos-teste. Dessa forma, pretendeu-se aferir o potencial desse reator como

ferramenta para biorremediagao.

Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

e Avaliar os efeitos toxicologicos do aldicarbe em bactérias, por meio de metodologias
adaptadas com base nas propostas por Liu (1981) e Brouwer (1991);

e Avaliar os efeitos toxicologicos do aldicarbe em Daphnia similis ¢ Eisenia andrei;

e Comparar a sensibilidade dos diferentes organimos-teste;

e Avaliar o tipo de bioensaio mais aplicdvel ao monitoramento do desempenho do

RAHLF na degradagdo do aldicarbe.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Destino e comportamento dos pesticidas no ambiente

Segundo Barbosa (1995), a utilizagdo de insumos quimicos em atividades agricolas

pode ocasionar a poluicdo do solo e agroecossistemas e a contaminagdo de lencois freaticos e
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sistemas aquaticos superficiais. Tal contaminacdo pode se dar de maneira direta — pela
aplicacdo de agroquimicos préxima a corpos hidricos ou pela lavagem ou abandono de
embalagens destes produtos em locais inadequados — ou indireta — pelo transporte horizontal
(escoamento superficial) ou vertical (lixiviag@o) através do solo e pelo transporte através do
compartimento aéreo, como € o caso de substancias volateis.

De acordo com relatério publicado pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC, 1997), todo pesticida introduzido no solo esta sujeito a uma variedade de
processos de transporte e degradag¢do, que determinam sua dissipagdo no meio terrestre. O
mesmo acontece quando o agroquimico atinge o meio aquatico, podendo permanecer
dissolvido na &gua, ser adsorvido na matéria em suspensdo, depositar-se no sedimento,
acumular-se nos organismos vivos, degradar-se ou volatilizar-se (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006). Como exemplos de mecanismos de perda pode-se citar a degradacao
microbiana, a hidrdlise quimica, a fotdlise, a volatilizagdo e o escoamento superficial.

A Figura 1 apresenta os complexos processos envolvidos no comportamento e destino

ambiental de agroquimicos, com énfase no solo.

Pulverizacio o
Transporte de vapor e poeira Precipitagao .
—_— Aphicacio direta
) Lan¢amento de efluente
Aplicacio no solo
Fotohse ;. jattism cio Lavagem de materiais
_ Volatilizagio
Biodegradacio Fotclise
Carreamento T .
] Lixiviagio :
| A{l'?or;ao [e—*{ Dessorciqj [Dissolvidolg—=] Assoctado
Decomp_osm;:{o 7'y ao sedumento
quinuca ¥
—_—_— Biotz -
- - [ Biota | Biodegradagio
Apua subterranea
S De 0s1gH0
quinuca

Figura 1- Transporte e transformagao de pesticidas no meio ambiente
(Fonte: Dores e De Lamonica- Freire adaptado por Stoppelli, 2006)

Silva e Fay (2003) afirmam que o impacto ambiental de um agroquimico depende de

alguns critérios, dentre eles a quantidade do ingrediente ativo aplicado e o local de aplicagdo,



solubilidade e concentracdo nos compartimentos ar, solo e dguas superficiais e subterraneas,
velocidade de degradagdao em cada compartimento e sua toxicidade as espécies presentes
nestes compartimentos. A velocidade de degradacdo do pesticida nos diversos ecossistemas ¢
um fator determinante do risco ambiental desse produto, uma vez que influencia sua
persisténcia (periodo em que permanece no solo em forma dissolvida na agua, vaporizado no
ar, adsorvido ou ocluso nas particulas minerais e organicas do solo) no meio ambiente e o seu
potencial de risco a saude humana e ao equilibrio ecolégico.

Moreira e Siqueira (2006) elucidam as transformagdes sofridas pelos pesticidas no
solo sob influéncia de fatores biodticos e abiodticos. Segundo os autores, a degradacdo abiotica
ocorre sem a participacdo de microrganismos ou de suas enzimas e consiste basicamente em
reacdes quimicas (hidrolise ou oxidorredug¢do) e fotoquimicas (quebra da molécula pela
absorcdo de luz solar). J4 a degradacdo biodtica (biodegradacdo) envolve processos

bioquimicos mediados direta ou indiretamente pelos microrganismos, destacando-se:

= destoxificacdo- conversdo de uma molécula toxica a um produto menos toéxico ou
atoxico;

* mineralizacdo- degradagdo completa da molécula a formas inorganicas como CO,,
H,0, NH;, CI', PO, SO47, Br’ e outros;

* conjugacdo- quando o produto se torna mais complexo pela adicdo de metabdlitos
microbianos, tornando-se geralmente menos toxico e mais recalcitrante;

» ativacdo- conversdo bioldgica de produto ndo téxico em outro com agao biocida.

* mudanga de espectro de toxicidade- quando um produto toéxico para um grupo de
organismos-alvo sofre transformacgdes, gerando substancias tdxicas para outros

organismos diferentes.

Segundo Santos e Monteiro (1994), sao poucos os processos abioticos de importancia
que convertem compostos organicos (complexos ou ndo) a produtos inorganicos, de forma

que a mineraliza¢do ou degradagdo ¢ quase sempre uma atividade microbiana.

2.2. Biodegradacéao de pesticidas

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), a biodegradagao dos pesticidas no ambiente

¢ geralmente executada por um consércio microbiano e resulta de reacdes enzimaticas



oxidativas, redutivas e hidroliticas envolvendo diversos mecanismos como o metabolismo, o
co-metabolismo e as transformagdes catalisadas por enzimas extracelulares. O processo que
resulta em algum beneficio nutricional pela utilizacdo do composto como fonte de carbono e
energia, ou outro nutriente, ¢ chamado de metabolismo. Este processo decorre da completa
mineralizagdo das moléculas organicas, isto €, sua conversao para dioxido de carbono, dgua e
ions inorganicos. O processo celular por meio do qual os microrganismos transformam
parcialmente os compostos quimicos em produtos que ndo produzem energia para o seu
crescimento ¢ chamado de co-metabolismo. Pesquisas sobre as transformagdes co-
metabolicas microbianas revelam que estes processos sdo normalmente atribuidos a atividade
de enzimas ndo especificas do metabolismo periférico celular, capazes de modificar outras
substancias que ndo sdo seus substratos naturais (SILVA e FAY, 2003). Outra possivel via de
degradacgdo ¢ a transformagao catalisada por enzimas extracelulares, gerando metabolitos com
estrutura quimica mais simples e facilmente metabolizada.

E evidente a diversidade de mecanismos bioquimicos envolvidos da biodegradacio
dos pesticidas no solo, embora essa contribuicdo possa variar muito para diferentes
substancias. Além disso, sabe-se que microrganismos decompositores de xenobioticos sdo,
em geral, bactérias pertencentes a varios géneros e também fungos e clorodfitas.
Representantes principais de géneros de Eubactéria (procariotos) e respectivas caracteristicas

sdo listados a seguir com alguns exemplos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

a) bactérias gram-negativas, aerdbias/microaerofilicas fixadoras de N, atmosférico:
Azospirillum ¢ Hafnia,;

b) bastonetes gram-negativos, aerobios: Pseudomonas (inumeras espécies) ¢ Xanthomonas,
Alcaligenes, Paracoccus, Azotobacter, Rhizobium, Agrobacterium e Flavobacterium;

c) bastonetes gram-negativos, anaerobios facultativos: Proteus, Enterobacter e Klebsiella;

d) bastonetes e Coccus gram-positivos esporulantes: Micrococcus, Bacillus e Clostridium;

¢) outros gram-positivos ndo esporulantes: Arthobacter e Nocardia.

A biodegradacdo de pesticidas depende das condigdes do local em que estes
xenobioticos se encontram, visto que diferentes ambientes geralmente apresentam diferentes
comunidades microbianas e caracteristicas fisico-quimicas distintas. Leistra e Smelt (2001)
constatam que as por¢des mais profundas do solo e as zonas de aqiiifero apresentam

caracteristicas diferentes em relacdo as camadas mais superficiais do solo, o que resulta em



um comportamento distinto do pesticida em contato com os microrganismos ali existentes.
Dentre essas caracteristicas, destacam-se o suprimento limitado de oxigénio livre e a
possibilidade de baixos potenciais de ¢6xido redugdo (condi¢cdes reduzidas), a limitada
disponibilidade de nutrientes (fontes de carbono, nutrientes inorganicos), menor densidade,
diversidade e atividade de microrganismos, pequena variagao nas condi¢des de umidade e

temperatura, e, normalmente, baixas concentracdes de residuos de pesticidas.

4.2. Toxicidade do aldicarbe e seus metabdlitos

O aldicarbe, comercializado como Temik 150°, apresenta pequena persisténcia no
meio ambiente, sofrendo hidrélise em meio alcalino e em presenca de umidade. Tal composto
decompde-se em temperaturas acima de 100°C e ¢ metabolizado por plantas e animais, sendo
toxico ndo sO por via oral como também pela absor¢do através da pele e por inalacdo dos
vapores. Sua toxicidade aguda oral ¢ muito elevada, sendo de apenas 0,9mg/kg seu DL50 em
ratos (BARBOSA, 1995). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) qualifica o
aldicarbe como um produto de Classe I — Extremamente téxico e determinou que fosse
adicionado um agente amargante a sua formulagcdo comercial, visando diminuir o nimero de
intoxicacdes via oral e/ou a gravidade das mesmas.

O aldicarbe sofre degradacdo no solo para concentragcdes nao-toxicas com meia-vida
que varia de poucos dias a mais que dois meses. O mecanismo mais importante de degradagao
no solo ¢ a oxidacdo por microrganismos, que resulta principalmente em sulféxidos e sulfonas
de aldicarbe. A degradacdo para compostos ndo-carbamadticos parece ocorrer pela via
microbiana tdo bem quanto por meio da hidrolise, dependendo das condigdes do solo. Fatores
que influenciam a velocidade de degradacao sdo a umidade, a quantidade de matéria organica
e a concentracdo de oxigénio no solo, além do pH e temperatura (ENVIRONMENTAL &
WORKPLACE HEALTH, 1987).

