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RESUMO

E realidade que o impacto ambiental ocasionado pelas atividades humanas, industriais
e agricolas nos recursos hidricos tem produzido em todo 0 mundo consequéncias para a salde
e para 0 meio ambiente, alterando a qualidade destes recursos e acarretando prejuizos para 0s
mesmos. No entanto, pouco se tem monitorado a qualidade das aguas superficiais no Brasil e
quando isto ocorre, limita-se a alguns pardmetros, sem o conhecimento do grau de toxicidade
deste recurso hidrico. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade da &gua do rio
Itapocuzinho através de ensaios de toxicidade aguda e crbnica com 0s organismos-teste
Daphnia magna e Scenedesmus subspicatus. Para tanto, ao longo do rio Itapocuzinho foram
estabelecidos trés pontos amostrais, da nascente ate a foz. Foram realizadas cinco
amostragens, no decorrer das quatro estacbes do ano. As amostras de agua também foram
avaliadas quanto aos parametros fisico-quimicos de pH, temperatura, turbidez, condutividade
elétrica e oxigénio dissolvido, assim como analisado quanto a presenca dos agrotoxicos 2,4-D
(Acido diclorofenoxiacético), glifosato e carbofurano. Os ensaios ecotoxicoldgicos crénicos
foram realizados com a microalga Scenedesmus subspicatus e com o microcrustaceo Daphnia
magna, sendo que o microcrustaceo foi também submetido ao ensaio agudo e genotdxico
atendendo a normas e protocolos nacionais e internacionais. Os resultados mostraram que, 0S
parametros fisico-quimicos atenderam ao disposto na resolucdo CONAMA 357/2005 para a
classe 11, com excecdo para o oxigénio dissolvido que apresentou valores abaixo de 5mg/L em
todos os pontos de amostragem. As amostras ndo apresentaram toxicidade aguda para o
microcrustaceo Daphnia magna, porém para 0s ensaios crénicos, as amostras dos pontos #2 e
#3 foram as que produziram alteracGes significativas na fecundidade dos organismos.
Observou-se também que o maior indice de Dano no ensaio genotoxico foi para as amostras
dos pontos #2 e #3 sendo dano classe 2. O ensaio crdnico com a microalga Scenedesmus
subspicatus apresentou valores de toxicidade para o Ponto#l e #2, e semelhanca entre 0s
valores do Ponto #3 e o controle. Assim, este trabalho evidencia que o rio Itapocuzinho ja
apresenta efeitos toxicos aos organismos testados, ainda que crénicos e de menor grau,

podendo estes serem resultado de seu uso e ocupacao.

Palavras-chave: Rio Itapocuzinho, Qualidade de agua, Ecotoxicologia, Daphnia magna,

Scenedesmus subspicatus.
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ABSTRACT

It’s known that the environmental impact caused by industrial, agricultural and human
activities in the water resources has produced consequences to health and the environment,
altering their quality and resulting in damage to them. However, monitoring has being scarce
regarding the quality of surface waters in Brazil and when it occurs, is limited to some
parameters, not acknowledging the toxicity degree of this water resource. Therefore, the aim
of this study was to evaluate water quality of Itapocuzinho River through acute and chronic
toxicity assays with the test organisms Daphnia magna and Scenedesmus subspicatus. To
accomplish this, three sample sites were established along Itapocuzinho river, from the source
to the river mouth. Five sampling campaigns were performed, throughout the four seasons.
The water samples were also evaluated for physicochemical parameters, such as pH,
temperature, turbidity, eletric conductivity and dissolved oxygen, as well as analyzed for the
presence of agrochemicals 2,4-D (dichlorophenoxyacetic acid), glyphosate and carbofuran.
The chronic ecotoxicological assays were performed with the microalgae Scenedesmus
subspicatus and with the microcrustacean Daphnia magna, the last one being also submitted
to acute and genotoxic assays, attending to national and international standards and protocols.
The results showed that the physicochemical parameters have met the provisions of the
CONAMA Resolution 357/2005 for class Il, with exception to the dissolved oxygen that
presented values below 5 mg/L in all sample sites. The samples did not present acute toxicity
to microcrustacean Daphnia magna, although in chronic assays samples of points #2 and #3
showed significant differences between fecundity of organisms. It was also observed that the
greatest damage index in the genotoxic assay was in samples of points #2 and #3, classified as
class 2 damage. The chronic assay with microalgae Scenedesmus subspicatus presented
toxicity in points #1 and #2, and similarities between the values of Point #3 and control. Thus,
this work makes clear that Itapocuzinho river already presents toxic effects to the organisms

tested, even if chronical and of lesser degree, these may be a result of its use and occupation.