Sob a¢do microbiolégica a degradagdo do aldicarbe pode se realizar em duas rotas
primarias: oxidacdo a sulfoxido de aldicarbe (principal substancia ativa no solo) e
posteriormente a sulfona de aldicarbe; hidrélise do aldicarbe e seus residuos oxidados as suas
oximas correspondentes (ANDRAWES et al., 1971; OU et al., 1985a; OU et al., 1985b;
SMELT et al., 1983; TREHY et al., 1984). As reacdes oxidativas ocorrem concomitantemente
com a hidrélise para oximas, que sdo posteriormente transformadas em outros compostos
(amidas, nitrilas, alcoois e carboxilatos). Somente os metabdlitos sulfoxido e sulfona mantém

a alta toxicidade do aldicarbe, que ¢ perdida ap6s a hidrdlise do carbamato.



Kazumi e Capone (1995) concluiram que, em condi¢des aerdbias, ha uma maior
formagdo de sulféxido e sulfona de aldicarbe, enquanto que na auséncia de oxigénio, a
hidrolise do aldicarbe ¢ a rota predominante, com oxima de aldicarbe e sulféxido oxima de
aldicarbe (e presumivelmente metilamina) formando os principais residuos da transformagao
do aldicarbe. Na presenca de oxigénio, estes produtos de hidrélise ndo foram formados.

A Figura 2 mostra as vias de transformagodes do aldicarbe em condi¢des aerobias e

andxicas, propostas por estes autores.
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Figura 2 - Vias de transformacéo do aldicarbe (Fonte: Adaptado de Kazumi e Capone, 1995)

Ao investigarem o potencial de degradacdo do aldicarbe na presenca e na auséncia de
oxigénio em sedimentos de locais de pouca e de grande profundidade, Kazumi e Capone
(1995) verificaram que, em condi¢des andxicas, as velocidades de transformacao do aldicarbe
foram muito superiores tanto nos sedimentos mais profundos quanto nos sedimentos menos
profundos. Entretanto, em sedimentos de maior profundidade (contendo somente
microorganismos anaerobios) a velocidade foi muito superior. Segundo os autores, 0s
resultados obtidos indicaram que condi¢des andxicas promoveram a transformacdo do

aldicarbe e sugerem que microrganismos anaerdbios ou facultativos sao mais importantes que



bactérias aerobias durante o processo ou que diferentes tipos de bactérias estejam envolvidas

em zonas de diferentes condi¢oes de oxidacao.

4.3. Bioensaios de toxicidade

Cooney e Wertz (1989) definem toxicidade como a correlacao entre a presenca de um
agente quimico e um efeito bidlogico deletério, que se manifesta em um organismo qualquer.
Gimenez (1994) afirma que, para a avaliagdo da toxicidade de um determinado composto
quimico, bioensaios de toxicidade sdo uma ferramenta mais eficaz e realista do que uma
simples série de dados fisico-quimicos sobre a substidncia em estudo. Entende-se como
bioensaio de toxicidade a exposi¢do de uma quantidade conhecida de organismos a um agente
estressante, por periodos conhecidos de tempo, seguida de uma avaliagdo dos seus efeitos
(ESPINDOLA et al., 2003). Este tipo de teste ¢ muito Gtil como instrumento para avaliagdo
dos danos causados por contaminantes ambientais, permitindo analisar os efeitos ecologicos
imediatos e, em longo prazo, de agentes toxicos (MELETTI et al., 2003).

De acordo com Aragdo e Aratijo (2006), os ensaios de toxicidade podem ser utilizados
para diversos fins, como, por exemplo: determinar a toxicidade de agentes quimicos, efluentes
liquidos e lixiviados de residuos solidos; estabelecer critérios e padroes de qualidade das
aguas; estabelecer limites maximos de langamento de efluentes liquidos em corpos hidricos;
avaliar a necessidade de tratamento de efluentes liquidos quanto as exigéncias de controle
ambiental; avaliar a qualidade das &guas; avaliar a toxicidade relativa de diferentes
substancias; avaliar a sensibilidade relativa de organismos aquaticos; subsidiar programas de
monitoramento ambiental; estimar os impactos provocados em acidentes ambientais.

Algas, bactérias, invertebrados aquaticos planctonicos e bentdnicos, peixes e fungos
sdo freqiientemente utilizados como organismos-teste em ensaios toxicologicos (MELETTI et
al., 2003). Atualmente, nota-se um grande interesse pelo emprego de bactérias neste tipo de
ensaio, devido a simplicidade dos procedimentos e recursos requeridos para o manuseio €

manutenc¢ao de culturas microbianas.

4.4. Ensaios de toxicidade para monitoramento de sistemas de tratamento

Nota-se uma grande aplicabilidade de bioensaios de toxicidade como ferramenta de
monitoramento ambiental e para avaliagdo da eficiéncia de sistemas de tratamento de
efluentes, especialmente quando estes contém substincias toxicas. De fato, ensaios de
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toxicidade que utilizam organismos vivos permitem comparar o potencial ecotoxicologico de
um determinado poluente, antes e apOs o seu tratamento por uma tecnologia especifica,
possibilitando monitorar o desempenho do sistema de remediacdo adotado e verificar se o
efluente tratado cumpre com as exigéncias dos 6rgaos ambientais.

Monitor (1986)" citado por Rodrigues (2005) constata que o controle e a avaliagio de
agentes toxicos existentes em efluentes liquidos podem ser feitos por meio da analise do
efluente como um todo. O método do controle do efluente como um todo monitora a
toxicidade como uma Unica variavel, isto €, realizam-se testes de toxicidade em que os
organismos sdo submetidos a varias concentragoes do efluente. Os efeitos causados sobre os
organismos-teste sdo entdo analisados, efeitos estes que ja traduzem o resultado final das
acoes aditivas, antagdnicas e sinérgicas das substancias biodisponiveis que os compoem.

Pawlowsky (1994)? citado por Rodrigues (2005) avalia os aspectos positivos de testes
toxicoldgicos que consideram o efluente como um todo. Segundo o autor, tais metodologias
possibilitam a avaliagdo da toxicidade conjunta de todos os constituintes de um efluente de
natureza complexa, ndo requerem conhecimento detalhado da composi¢do quimica do
efluente e permitem avaliar a variacdo do efeito toxico através de um tnico parametro, a sua
toxicidade. Além disso, estes ensaios permitem a avaliagdo da biodisponibilidade e das
interagdes entre os constituintes das amostras analisadas.

McDowell (1986) comenta sobre outra importante aplicacdo de bioensaios de
toxicidade, na area de engenharia ambiental. Segundo o autor, a realizacdo de testes
reprodutiveis e de rapida execugdo permite determinar, a partir da verificagdo do potencial
toxico de uma agua residuaria, a maxima concentracdo admissivel afluente a ETE. Uma vez
que o tratamento biologico de 4guas residudrias (industriais e domésticas) pode ser
influenciado pela qualidade do afluente a unidade de tratamento, especialmente se este
contiver compostos quimicos com capacidade de alterar o desempenho dos microrganismos,
torna-se fundamental monitorar a qualidade das dguas residuérias que chegam até a unidade

de tratamento, para que agdes apropriadas sejam tomadas a fim de evitar o colapso do sistema.

4.5. Utilizagéo de bacterias em ensaios de toxicidade

" MONITOR. (1986) Controlling toxicity: An integrated strategy. In: Journal WPCF, v. 58, n. 1, p. 6-17.
2 PAWLOWSKY, U. (1994) Tratabilidade de Efluentes de Fabricacdo de Herbicidas. Tese para Concurso

Pablico de Professores Titular do Controle de Poluicdo Hidrica Industrial — Setor de Tecnologia, 318f.
Universidade Federal do Parana, Curitiba,1994.
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As principais vantagens do emprego de bactérias em testes toxicoldgicos estdo em seu
baixo custo, seu curto ciclo de vida e o grande nimero de individuos que podem ser expostos
ao composto testado em um Unico ensaio, 0 que evita incertezas acerca de variagdes
individuais (BROWER, 1991). De acordo com Gabrielson (2004), outra vantagem do uso de
microrganismos em ensaios de toxicidade estd no fato de a incorporagdo de toxicos pelo
metabolismo microbiano ser mais rapida, em comparagdo a outros organismos. Além disso, a
autora enfatiza a inexisténcia de problemas éticos como outro aspecto positivo, o que reforca
a adequagdo do emprego de bactérias neste tipo de teste.

Nos ultimos anos, na area de saneamento ambiental, muitas investiga¢des estdo sendo
feitas enfocando o desenvolvimento de biotestes de ecotoxicidade que utilizam bactérias
(ESPIGARES et al. 1990). Estes testes, segundo Grey e Steck (2001), tém o objetivo de
examinar o crescimento bacteriano na presenga de varias concentracdes de um agente quimico
em um meio de cultura sélido ou liquido e, dessa maneira, determinar os niveis de toxicidade
do composto em questao.

Na literatura, sdo relatados diversos tipos de testes de toxicidade com bactérias.
Torslov (1993) utilizou Pseudomonas fluorescens para comparar a sensibilidade de trés testes
de toxicidade, que se baseavam na analise de trés pardmetros distintos: atividade da enzima
desidrogenase, crescimento microbiano e atividade da enzima esterase. Com isso, foram
verificadas as diferengas de sensibilidade entre os testes, quando a cultura de Pseudomonas
era exposta a substancias toxicas (organoclorados, fenois e metais pesados).

Botsford (1998) descreveu um método simples, rapido e barato para testar a toxicidade
de compostos quimicos, no qual a bactéria Rhizobium meliloti foi utilizada como organismo-
teste. O ensaio, baseado na capacidade desses microrganismos reduzirem o corante MTT,
permitiu ao pesquisador testar a toxicidade de 50 compostos organicos sintéticos e 14
minerais. Ao final de seu trabalho, ele obteve resultados comparaveis aos de ensaios
usualmente empregados para estudos toxicoldgicos.