Keys words: Itapocuzinho river, Water quality, Ecotoxicology, Daphnia magna,

Scenedesmus subspicatus.

15



1 INTRODUCAO

O surgimento dos aglomerados urbanos, a retirada das matas ciliares e o desvio dos
cursos de rios para fins econdémicos aliados ao despejo de efluentes ndo tratados contribuem
intensamente para a atual probleméatica ambiental do pais, o qual enfrenta a crise de &gua em
diversas regifes. Segundo Brentano e Henrique (2010), a grande ocupacgéo urbana no entorno
dos rios e o crescimento das atividades antrdpicas pode ocasionar uma série de impactos as
unidades de conservacdo, necessitando da preservacdo dos recursos hidricos e de maior
atencdo para 0s ecossistemas aquaticos.

O intenso uso de fertilizantes quimicos e agrotoxicos na agricultura tem trazido
modificagdes drasticas nas caracteristicas dos ecossistemas aquéticos (Poleza et al., 2008)
devido ao seu potencial toxico, a persisténcia no ambiente e a acumulacdo nas cadeias
alimentares. As alteracdes fisico-quimicas dos cursos d’agua provocadas pelo langcamento
indevido de efluentes domésticos e industriais sem tratamento podem trazer danos a saude
humana (CARLQOS, 2011) e ambiental.

Localizado na sub-bacia hidrografica do Itapocuzinho e pertencente a bacia hidrografica
do Itapocu na regido noroeste do estado de Santa Catarina, o rio Itapocuzinho é um afluente
da margem esquerda do rio Itapocu e abrange os municipios de Guaramirim, Jaragua do Sul e
Schroeder, possuindo uma area de drenagem de 78,21km? (BIOVITA, [s.d]) e uma populacédo
aproximada de 193.611habitantes (CENSO 2010) habitantes. As informacdes referentes ao rio
Itapocuzinho sdo ainda escassas e de dificil acesso publico, o que preocupa em razdo do
desconhecimento da qualidade atual de suas aguas, visto sua importancia para a agricultura,

pecudria, industria téxtil e abastecimento publico do municipio de Guaramirim.

A qualidade de um ambiente aquético pode ser avaliada através de amostragens de agua,
de sedimento e/ou da biota presentes neste ambiente utilizando para isto diversas
metodologias de analises, tais como as analises quimicas, fisicas, ecotoxicoldgicas,
microbioldgicas das amostras, dentre outros métodos existentes. As analises fisico-quimicas
utilizadas como meio singular de monitorizacdo da qualidade das aguas por si s6 ndo sao
suficientes para a determinacdo do efeito de uma substancia a0 meio ambiente e & saude
humana, bem como estabelecer a persisténcia no ambiente e a interagcdo da mesma com outras

substancias no ecossistema aquatico (Campos, 2015). Para isto a ecotoxicologia surge com o
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objetivo gerir o risco de exposicdo dos organismos a substancias nocivas presentes no meio

ambiente e estabelecer medidas de seguranca a saude humana (Zagatto, 2014).

A ecotoxicologia é capaz de fornecer informacbes e indicacdes sobre possiveis
alteracbes que estejam de alguma maneira trazendo prejuizos ao meio ambiente, servindo
também como sistemas preventivos (MENDONGCA, 2005) para a humanidade, a qual também
esta exposta a diversas alteracfes ambientais (PASCHOALINO et al., 2010). Desta forma, a
ecotoxicologia vem como uma ferramenta que auxilia no rastreio e diagndstico de provaveis
efeitos prejudiciais ao meio ambiente, além da identificagdo dos potenciais resultados
adversos que atingem a salde humana, como as doencas de salde publica, internagdes
hospitalares (NASCIMENTO et al., 2006) e epidemias.

Uma avaliagdo criteriosa da qualidade e da quantidade das aguas de uma bacia é,
portanto, uma necessidade fundamental para conhecer o nivel de comprometimento dos
recursos hidricos, quais as variaveis forcantes desse comprometimento e qual a relacéo
qualitativa e quantitativa entre estas forcantes e 0s usos da terra e da agua na bacia (RORIG,
2005). O monitoramento dos recursos hidricos se constitui num poderoso instrumento, que
possibilita a avaliacdo da oferta hidrica, base para decisbes do aproveitamento multiplo e
integrado da agua, bem como para a minimizacao de impactos ao meio ambiente (MINELLA,
2005).

Diante do exposto, o presente trabalho possuiu como finalidade avaliar a qualidade do
rio Itapocuzinho, por meio de ensaios ecotoxicolégicos e genotoxicos com 0s organismos
testes Daphnia magna e Scenedesmus subspicatus, como contribuicdo para o0
desenvolvimento de programas de controle de poluicdo das aguas, através da geracdo de

dados e divulgacdo publica dos mesmaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade aguda e cronica e a genotoxicidade da agua do rio Itapocuzinho,
localizado no norte do Estado de Santa Catarina, como contribui¢do para o desenvolvimento
de programas de controle de poluicdo das aguas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar a qualidade da agua do rio Itapocuzinho através de analises fisico-quimicas dos
parametros em campo: pH, oxigénio dissolvido, temperatura, turbidez e condutividade

elétrica nos trés pontos amostrais.

» Realizar ensaios de ecotoxicidade aguda com o microcrustaceo Daphnia magna com

amostras da agua do rio Itapocuzinho.

«  Executar ensaios de ecotoxicidade crénica com o microcrustaceo Daphnia magna e com

a microalga Scenedesmus subspicatus submetidos as amostras do rio Itapocuzinho.

» Realizar ensaios de genotoxicidade com o microcrustaceo Daphnia magna com amostras

do rio Itapocuzinho.

« Avaliar a concentracdo residual dos ingredientes ativos: Glifosato, 2,4-D (Acido

diclorofenoxiacético) e Carbofurano nos trés pontos amostrais.

« Correlacionar os dados ecotoxicologicos, genotdxicos, parametros fisico-quimicos de
campo, bem como os valores encontrados de residuos de agrotoxicos com 0 uso € a

ocupacdo do solo na area de estudo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 RECURSOS HIDRICOS

A diversificacdo dos multiplos usos da &gua aliados ao desenvolvimento econémico e
social produziu inimeras pressdes sobre o ciclo hidrologico e sobre as reservas de aguas
superficiais e subterraneas. Os usos da agua para a agricultura intensificaram-se a partir da

segunda metade do século XX, tornando-se uma das principais utilizagdes (TUNDISI, 2011).

O aumento e a diversificacdo dos diversos usos da agua resultaram em uma
multiplicidade de impactos, de diversas magnitudes, que exigem, evidentemente, diferentes
tipos de avaliacdo qualitativa e quantitativa, aléem de um monitoramento adequado e de longo
prazo (TUNDISI, 2011).

A poluicéo hidrica no Brasil causa enormes prejuizos econdmicos devido ao aumento
nos custos de tratamento das dguas cada vez mais poluidas para abastecimento publico e ao
uso industrial, pela maior demanda dos servicos de saude decorrente do incremento de
doencas de veiculagéo hidrica e pela queda de produtividade no trabalho, em razdo das horas
paradas em funcgéo destas doencas (FERREIRA et al., 2004).

A Resolucdo do CONAMA N° 357, de 17 de marco de 2005 dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e define a classificacdo das mesmas como aguas doces,
salobras e salinas com base nos usos preponderantes atuais e futuros. A referida resolucao
considera como aguas doces, as dguas com salinidade igual ou inferior a 0,5%o; para aguas
salobras sdo consideradas as que tém salinidade variando entre 0,5%o e 30%o; ja as aguas
salinas sdo as que tém salinidade igual ou superior a 30%.. A Lei Federal 9.433/1997
menciona também o uso da agua para o consumo humano, dessedentacdo dos animais,
abastecimento publico, lancamento de esgotos e demais residuos liquidos ou gasosos, com 0
fim de sua diluicdo, transporte ou disposicdo final, o aproveitamento dos potenciais
hidrelétricos, o transporte aquaviario, a irrigacdo, esportes ou lazer e piscicultura.