Para avaliar as respostas bioquimicas de uma cultura bacteriana mista quando exposta
a varios compostos organometalicos, bem como o possivel impacto desses compostos na
microbiota de ecossistemas aquaticos, Liu e Thomson (1986) realizaram um teste de
toxicidade baseado na atividade da enzima desidrogenase ¢ na medida do consumo de
oxigénio pela cultura microbiana. Para tanto, utilizaram como fonte de bactérias uma amostra
fresca de lodo ativado, a qual foi inoculada em um meio de cultura convenientemente

preparado.
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4.6. Efeito de compostos toxicos sobre bactérias

Segundo Gabrielson (2004), diferentes bactérias tém diferentes sensibilidades em
relacdo a diferentes compostos toxicos. Dessa forma, a “impressdo digital” deixada por um
agente quimico em uma cultura pura de bactérias depende, segundo a autora, da capacidade
destes microrganismos se adaptarem e resistirem aos possiveis efeitos deletérios do composto
sobre sua morfologia ou processos fisiologicos.

Madigan et al. (2004) esclarecem como um agente quimico pode provocar danos a
bactérias. Eles afirmam que ha trés tipos de substincias, naturais ou sintéticas, capazes de
matar ou inibir o crescimento de microrganismos: compostos bactericidas, bacteriostaticos e
bacterioliticos. Um composto bacteriostatico ¢ aquele que inibe o crescimento bacteriano, sem
que haja a morte das células. Agentes bactericidas t€ém a capacidade de matar
microrganismos, sem que haja ruptura celular, enquanto compostos bacterioliticos induzem
bactérias a morte pela lise celular.

H4 duas formas principais de um composto téxico matar ou inibir o crescimento de
bactérias, as quais sdo descritas por Tortora et al. (2005). Uma delas ¢ a alteracdo na
permeabilidade da membrana plasmatica, a qual esta localizada no interior da parede celular
bacteriana. Essa membrana regula ativamente a passagem de nutrientes para dentro da célula
e a eliminacdo de dejetos pela mesma. A lesdo aos lipideos e proteinas da membrana
plasmatica por agentes toxicos causa o vazamento do contetido celular no meio circundante e
interfere no crescimento da célula.

Outro modo de agdo toxica descrito pelos autores ¢ a interferéncia na producao e
atividade de proteinas e acidos nucléicos, macromoléculas vitais para as atividades celulares.
As propriedades e funcionalidade das proteinas dependem de sua forma tridimensional, cuja
estabilidade ¢ garantida por ligagdes quimicas. Quando em contato com compostos toxicos, as
proteinas podem se desnaturar, trazendo prejuizos ao crescimento das bactérias ou
provocando sua morte. Os agentes quimicos podem danificar também o DNA e o RNA das
bactérias, polimeros que carregam informag¢do genética e cujas alteragdes impedem a
replicagdo celular e interferem na producao de enzimas, levando as bactérias a morte.

A Figura 3 traz um esquema no qual estdo representados uma bactéria e os

componentes celulares afetados pela acao de toxicos.
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Figura 3- Componentes da célula bacteriana alterados pela presenga de toxicos.
(Fonte: Adaptado de GABRIELSON, 2004)

Cenci et al. (1985) afirmam que as modificagcdes causadas por agentes quimicos em
microrganismos, tanto em processos de sintese bioldégica como nas fun¢des da membrana, nao
necessariamente matam as células, podendo apenas danificar o mecanismo fisiologico
microbiano. Entretanto, os autores enfatizam que qualquer alteragdo no metabolismo das
bactérias pode reduzir a sua habilidade em se adaptar a condi¢des ambientais adversas, o que
inevitavelmente resultaria em sua morte.

Tortora et al. (2005) consideram as influéncias ambientais como um elemento
determinante da resisténcia de bactérias expostas a toxicos. Segundo os autores, fatores como
a temperatura e a presenga de gorduras e proteinas no meio de cultivo influem na resposta

microbiana ao agente estressante, assim como o tempo de exposicao.

4.7. Ensaios toxicoldgicos com resazurina

O teste bioquimico de toxicidade baseado na redu¢do do corante resazurina por meio
da desidrogenase microbiana foi proposto por Liu (1981). Nesse trabalho, o corante
resazurina atua como um aceptor de elétrons, mudando de cor na presenca da enzima
desidrogenase ativa, proveniente de uma cultura de bactérias em crescimento. Segundo
Brower (1991), a conversdo da resazurina em seu produto reduzido, mediada pela

desidrogenase, pode ser representada pela reagdo quimica apresentada na Figura 4.
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Figura 4- Reag@o quimica de reducgdo da resazurina para resorufina, com mudanca de cor

Como a reducgdo da resazurina pelo sistema de transporte de elétrons microbiano sé
ocorre por intermédio da desidrogenase, ela pode ser usada para medir as atividades
metabolicas de respiracdo e crescimento de uma cultura bacteriana pura, na presenca de
toxicos. Se a enzima desidrogenase ¢ inibida pelo composto quimico investigado, a redugao
quimica da resazurina ndo ocorre, permanecendo a amostra com o espectro visivel azul. Se o
composto quimico testado ndo tem efeito sobre as bactérias, entdo a resazurina ¢ reduzida
para resorufina, assumindo a cor rosa.

Dessa forma, os bioensaios que utilizam resazurina e microrganismos buscam
quantificar a mudanca de cor sofrida pelo corante, em uma cultura em plena atividade
metabolica. Quantificando-se esta mudanca de cor por meio de leituras de absorbancia em um
espectrofotometro, ¢ possivel determinar o grau de interferéncia do composto quimico testado
sobre a atividade da desidrogenase e sobre o metabolismo microbiano.

A eficiéncia da resazurina em bioensaios de toxicidade foi comprovada em testes
desenvolvidos por varios pesquisadsores. Kargi et al. (2004) quantificaram a toxicidade do
DCP (2,4-dichlorophenol) para uma cultura pura de bactérias P. putida utilizando o método
da resazurina. Por meio deste teste, os autores inferiram que as bactérias eram resistentes a
altas concentragcdes do DCP, apresentando alta atividade celular, mesmo nessas condigdes.

Brouwer (1991) utilizou o corante resazurina em ensaios bioldgicos de toxicidade para
uma cultura pura de bactérias da espécie Bacillus cereus, analisando os efeitos de varios
compostos quimicos sobre os microrganismos. Giil et al. (1998) fizeram uso da resazurina
para deduzir o efeito inibitdrio de alcoois aromaticos e alifaticos no metabolismo de bactérias
Pseudomonas putida. Liu et al. (1982) aplicaram esse corante para quantificar o potencial
toxico de fendis halogenados em bactérias e conseguiram demonstrar a reprodutibilidade
desse teste promissor.

Torslov (1993) aplicou o teste com resazurina para verificar sua eficiéncia e compara-

lo com outros dois testes de toxicidade, um baseado no crescimento microbiano e outro
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baseado na atividade da enzima esterase. Em seus testes, que utilizaram bactérias da espécie
Pseudomonas fluorescens, o método da resazurina para avaliar a atividade da enzima
desidrogenase exibiu uma alta sensibilidade a maioria dos toxicos testados.

Para medir a atividade metabdlica de bactérias com caracteristicas morfologicas
diferentes, Helliwell e Harden (1996) executaram o bioensaio com resazurina e investigaram a
resposta toxicologica de bactérias Streptococcus cremoris (gram- positiva) e Escherichia coli
(gram- negativa) a compostos aromaticos e organoclorados. Mais uma vez, o teste com
resazurina mostrou-se eficiente para a quantificacdo do potencial toxico desses poluentes
organicos € comprovou que um mesmo composto pode estimular e inibir o metabolismo
microbiano, em dois tipos diferentes de microrganismos (E. coli foi totalmente inibida a 50
mg/L de 1,3,5-triclorobenzeno, enquanto a cultura de S. cremoris foi estimulada quando
exposta a uma concentragdo de 140 mg/L. do mesmo toxico).

Strotmann (1995) utilizou a determinacdo da atividade respiratdria de bactérias, obtida
com a técnica da resazurina, para averigiiar a sensibilidade e a confiabilidade dos sistemas de

monitoramento da atividade de lodos ativados em sistemas de tratamento de efluentes.

4.8. Ensaios toxicoldgicos com Daphnia

Utilizada como organismo-teste e também conhecida como pulga d’ agua, a Daphnia
compde o zooplancton, desempenhando o papel de consumidor primario e secundario nos
ecossistemas aquaticos, fazendo a liga¢do entre niveis inferiores e superiores da cadeia
alimentar. Esses organismos sdao facilmente encontrados em lagos e represas de aguas
continentais (FRELLO citado por RODRIGUES, 2005).

A Dapnhia ¢ um organismo bastante utilizado em testes de toxicidade aguda. Este tipo
de ensaio tem o objetivo de verificar alguma resposta severa e rapida da Daphnia a um
determinado estimulo, a qual pode se manifestar num periodo de até¢ 96 horas, causando a
letalidade ou a imobilidade dos organismos. Os resultados de um efeito agudo causado por
agentes toxicos podem ser dados por meio da concentragdo efetiva média (CE50),
determinada por método estatistico, quando a concentracdo do poluente causa imobilidade a
50% dos organismos em um periodo de 48 a 96 horas de exposicdo. A unidade da CE50 ¢
dada em porcentagem, quando se tratar de efluentes liquidos e 4dguas, e em miligramas por

litro para substancias quimicas (ABNT: NBR 12713, 2004).
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Com o intuito de avaliar a toxicidade aguda do sulfato de cobre (substancia de grande
aplicabilidade na agqiiicultura para controle de parasitoses) e do triclorfon (inseticida
organofosforado ndo-sistémico) para trés espécies de Daphnia (D. similis, D. magna e D.
laevis), Arauco et al. (2005) testaram diversas concentragdes daqueles compostos, na presenga
ou auséncia de sedimento. Os resultados obtidos mostraram que, em geral, os valores de
CES50 (48h) estimados para os trés organismos foram menores na auséncia de sedimentos e
que o triclorfon mostrou-se mais toxico que o sulfato de cobre para as trés espécies estudadas.
Fonseca (1997) também utilizou bioensaios com Daphnia para avaliar a qualidade da agua da
bacia hidrografica do Rio Piracicaba. Em seu trabalho, a autora concluiu que a maioria das

amostras de sedimento testadas ndo causou toxicidade aguda para a Daphnia.

4.9. Ensaios toxicoldgicos com minhocas

Por serem organismos representativos do solo e sensiveis a presenga de xenobioticos,
as minhocas tém sido bastante empregadas como organismos-teste em ensaios de toxicidade
aguda com pesticidas, permitindo inferir o risco ambiental destes contaminantes. Sabe-se que
os contaminantes que percolam no solo, além de se associarem as particulas que servem de
alimento para as minhocas, podem ser dissolvidos na solugdo do solo e, desta forma, ser
absorvidos diretamente através da cuticula destes animais. Assim, esses organismos podem
contaminar-se ou até bioacumular residuos por diferentes vias, apresentando alteracdes
evidentes quando expostos a tdxicos.

Leland et al. (2001) discorrem sobre algumas vantagens da utilizagao de minhocas em
ensaios de toxicidade. Uma delas ¢ o fato destes organismos serem abundantes, grandes e de
facil manipulacdo, além da serem de facil identificagdo e criagdo. Os autores mensuraram os
efeitos sintomaticos de xenobidticos sobre as minhocas Eisenia foetida, adotada como
microinvertebrado para bioensaios com o sistema solo. Tais efeitos variaram desde a inibi¢ao
da enzima acetilcolinesterase até a perda de peso e a capacidade de se enterrar, resultados que
corroboram a sensibilidade de diagnostico de bioensaios com minhocas.

Um teste de toxicidade muito simples que emprega minhocas ¢ descrito pela
Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD, 1984). Tal ensaio,
baseado no contato das minhocas com um filtro de papel embebido da substancia avaliada,
serve como uma avaliagdo preliminar de toxicidade, indicando se as substincias testadas
provavelmente serdo toxicas para minhocas no solo, o que s6 sera realmente verificado se for

empregado um ensaio com solo. Apds o contato das minhocas com o papel umedecido,

17



contam-se os individuos mortos (que nao respondem a estimulos mecanicos leves) e avaliam-
se as alteragdes morfologicas provocadas pela exposi¢ao ao composto quimico.

Muniz et al.(2006) avaliaram o risco ecotoxicoldgico da contaminacdo de solos por
cromo (VI), utilizando minhocas Eisenia foetida.. Tendo como substrato papel de filtro
embebido com dicromato de potassio (K,Cr,O;) em diversas concentragdes, as autoras
observaram os efeitos de imobilidade e de letalidade sobre as minhocas em 48 e 72 horas e

determinaram a CL50 (concentragdo letal para 50% dos organismos testados) do Cr (VI).

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Reator Anaerobio Horizontal de Leito Fixo

Para avaliar a degradacdo do aldicarbe no RAHLF, utilizaram-se trés reatores com
comprimento (L) de 100 cm, didmetro (D) de 5 cm, relagdo L/D = 20, volume total de 1995
mL, volume de escoamento de 788 mL e volume 1til de 1207 mL. Cada reator continha 30 g
de espuma seca de poliuretano na forma de cubos de 5 mm de aresta, com densidade aparente
de 23 kg/m’ e porosidade proxima a 95%, produzida sem adi¢do de corantes ou aditivos. Os
reatores foram inoculados com biomassa granular proveniente de um reator anaerobio de
manta de lodo e escoamento ascendente (UASB), tratando dgua residuaria de abatedouro de
aves da empresa Avicola Dacar, sediada em Tieté, SP.

O substrato sintético usado foi composto por aldicarbe, meio basal (ANGELIDAKI et
al., 1990) para suprimento de sais e metais, vitaminas (WOLIN et al., 1963) e bicarbonato de
sodio. O aldicarbe foi previamente extraido do produto comercial Temik® (15% de aldicarbe),
dissolvendo-o em agua destilada (agitacdo por 60 minutos com agitador magnético) de forma
a se obter uma solugdo-estoque com concentracao teodrica final proxima a 2,0 g/L de pesticida.

Diferentes niveis de oxidag¢do nos reatores foram garantidos por meio da adicdo de
Na,S04 ao substrato que alimentava o reator sulfetogénico (relagdo sulfato/aldicarbe igual a
2,5) e NaNOj ao afluente do reator desnitrificante (relacdo nitrato/aldicarbe igual a 2,03). O
substrato do terceiro reator continha apenas aldicarbe, meio basal e bicarbonato de sédio,
visando assegurar condi¢cdes metanogénicas em seu interior.

A Figura 5 apresenta o aparato experimental com os 3 reatores. Os reatores foram

operados a 30+1°C e submetidos a tempo de detengdo hidraulica (TDH) de 24 h.
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Figura 5 — Reatores para degradag@o do aldicarbe.
[Notacéo: (RM) Reator Metanogénico, (RD) Reator Desnitrificante,
(RS) Reator Sulfetogénico, (FA) Frascos de Alimentagéo].

5.2. Cultura pura de Escherichia coli e Bacillus sp.

Utilizaram-se nos bioensaios de toxicidade culturas pura de Escherichia coli CCT

0549 e Bacillus sp, as quais vinham sendo mantidas sob refrigeragdo, a 4°C.

5.3. Meio de cultura microbiano para os bioensaios

Utilizou-se o meio de cultura Luria-Bertani (LB), preparado com 5 g de extrato de
levedura, 10 g de triptona, 10 g de NaCl e 1000 mL de agua destilada, de acordo com a
composi¢do proposta por Miller (1972).

5.4. Solucéo de resazurina

A solucdo de resazurina foi preparada segundo as recomendagdes de Brouwer (1991) a
partir da adicdo de 5 mg de resazurina em p6 (marca Sigma-Aldrich) a 100 mL de agua
destilada e de um tampao para impedir variagdes de cor nas amostras por influéncia de pH. O
efeito tamponante na solucdo foi garantido pela adicdo de 375 mg de KH,PO4 e 556 mg de
Na,HPO,, conforme indica¢do do Tables for the Laboratory (Merck, pg. 57).
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5.5. Solucgdes de aldicarbe para os bioensaios

Foram preparadas 15 solugdes de aldicarbe, a partir da solucdo concentrada (estoque)
de 1567 mg/L. A concentragdo real da solugdo estoque foi determinada por meio de anélise de
cromatografia liquida (HPLC), utilizando metodologia descrita por Miles e Delfino (1984) e
adaptada. O detector utilizado foi de ultravioleta com comprimento de onda (L) igual a 214
nm. Como padrao interno utilizou-se o metomil. O tempo de reten¢do observado foi de 17,0
minutos para o aldicarbe.

A solugdo-estoque de aldicarbe foi diluida para que fossem obtidas 25 mL de solugdes
com 0,20; 0,40; 1,00; 1,40; 2,00; 5,00; 10,00; 30,00; 49,83; 68,95; 100,29; 150,43; 200,58;
498,31 e 1000,06 mg/L do composto, de tal forma que, ao serem adicionadas a cada tubo de
ensaio, as solucdes testadas contendo resazurina e bactérias apresentassem aldicarbe nas
concentragoes de 0,01; 0,02; 0,05; 0,07; 0,10; 0,25; 0,50; 1,50; 2,49, 3,45; 5,01; 7,52; 10,03;
24,92; 50,00 mg/L, respectivamente.

Para os ensaios com Daphnia e minhocas, foram preparadas diversas dilui¢oes de
aldicarbe, a partir de uma solugdo-estoque com 100 mg/L do composto. Avaliou-se a
toxicidade do aldicarbe para Daphnia nas concentragdes de 0,19; 0,38; 0,75; 1,50 e 3,00 mg/L

e para minhocas nas concentragdes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 mg/L.

5.6. Afluente e efluente dos reatores biologicos

As amostras de afluente e efluente utilizadas nos testes foram coletadas dos reatores
biologicos operados em projeto de pesquisa desenvolvido no Laboratério de Processos
Biologicos (LPB) da EESC-USP. Devido a desativagdo de dois dos trés reatores operados
antes da realizagdo dos ensaios, retiraram-se € congelaram-se as amostras de afluente e
efluente, para seu uso posterior. O congelamento foi possivel porque verificou-se que a
preservacao das amostras nessas condigdes ndo alterava sua estabililidade quimica.

Foram avaliadas as seguintes amostras provenientes dos reatores:
e Reator Metanogénico: 50mg/L de aldicarbe no afluente;

e Reator Sulfetogénico: 20 e 50mg/L de aldicarbe no afluente;

e Reator Desnitrifcante: 20mg/L de aldicarbe no afluente.
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Anadlises cromatograficas prévias dos efluentes mostraram que a composi¢do dos
mesmos era bastante parecida para os trés reatores, constituindo-se basicamente por
sulfoxidos e sulfonas de aldicarbe. Como o método adotado nos ensaios de toxicidade foi o de
“analise do efluente como um todo”, descrito por Pawlowsky (1994)* citado por Rodrigues
(2005), buscando avaliar as acdes aditivas, antagonicas e sinérgicas dos constituintes dos
efluentes, as concentracdes do aldicarbe e seus metabolitos apos o tratamento bioldgico nao
foram determinadas.

Para os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia e minhocas, os afluentes e efluentes
sofreram diversas diluicdes, de modo que os valores de CES50 fossem expressos em
porcentagem. Nos testes com Daphnia, testaram-se as amostras de afluente dos reatores com
valores de diluicdo de 1%, 5% e 10% e as amostras de efluentes diluidas em 1,28%, 3,20%,
8,00%, 20% e 50%. Ja os testes com minhocas foram feitos com afluente e efluente do reator
metanogénico, com concentragao inicial de aldicarbe no afluente de 5 mg/L e também com

essas amostras diluidas na proporcao 1:2 (ou 50%).

5.7. Daphnia

Nos ensaios de toxicidade complementares com microcrustaceos, foram utilizados
organismos da espécie Daphnia similis, cultivados nas condigdes definidas pela Associagdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT: NBR 12713, 2004). Foram utilizados organismos
jovens (neonatos) com idade entre 6 e 24 h, cultivados em um meio composto por dgua de
pogo reconstituida, com dureza e pH controlados. Durante os ensaios de toxicidade, os
organismos foram acondicionados em copos plasticos descartaveis, sob condi¢cdes controladas

de temperatura e luminosidade.

5.8. Minhocas

Foram utilizadas minhocas da espécie Eisenia andrei, trazidas da Universidade de
Coimbra (Portugal) pela pesquisadora Sonia Chelinho. Antes da realizacdo dos ensaios, as
minhocas vinham sendo mantidas em caixas de plastico com substrato formado por 50% de

esterco bovino e 50% de terra vegetal. A umidade foi controlada em 35%, adicionando-se

‘PAWLOWSKY, U. (1994) Tratabilidade de Efluentes de Fabricacdo de Herbicidas. Tese para Concurso
Publico de Professores Titular do Controle de Polui¢do Hidrica Industrial — Setor de Tecnologia, 318f.
Universidade Federal do Parana, Curitiba,1994.
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agua destilada, e o controle do pH do substrato foi feito por meio da adicdo de CaCOs (pH
mantido entre 6,5 ¢ 7,0).

Para o ensaio de contato com filtro de papel, foram selecionadas minhocas adultas
com clitelo (entre 300 e 600 mg), lavadas com agua e aclimatadas em filtro de papel (relagao
massa/area de 84,3 g/m” e 0,2 mm de espessura) por 3 horas antes do ensaio, para eliminarem
o conteudo do trato digestivo. Durante o ensaio, as minhocas foram acondicionadas em placas
circulares, plasticas, lisas e estéreis (Pleion C-18, Lote 11123), cujo fundo foi coberto pelo
filtro de papel (didmetro de 8,5 cm) e cujas tampas foram perfuradas para permitir a
respiracao dos animais.

Utilizou-se, nos testes, o aldicarbe nas concentragdes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 mg/L, além
do afluente e efluente do reator metanogénico, com concentracdo inicial de aldicarbe no
afluente de 5 mg/L. Afluente e efluente também foram diluidos na proporg¢ao 1:2 (ou 50%) e
avaliados no ensaio. Agua destilada, copos plasticos descartaveis, pipeta automatica de 1000-
5000 pL, ponteiras e filme de PVC (este tltimo para cobrir as placas com minhocas e impedir

seu escape) foram outros materiais empregados no teste.

5.9. Procedimento experimental

5.9.1 Ensaios com E. coli e Bacillus

5.9.1.1 Determinacao das curvas de crescimento

Determinaram-se as curvas de crescimento para E. coli e Bacillus sp., a fim de
identificar a fase log, de maior atividade metabolica. Primeiro, determinou-se a curva para a
E. coli, adicionando-se 1 mL da cultura disponivel em um tubo de ensaio contendo 9 mL de
meio LB e mantendo-se o meio inoculado em um shaker a 37°C, durante 18 horas
(overnight), para enriquecer a cultura. Apds esse tempo, utilizaram-se 4 mL da cultura
enriquecida para inocular 2 erlenmeyers contendo 90 mL de meio LB. Todo o material
utilizado no procedimento descrito havia sido previamente autoclavado por 15 min e a 121°C,
para evitar contaminag¢ao do meio de cultura com outros microrganismos.

Imediatamente apos a inoculacdo dos erlenmeyers contendo LB, retirou-se uma
amostra de cada um para leitura de densidade Optica (D.O.) no espectrofotometro Hach DR/
4000U, a 600 nm. O branco utilizado foi o meio LB e as leituras de D.O. passaram a ser feitas

em determinados intervalos de tempo, para determinagdo da curva de crescimento da E. coli
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nas condi¢des empregadas. As amostras em duplicata garantiram a maior confiabilidade das
leituras e os meios de cultura foram mantidos no shaker a 37°C. As amostras foram lidas por
meio de uma cubeta de quartzo, com caminho optico de 1 cm.

No caso do Bacillus sp., utilizou-se o mesmo procedimento, com excegdo da
temperatura de overnight e agitagdo, que foi de 30°C. Uma vez determinada a curva de
crescimento desses microrganismos ¢ identificadas a suas fases exponenciais, foi possivel
conhecer o tempo necessario para que as bactérias atingissem esse estagio de crescimento,
condicdo desejavel para o bioensaio desenvolvido.

Ap6s a determinagdo da curva de crescimento, as culturas finais foram preservadas em
frascos Eppendorf, por meio da adi¢ao de aliquotas de 1 mL de cultura a cada frasco. Os
frascos foram centrifugados a 10000 rpm durante 5 minutos no equipamento Eppendorf
5804R e cada um deles foi adicionado 1 mL de Glicerol a 20%, para ressuspender a cultura.
Apbs a ressuspensdo auxiliada por um vortex, os frascos contendo as bactérias foram
congelados em um freezer a - 4°C, para que fossem utilizados no momento dos ensaios. Isso
era importante para evitar alteragdes nas cepas utilizadas, uma vez que o congelamento evita a

replicacdo das bactérias e a ocorréncia de eventuais mutagdes.

5.9.1.2 Bioensaios de toxicidade

A definicdo do protocolo para os bioensaios de toxicidade com bactérias e resazurina
baseou-se na metodologia proposta por Liu (1981) e modificada por Brouwer (1991), a qual
consistia no preparo de trés solugdes-teste para a verificagao da influéncia do téxico testado
sobre o metabolismo bacteriano: Controle Reagente (A), Controle Celular (B) e Solugdo
Testada (C). O controle reagente, composto apenas por dgua, meio de cultura e resazurina, ao
ser comparado ao controle celular, o qual apresenta resazurina e a cultura microbiana ativa,
permite observar o efeito redutor da cultura microbiana sobre o corante, uma vez que somente
a enzima desidrogenase das bactérias é capaz de promover a conversao da resazurina (solu¢ao
azulada) para seu composto reduzido (solucdo rosea). A comparagdo das solugdes testadas,
compostas pelo aldicarbe e pela cultura microbiana, com o controle celular possibilita, por sua
vez, analisar os efeitos da exposi¢ao das bactérias a diversas concentracdes do pesticida, por
meio das diferencgas de valores de absorbancia entre o controle ¢ as solucdes testadas.

Os volumes dos componentes de cada solugdo-teste foram determinados com base nas

proporcdes adotadas por Brouwer (1991):
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« Controle Reagente (A): 1,5 mL de Meio LB + 400 uL de Resazurina + 100 pLde Agua
destilada;

« Controle Celular (B): 1,1 mL de Meio LB + 400 uL de Resazurina + 100 uL de Agua
destilada + 400 pL de solugao de E. coli;

* Solugdo Testada (C): 1,1 mL de Meio LB + 400 puL de Resazurina + 100 puL de Solucao de
aldicarbe + 400 pL de solugdo de E. coli.

O procedimento experimental desenvolvido para a realizagdo dos testes de toxicidade
utilizou tubos de ensaio com tampa de 13 mm x 100 mm e o espectrofotometro Hach
DR/2500, sendo que as leituras foram feitas a 580 nm. A composi¢ao das solugdes-teste
preparadas e o volume de cada componente utilizado nos ensaio com bactérias podem ser

melhor visualizados por meio da Figura 6.
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Figura 6- Solugdes preparadas para o teste em tubos de ensaio
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As culturas de bactérias empregadas nos ensaios encontravam-se na fase reprodutiva
exponencial, verificada pela construcao da curva de crescimento dos microrganismos. Assim,
apos a adigdo de 4 mL da cultura proveniente do overnigth (18 horas) em 90 mL de meio LB,
cronometrou-se o tempo aproximado correspondente a metade da fase log para a E. coli e
Bacillus. Apds a centrifugacdo de 50 mL da cultura durante 5 minutos ¢ a 10000 rpm, ¢la foi
ressuspendida com tampao salino PBS, para entao ser aplicada nos testes de toxicidade.

Os bioensaios iniciavam-se com a adi¢cdo do meio LB, da agua e das solugdes do
“toxico” aos tubos de ensaio, seguida da adicao das bactérias. Nos ensaios executados, foram
avaliadas as respostas toxicologicas de E. coli e Bacillus para 15 concentragdes de aldicarbe.
Também foram realizados testes tendo como substancia-teste as amostras de afluente e
efluente dos reatores, em diversas diluigdes. Apds o preparo da cultura microbiana, as
bactérias foram adicionadas a todos os tubos, exceto ao Controle Reagente (A), e 20 minutos
depois, a resazurina foi adicionada. Os tubos foram agitados manualmente para que os
conteudos fossem bem misturados e foram mantidos em incubadora, a 37°C e por 15 minutos
para E. coli, e a 30°C e por 1 hora, para Bacillus. O tempo de rea¢do da resazurina com a
solug@o foi maior para o Bacillus devido a menor velocidade de conversdo do corante e lenta
mudanga de cor, constatadas em testes preliminares. Apos o tempo de contato do corante com
os demais reagentes, adicionaram-se 3 mL de etanol absoluto (60% do volume total), para
parar o crescimento celular.

A Figura 7 apresenta o aparato experimental empregado no bioensaio descrito.

Figura 7- Montagem do ensaio de toxicidade com bactérias
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Para minimizar a influéncia da cultura microbiana nos resultados de absorbancia, os
tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm, no equipamento Excelsa II Modelo
206BL. Apos esse procedimento, as solugdes foram lidas no espectrofotometro Hach
DR/2500, no comprimento de onda mais sensivel a resorufina (580 nm). Partindo-se do
principio de que a resazurina do Controle Reagente ndo sofre redu¢do quimica, devido a
auséncia da cultura microbiana, escolheu-se essa solugdo como branco, de modo que as
leituras de absorbancia das solugdes-teste seriam fung¢do das concentracdes do composto
reduzido (rosa) encontradas nas amostras avaliadas. Comparando esses valores de

absorbancia, foi possivel interpretar os efeitos do aldicarbe sobre a atividade microbiana.

5.9.2 Ensaios com Daphnia similis

Previamente aos ensaios com aldicarbe, realizaram-se testes de sensibilidade do
organismo Daphnia similis. Tais testes utilizaram cloreto de potassio e foram realizados
mensalmente, durante o periodo de estudo, para elaboracdo da respectiva carta-controle e
determinag¢do das faixas de sensibilidade (ANEXO A). Esses testes foram realizados de
acordo com os procedimentos dos ensaios definitivos descritos nas respectivas normas
técnicas e seus resultados deveriam encontrar-se no intervalo delimitado por duas vezes o
desvio padrao em relacdo aos valores médios obtidos anteriormente para as mesmas espécies

Uma vez verificada a sensibilidade da Daphnia similis, foram realizados trés ensaios
de toxicidade aguda com esse organismo. No primeiro deles, avaliou-se a toxicidade do
aldicarbe nas concentragoes de 0,19; 0,38; 0,75; 1,50 e 3,00 mg/L. A escolha desses valores
partiu de ensaios preliminares, nos quais constatou-se imobilidade de 100% dos organismos a
partir da concentracdo de 3,125 mg/L de aldicarbe.

No segundo ensaio, testaram-se as amostras de afluente dos reatores, com valores de
diluicao partindo de 10%. Assim, avaliaram-se as diluicdes em 1%, 5% e 10% dos afluentes,
valores também adotados a partir de ensaios preliminares. Por ultimo, realizou-se um ensaio
com as amostras de efluentes dos reatores, diluidas em 1,28%, 3,20%, 8,00%, 20% e 50%.

Todas as diluigdes foram feitas utilizando a agua de cultivo para Daphnia e as
amostras foram colocadas em copos plasticos descartaveis. Para cada concentragdo ou
dilui¢do avaliada, fizeram-se 4 réplicas contendo 10 mL de solucdo e 5 neonatos cada, num
total de 20 organismos-teste, com idade entre 6 horas e 24 horas. No inicio dos ensaios

verificaram-se alguns parametros fisico-quimicos das amostras, tais como pH, oxigénio
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dissolvido, dureza e condutividade, para garantir que as condi¢des de cultivo ndo
influenciassem os resultados dos testes. Todas as amostras apresentaram valores normais para
esses parametros, no inicio e final dos ensaios.

A Figura 8 mostra a montagem do ensaio com Daphnia, o qual foi realizado no

Laboratério de Ecotoxicologia do NEEA-CRHEA/EESC/USP.

Figura 8- Montagem do ensaio de toxicidade com Daphnia

As amostras foram dispostas em uma bandeja e mantidas em local iluminado, a
temperatura de 20°C. A contagem dos organismos imoveis (incapazes de nadar na coluna
d’4gua apds uma leve agitacdo no recipiente ou flutuantes na superficie) foi realizada 48 horas

apos a adi¢ao da Daphnia as amostras.

5.9.3 Ensaios com Eisenia andrei

Para o ensaio com minhocas, seguiu-se o protocolo estabelecido pela Organization for
Economic Co-Operation and Development (OECD, 1984), para testes de toxicidade aguda
baseados no contato com filtro de papel. A cada placa circular forrada com o filtro de papel,
foi adicionado 1 mL da solucao avaliada (dgua destilada no caso dos controles, aldicarbe em
diversas concentragdes, afluente e efluente do reator metanogénico). Apds cerca de 1 h, tempo
para a secagem parcial dos papéis, adicionou-se 1 mL de agua destilada em cada amostra.
Para cada concentragdo de aldicarbe ou dilui¢do avaliada, incluindo o controle (total de 12

amostras), prepararam-se 5 réplicas, num total de 60 placas.
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Foram colocados dois individuos da espécie Eisenia andrei em cada placa, a qual foi
coberta com filme de PVC para impedir seu escape (Figura 7). As placas foram entdo
empilhadas aleatoriamente e cobertas com plastico preto, para serem mantidas no escuro.

O ensaio com minhocas também foi realizado no Laboratdério de Ecotoxicologia do
NEEA-USP. A contagem das minhocas mortas foi feita 48 horas e 72 horas ap6s o inicio do

ensaio ¢ a CL50 (concentragdo letal média) foi determinada para os periodos de exposigao.
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Figura 9- Montagem do ensaio de toxicidade com a minhoca Eisenia andrei

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Ensaios com E. coli e Bacillus

A Figura 10 apresenta as curvas de crescimento de E. coli e Bacillus sp., nas condigoes
de cultivo utilizadas e determinadas por meio do método de turbidimetria, as quais permitem a
visualizacdo do melhor momento para utilizagdo da cultura microbiana nos testes de
toxicidade. Nota-se que os grafico relacionam o log da absorbancia em funcdo do tempo,
relacdo essa que determina com mais precisdo a fase exponencial de crescimento.

A andlise visual das curvas permite inferir que o periodo correspondente a fase de
maior atividade metabdlica da E. coli estd compreendido entre 50 min e 175 min. No caso do
Bacillus sp., este periodo esta compreendido entre 110 min e 250 min. Assim, o tempo ideal

para aplicagdo da E. coli nas solugdes-teste foi definido em 2,5 h (150 min) apds a inoculagao
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do meio LB com a cultura proveniente do overnight e, dessa forma, todos os ensaios foram

realizados apos esse tempo de cultivo. Para Baciilus sp., o tempo definido foi de 3,5 h.

E. coli
0,2

g B
0,0 —— LB

e
_0'2 -
0,4
_0'6 -

-0,8 4

-1,04

Log Absorbancia (600 nm)

41,24

-1.4 T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (minutos)

Bacillus sp.

0,4
0,2—-
o,o- e

.0,2_-

_0'4_-

—0,6—-

-0,8—-

-1,0

Log Absorbéancia (600 nm)

21,24

1,4

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Tempo (minutos)

Figura 10- Curvas de crescimento para E. coli e Bacillus sp.

O primeiro ensaio executado utilizou E. coli como organismo-teste e buscou avaliar os
efeitos do aldicarbe sobre este microrganismo. O teste confirmou que a atividade metabolica

de bactérias ¢ capaz de promover a conversido bioquimica do corante resazurina em
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resorufina, sua forma reduzida, uma vez que em todas as solugdes as quais os microrganismos
foram adicionados, a mudanca de cor de azul para rosa foi visivel. Apesar disso, ndo se notou,
através da simples andlise visual, diferencas de coloracdo entre as solugdes testadas e o
Controle Celular.

A fotografia apresentada na Figura 11 mostra os tubos utilizados no bioensaio com E.

coli e permite observar as coloragdes das solugdes-teste.

Controle Celular

Solucgbes Testadas

Controle Reagente

Figura 11- Coloragédo das solugdes-teste, apds adigdo do alcool

Se o aldicarbe tivesse algum efeito toxico sobre a E. coli, era de se esperar que, a
medida que a concentracdo do pesticida nas amostras aumentasse, houvesse uma menor
reducdo da resazurina, de tal maneira que as solugdes testadas deveriam apresentar uma
coloracao diferente do Controle Celular, com um tom mais azulado. Isso seria um sinal de que
houve uma menor conversdo da resazurina, por inibicdo da desidrogenase microbiana, o que
nao foi visualmente constatado. De fato, as leituras das amostras no espectrofotometro (Figura
12) mostraram que ndo houve grandes diferengas entre os valores de absorbancia
determinados para as diferentes solucdes testadas, apesar da ampla faixa de variacdo das
concentragdes do aldicarbe nelas presente, o que permite concluir que o pesticida ndo foi

toxico para a E. coli CCT 0549, nas condigdes de realizagdo dos bioensaios.
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Figura 12- Valores de absorbancia para o teste com E. coli e aldicarbe.

Observando-se o grafico, verifica-se que, para algumas concentra¢des, houve uma
diminui¢ao nos valores de absorbancia (3,45 mg/L e 24,92 mg/L, por exemplo), mas como
essa tendéncia de queda ndo se manteve, acredita-se que tais variagcoes tenham sido causadas
por possiveis erros na execucdo do experimento, tais como a adi¢do de alcool as solucdes-
teste em tempos diferentes, o que pode resultar em diferentes tempos de reacdo bioquimica
entre as amostras, prejudicando os resultados dos testes. De fato, uma das principais
dificuldades encontradas foi a adicdo do etanol, que deveria ser feita em um mesmo intervalo
de tempo apds a adigdo da E. coli, para todas as amostras, de forma que a atividade
microbiana fosse interrompida apds um mesmo tempo de exposi¢do das bactérias ao toxico.

A pequena sensibilidade da E. coli ao aldicarbe pode ter varias explica¢des, tais como
a elevada massa molecular do composto (190,25 g/mol), que dificulta a passagem deste
composto nas cé¢lulas bacterianas e impede a manifestacio de efeitos inibitérios. Outra
possivel explicacdo consiste na influéncia das condi¢des de execucdo do ensaio, que podem
aumentar a resisténcia das bactérias ao toxico testado. Um exemplo seria a influéncia do pH
das solugdes-teste, o qual pode ter provocado alguma reacdo da membrana plasmatica que

tenha impedido a passagem do aldicarbe para o interior das células.
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Os resultados sugerem que, se o aldicarbe for toxico para a E. coli, isso ocorrera em
concentragdes mais altas que as empregadas nos ensaios. Entretanto, a utilizagdo de testes
com altas concentracdes do pesticida ndo era interessante ao presente trabalho, cujo objetivo
foi acompanhar o desempenho do RAHLF no tratamento de 4guas contendo no méaximo 50
mg/L de aldicarbe.

No ensaio com E. coli e amostras dos reatores (Figura 13), ndo se observou grande
varia¢do nos resultados de absorbancia, confirmando que esse organismo nao ¢ sensivel para a

metodologia empregada.
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Figura 13- Valores de absorbancia para o teste com E. coli e amostras dos reatores

O Bacillus parece ter apresentado alguma sensibilidade ao aldicarbe, uma vez que se
verificou uma redugdo nos valores de absorbancia a partir da concentragdo de 1,5 mg/L do
pesticida, conforme se observa na Figura 14. Nota-se que alguns valores de absorbancia
determinados sd3o anomalos tais como o valor negativo aferido para a concentracao de 50
mg/L, indicando que a amostra se encontrava mais azul que o Branco (teoricamente, isto seria
impossivel, j4 que no Branco ndo ha microrganismos para reduzir o corante, enquanto na
amostra eles estdo presentes). O fato de o método aqui proposto ser colorimétrico e depender

da concentragdao de microrganismos presentes no meio diminui sua confiabilidade, quando
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comparado a testes de toxicidade usuais, pois dificulta sua reprodutibilidade e o torna
susceptivel a erros.

Nos testes com o afluente e efluente dos reatores, ndo houve muita diferenca entre os
tipos de tratamento e entre as entradas e saidas (Figura 13), permitindo concluir que as

amostras avaliadas ndo exerceram efeitos toxicos nas condi¢des do ensaio.
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Figura 14- Valores de absorbancia para o teste com Bacillus e aldicarbe.
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Figura 15- Valores de absorbancia para o teste com Bacillus e amostras dos reatores.
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4.2. Ensaios com Daphnia similis

Verificou-se, em testes preliminares, que o aldicarbe era bastante toxico para a
Daphnia similis em concentragdes entre 3,125 ¢ 50 mg/L, causando imobilidade de todos os
organismos- teste. Por esse motivo, restringiu-se a faixa de concentragdes do pesticida e
realizou-se um novo ensaio, a fim de determinar a CE50 do aldicarbe para a Daphnia. Os
resultados do ensaio foram inseridos no programa Trimmed Spearman - Karber, o qual, por
métodos estatisticos, calculou a CE50 do aldicarbe Os resultados do bioensaio sao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados do teste com Daphnia similis e aldicarbe

Concentragéo NUmero de NUmero de indice de
(mg/L) neonatos expostos  neonatos imdveis  imobilidade

0,19 20 1 5%
0,38 20 4 20%
0,75 20 20 100%
1,50 20 20 100%
3,00 20 20 100%

CE50: 0,4640185 mg/L

Intervalo de confianca: 0,40-0,54 mg/L Duragdo: 48 h

Nota-se que a concentracdo de aldicarbe que causou efeito tdéxico agudo a 50% dos
organismos avaliados no ensaio ¢ muito baixa (0,464 mg/L), o que comprova a elevada
toxicidade deste composto e seu alto risco para a microfauna de ecossistemas aquaticos, caso
esse poluente atinja esses ambientes. A Daphnia similis mostrou-se bastante sensivel ao
aldicarbe, diferentemente das bactérias empregadas nos bioensaios com resazurina, indicando
que o teste com microcrustaceos ¢ mais eficiente do que a metodologia que faz uso de
resazurina e bactérias para avaliacdo toxicologica do pesticida.

Um estudo desenvolvido por Foran et al. (1985) avaliou a toxicidade aguda do
aldicarbe e dos produtos de sua oxidagao (sulfoxido e sulfona) para a espécie Daphnia laevis,
bastante comum na Florida. O estudo estimou a CES50 do aldicarbe e do sulfoxido de
aldicarbe para este cladocero por volta de 0,06 mg/L, enquanto, para a sulfona de aldicarbe, o
valor estimado foi de 0,5 mg/L. Tais resultados confirmam a informagao de que a Daphnia é
um organismo sensivel ao aldicarbe e seus subprodutos, mesmo em baixas concentragdes, e,

portanto, aplicavel a estudos toxicoldgicos com o pesticida.
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Nos ensaios com as amostras de afluente e efluente dos reatores, os valores de CES0
calculados foram dados em porcentagem de diluicdo, uma vez que foi avaliada a toxicidade
das amostras como um todo, sem considerar as concentracoes de seus constituintes. Nesse
caso, quanto menor o valor de porcentagem dado para a CE50, mais diluida estd a amostra
para provocar efeito toxico agudo nos organismos e maior ¢ a sua toxicidade. Assim,
esperava-se que, apds o tratamento biologico, os efluentes apresentassem maior CE50 que os
afluentes amostrados, supondo que os reatores estivessem sendo eficientes na degradacao do
aldicarbe e na diminui¢do do seu potencial toxico.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos nos testes com a entrada e saida dos

reatores, sempre em ensaios de 48 horas.

Tabela 3- Resultados do teste com Daphnia similis e amostras dos reatores

Amostras dos reatores CE50 (%) Unidades Toxicas (UT)
Metanogénico Afluente (50 mg/L) 1,8286 54,7
Metanogénico Efluente (50 mg/L) 2,4352 41,1
Sulfetogénico Afluente (20 mg/L) 2,9389 34,0
Sulfetogénico Efluente (20 mg/L) 10,7289 9,3
Sulfetogénico Afluente (50 mg/L) 1,4142 70,7
Sulfetogénico Efluente (50 mg/L) 12,6491 7,9
Desnitrificante Afluente (20 mg/L)  2,4429 40,9
Desnitrificante Efluente (20 mg/L)  3,2141 31,1

Observa-se que, em todos os casos, houve um aumento do valor da CE50 apds o
tratamento, indicando que a toxicidade dos efluentes ¢ menor que a dos afluentes. Isso
comprova que os reatores estdo removendo parcialmente o aldicarbe e que os produtos da
degradagdo sdo menos toxicos que o composto original. A reducdo de toxicidade foi mais
significativa para o reator sulfetogénico, verificando-se uma maior diferenga entre a CES0 do
afluente e efluente.

Uma melhor compreensdo dos resultados obtidos ¢ possivel por meio do célculo do
numero de Unidades Toxicas (UT) para cada amostra. Morais (2005) converteu os valores de
CES50 obtidos em ensaios de toxicidade com residuos oleosos provenientes de biopilhas

utilizando equacao (1):
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Ao contrario da CE50, valor dado em porcentagem e inversamente proporcional a
toxicidade aferida, o nimero de Unidades Toxicas é capaz de relacionar diretamente o valor
calculado com o grau de toxicidade do composto, evitando confusdes ao lidarmos com
dilui¢des. Assim, quanto maior o valor de UT, mais tdxica € a solugdo avaliada.

O grafico da Figura 16 permite uma melhor visualizagdo das diferengas de toxicidade

entre as amostras de afluente e efluente avaliadas, com base no numero de Unidades Toxicas.

Grau de toxicidade
AF: Amostra do Afluente
EF: Amostra do Efluente
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(50 mg/L) (20 mg/L) (50 mg/L) (20 mg/L)
Reatores

Figura 16- Grafico que relaciona o nimero de Unidades Toxicas (UT) e as amostras avaliadas, para
diferentes condic¢des operacionais do RAHLF.

Observou-se que a maior diferenca entre a entrada e a saida dos reatores realmente
corresponde a condicdo de sulfetogénese, com redugdo de toxicidade proxima a 73%, para a
concentragdo afluente de 20 mg/L de aldicarbe, e de quase 88%, para a concentragdo de 50

mg/L. Os demais reatores reduziram a toxicidade do afluente em cerca de 25%.
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Portanto, os bioensaios com Daphnia mostraram-se aplicaveis ao sistema de
tratamento em estudo e a sensibilidade desse organismo ao aldicarbe e seus metabolitos
favorece a sua utilizagdo como ferramenta para monitoramento da eficiéncia do RAHLF na

degradacgdo do pesticida.

4.3. Ensaios com Eisenia andrei

Na contagem de individuos mortos, realizada com 48 horas de exposi¢ao, verificou-se
uma relagdo diretamente proporcional entre as concentragdes de aldicarbe e o indice de
letalidade observado. Para as maiores concentragdes do pesticida (20 e 40 mg/L), constatou-se
alta letalidade e alteragdes significativas na morfologia das minhocas, tais como afilamento do
corpo, surgimento de constri¢cdes, particdo e eliminacdao de secrecdo amarelada. As minhocas
sobreviventes nessas condigdes encontravam-se em estado de “quase morte”, entumescidas e
com movimentos bastante lentos.

A Figura 17 traz algumas fotografias tiradas durante a contagem de 48 horas e permite
a comparagao visual entre os resultados obtidos para as diferentes concentragoes de aldicarbe

avaliadas no ensaio.

(A) <F ®

() ™

Figura 17- Alteragdes morfologicas decorrentes da exposi¢do da E. andrei ao aldicarbe. As minhocas
do Controle (A) apresentam morfologia normal, enquanto se observa a parti¢do do organismo na
concentracdo de 10 mg/L (B) e o entumescimento ¢ morte nas concentragdes de 20 mg/L (C) e 40
mg/L (D).
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Tais resultados reproduzem as observagdes feitas por Rao et al. (2003), ao avaliarem
os efeitos da exposi¢do de minhocas da espécie Eisenia foetida ao inseticida organofosforado
clorpirifds, também por meio do método do contato com papel umedecido. Naquele trabalho,
a medida que a concentracao do toxico aumentava, aumentava o nivel de efeito agudo sobre
0s organismos, que variava desde a ruptura da cuticula e surgimento de lesdes sangiiineas até
a ocorréncia de constrigdes e divisdes no corpo das minhocas.

Como esperado, nenhum animal presente nos controles morreu, nem para as amostras
de efluente (puro e a 50%). Foi interessante observar que o afluente, mesmo com a
concentragdo inicial de 5 mg/L de aldicarbe, provocou a letalidade de alguns organismos, o
que ndo ocorreu quando foi diluido a 50%. Provavelmente, isso se deve a condigdes
agressivas do substrato preparado, o qual contém, além do aldicarbe, solu¢do de sais,
vitaminas, metais ¢ bicarbonato de sodio.

A contagem dos organismos também foi realizada apds 72 horas de exposi¢ao, quando
se constatou a morte daqueles organismos que ja se apresentavam debilitados ou quase mortos
na leitura de 48 horas. O maior tempo de exposi¢cdo aumentou significativamente a letalidade
para a concentragdo de 10 mg/L e para o afluente testado.

Os resultados da contagem de organismos mortos, apos 48 horas e 72 horas de

exposi¢ao, sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- Contagem de minhocas mortas

48 horas 72 horas

N° de minhocas Letalidade N° de minhocas
Amostras

Letalidade (%6)

mortas (%) mortas

Controle 0 0 0 0

2, 5 mg/L de aldicarbe 0 0 2 20
5 mg/L de aldicarbe 0 0 0 0

10 mg/L de aldicarbe 1 10 10 100

20 mg/L de aldicarbe 8 80 10 100

40 mg/L de aldicarbe 8 80 10 100

Afluente Reator Metanogénico (5 mg/L) 2 20 8 80
Afluente 50 % Reator Metanogénico (5 mg/L) 0 0 0 0
Efluente Reator Metanogénico (5 mg/L) 0 0 0 0
Efluente 50% Reator Metanogénico (5 mg/L) 0 0 0 0
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Letalidade (%0)

A CL50, concentragdo capaz de matar 50% dos animais avaliados no ensaio, para
ambos os periodos, foi determinada por meio do método estatistico Trimmed Spearman-
Karber Program Version 1.5, a partir do niimero de organismos mortos verificados para as
diversas dilui¢cdes de aldicarbe. Os dados para afluente e efluente ndo entraram neste calculo.
Para a leitura em 48 horas, a CL50 calculada foi de 14,86 mg/L de aldicarbe, com valores
entre 12,61 e 17,51mg/L para um intervalo de confianga de 95%. Em 72 horas de exposicao, a
CL50 foi de 6,80 mg/L, sem intervalo de confianca.

A Figura 18 traz um grafico relacionando porcentagem de letalidade e concentragdo de
aldicarbe, para os dois periodos de exposi¢dao, permitindo uma melhor visualizacdo das

diferencas de resultados entre as duas contagens realizadas.
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Figura 18- Grafico-sintese do ensaio com E. andrei

O grafico comprova que o tempo de exposicdo ¢ um fator de grande influéncia na
resposta toxicologica da Eisenia andrei ao aldicarbe. Nota-se que, com o aumento do tempo
de contato das minhocas com o pesticida, houve um incremento significativo no nimero de
animais mortos, principalmente a partir da concentracdo de 5 mg/L. Tal constatacdo assume
enorme relevancia sob o ponto de vista ambiental, indicando que o uso prolongado de

pesticidas tenha efeito cumulativo prejudicial a fauna do solo.
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7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os bioensaios de toxicidade com E. coli CCT 0549 desenvolvidos durante este
trabalho ndo apresentaram resultados satisfatorios, possivelmente devido a baixa sensibilidade
da cepa empregada ao aldicarbe e as amostras de afluente e efluente dos reatores, nas
condigdes dos testes. Ja as bactérias do género Bacillus demonstraram alguma sensibilidade
ao aldicarbe, mas somente em concentracdes elevadas (maiores que 1,50 mg/L). O fato de o
Bacillus ser um organismo gram-positivo, morfologicamente distinto da E. coli, pode ter
influido na reposta toxicoldgica diferente deste organismo. Apesar disto, a adequabilidade do
Bacillus ao teste proposto deve ser averiguada por meio de testes complementares que
utilizem substancias comprovadamente toxicas para este tipo de organismo e que busquem
avaliar possiveis interferéncias das condi¢cdes do ensaio (tais como a cinética da alteracdo de
cor pela redu¢do da resazurina) nos resultados dos testes. Além disso, recomenda-se a sele¢ao
de bactérias de amostras ambientais e sua posterior identificagdo caso apresentem bons
resultados, o que nao foi feito durante o presente trabalho por ndo constituir seu escopo.

Apesar dos resultados pouco satisfatorios por meio dos testes com resazurina, E. coli e
Bacillus sp., tal método mostrou-se eficiente para a avaliagdo da atividade metabodlica de
bactérias, especialmente por permitir a detecg¢do visual da conversdo da resazurina (azul) em
seu produto reduzido (rosa). Tanto a E. coli CCT 0549 quanto o Bacillus mostraram afinidade
metabolica pela resazurina utilizada, o que foi comprovado pela rapida redu¢do do corante
apos a adi¢do das bactérias as solugdes-teste, manifestada pela evidente mudanca de cor.

Encontraram-se algumas dificuldades para a realizacdo dos ensaios, principalmente
por esses exigirem agilidade em sua execug¢do, para que as bactérias fossem utilizadas durante
a fase exponencial de crescimento e para que a atividade microbiana fosse interrompida
simultaneamente em todas as amostras, a fim de avaliar os efeitos da exposi¢cdo da cultura ao
toxico em um intervalo de tempo fixo. A manutencdo de condicdes de assepsia durante a
execucdo dos ensaios também exigiu cuidados, para evitar a contaminagdo das amostras por
microrganismos que poderiam influenciar os resultados. A confiabilidade do método depende
desses fatores, o que representa uma desvantagem desse tipo de ensaio em relacdo a outros
testes de toxicidade.

Por ser um ensaio de baixo custo, rapido e de facil execucdo na maioria dos
laboratdrios, a metodologia de ensaio aqui proposta merece estudos posteriores e pode

representar uma alternativa interessante para verificacdo de ensaios de toxicidade de
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compostos xenobidticos. Entretanto, para o presente trabalho, cuja proposta foi avaliar a
eficiéncia de reatores biologicos na degradagdo do aldicarbe, a metodologia mostrou-se
ineficaz e ndo aplicavel.

Os bons resultados obtidos com o microcrusticeo Daphnia similis comprovam sua
sensibilidade ao aldicarbe e o seu potencial de aplicagio como ferramenta para
monitoramento da eficiéncia do RAHLF. Os testes que utilizaram os afluentes e efluentes dos
reatores, baseados na avaliacdo de toxicidade das amostras como um todo, mostraram
diferengas nos valores da concentracdo efetiva média (CE50), o que indica que o reator ¢
capaz de reduzir a toxicidade de aguas contendo aldicarbe, possivelmente devido a
degradagdo e geragdo de metabolitos com menor potencial toxico. A reducao de toxicidade foi
mais significativa para o reator sulfetogénico, indicando que a sulfetogénese favorece a
biodegradacdo do pesticida. O uso da Daphnia em testes aplicados ao RAHLF tem a
vantagem adicional de ter seus resultados determinados estatisticamente pelo software
Trimmed Spearman- Karber, o que aumenta sua confiabilidade, além de empregar um
organismo abundante em ecossistemas aqudticos naturais e artificiais, vulneravel a
contaminagdo desses ambientes por pesticidas, o que torna sua aplicacdo em testes com
aldicarbe ecologicamente interessante.

Os testes com minhocas Eisenia andrei e filtros de papel mostraram bons resultados,
indicando sensibilidade desses organismos ao aldicarbe e potencial de aplicagdo em
bioensaios com o pesticida e seus metabolitos. Mais uma vez, a determinacdo estatistica da
concentragdo letal média (CL50) torna os resultados mais confiaveis. Diante dos resultados
positivos encontrados no teste de contato com filtro papel, sugere-se a realizagdo de ensaios
com substrato artificial, descritos pela Organization for Economic Co-Operation and
Development (OECD, 1984). Tal ensaio tem como objetivo simular as condi¢des do solo, por
meio de um substrato composto por areia, argila e matéria organica, a fim de avaliar os efeitos
toxicos do composto ndo apenas pelo contato, mas também pela ingestdo de particulas
contaminadas. O teste com substrato artificial possibilitaria simular as condi¢des encontradas
pelas minhocas no meio ambiente, fornecendo resultados mais realistas acerca dos efeitos da

exposi¢ao ao adicarbe.
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ANEXO A

Carta-controle de sensibilidade da Daphnia similis

Daphnia similis - 2008
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Data
—=—Lim Inf —— CE50 Média —e— Lim.Sup —x— CE50
DATE 19/06/07 TEST NUMBER DURATION 48 H
CHEMICAL KCI SPECIES Daphnia similis
RAW DATA
CONCENTRATION(mg/L) 150.00 300.00 450.00 600.00 900.00
NUMBER EXPOSED 20 20 20 20 20
MORTALITIES 0O 0 0 4 20
SPEARMAN-KARBER TRIM 0.00
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES EC50 685.6364136
95% LOWER CONFIDENCE 644.42
95% UPPER CONFIDENCE 729.49
DATE 24/08/07 TEST NUMBER DURATION 48 H
CHEMICAL KCl SPECIES Daphnia similis
RAW DATA
CONCENTRATION(mg/L) 150.00 300.00 450.00 600.00 900.00
NUMBER EXPOSED 20 20 20 20 20
MORTALITIES 0 0 0 15 20
SPEARMAN-KARBER TRIM 0.00
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES EC50 566.6442261
95% LOWER CONFIDENCE 529.86
95% UPPER CONFIDENCE 605.98
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Carta-2008

9/5/2006 673

30/5/2006 491

20/6/2006 484

25/7/2006 639

3/8/2006 414

6/9/2006 507

3/10/2006 416

17/11/2006 424

3/1/2007 597

13/2/2007 427

6/3/2007 409

3/4/2007 538

23/5/2007 601

19/6/2007 686

3/7/2007 556

29/8/2007 567

25/9/2007 539

16/10/2017 421

20/11/2008 472

12/12/2007 | 472,55

Média 516,7

DP 89,0

Ccv 17,23

Lim. Inf 338,68

Lim. Sup 694,67

Faixa 338-695
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