Ja para Tucci et al. (2007 apud KITAMURA, 2009), os usos da agua podem ser
dividido em trés classes distintas, sendo:

a) Infra- estrutura social: para usos gerais disponiveis para a sociedade nos quais a &gua
entra como bem de consumo final. Como exemplos de uso: dessedentacdo, navegacéo, usos

domésticos, recreacdo, usos publicos e amenidades ambientais;
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b) Atividades como agricultura, reflorestamento e aquicultura: refere-se aos usos de
agua como bem de consumo intermediario visando a criacdo de condi¢Ges ambientais
adequadas para o desenvolvimento de espécies animais ou vegetais de interesse para a
sociedade. Sendo alguns exemplos de uso: agricultura, piscicultura, pecuéria, uso de estuarios,
irrigacéo e preservagdo de banhados;

c) Industria: uso relacionado as atividades de processamento industrial e energético nos
quais a agua entra como bem de consumo intermediario. Constituindo como exemplos de uso:
mineracdo, hidreletricidade, processamento industrial, termoeletricidade e transporte
hidraulico.

3.2 BACIA HIDROGRAFICA

Barrella (2001) e ANA (2011) conceituam a bacia hidrografica como um conjunto de
terras drenadas por um rio e seus afluentes, sendo formada nas regifes mais altas do relevo
por divisores de agua, onde as aguas das chuvas, superficialmente formam os rios e riachos e
através da infiltracdo do solo formam as nascentes e o lencol freatico. As caracteristicas
principais de uma bacia hidrograficas segundo Tucci (1997; 2006) sdo a area de drenagem, 0
comprimento do rio principal, a declividade do rio e da bacia (Figura 1), compondo-se de um

conjunto de vertentes que confluem até resultar em um Unico leito no seu exutério.

Figura 1. Seccdo de uma bacia hidrografica definida pelo seu declive.

P A - segio principal

5 Delimitagio da
i bacia

—  Sistema

fluvial

Fonte: TUCCI, 2006.
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A bacia hidrografica pode ser entdo considerada um ente sistémico, no qual sdo
realizados os balancos de entrada proveniente da chuva e saida de agua através do exutorio,
permitindo que sejam delineadas bacias e sub-bacias, cuja interconexdo se da pelos sistemas
hidricos (PORTO & PORTO, 2008).

Para Torres et al. (2009), as bacias constituem ecossistemas adequados para avaliacéo
dos impactos causados pela atividade antrdpica, os quais acarretam riscos ao equilibrio e a
manutenc¢do da quantidade e qualidade da agua.

A Lei Federal n° 9.433/97 estabelece (art.1°, 1VV) que uma bacia hidrogréfica é a
unidade territorial para a implementagdo da Politica Nacional de Recursos Hidricos e a
atuacdo do Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos. Assim também o
Artigo 3°, VI traz a diretriz geral de acdo para a implementacdo da politica, a integracdo da
gestdo das bacias hidrograficas com a dos sistemas estuarinos e zonas costeiras (ANEEL,
2008).

3.3 PARAMETROS INDICADORES DA QUALIDADE DA AGUA

3.3.1 Parametros Fisicos e Quimicos

Os parametros fisicos-quimicos sdo importantes indicativos dos elementos que reagem
com a agua, influenciando os organismos vivos e podendo indicar a poluicdo do meio
aquatico (TOMAZELA, 2008).

Para o trabalho em estudo foram selecionados alguns dos parametros fisico-quimicos
exigidos pela Resolucdo CONAMA n° 357/2005, sendo estes considerados relevantes para a
avaliacdo da qualidade de agua devido a sua importancia, interferéncia no resultado dos
ensaios e ampla utilizacdo no monitoramento ambiental. Consistindo em: potencial
hidrogeni6nico, oxigénio dissolvido, condutividade, temperatura e turbidez (BERTOLETTI &
ZAGATTO, 2014).

. Potencial Hidrogeni6nico (pH)

Para Baumgarten e Pozza (2001), o potencial Hidrogeniénico (pH) é um parametro
relevante nos ambientes aquaticos em razdo de causar muitos fendbmenos quimicos e
biologicos. O pH representa a concentragdo de ions hidrogénio H +, informando sobre a

condicdo de acidez, neutralidade e alcalinidade. A faixa de variacdo deste parametro é dada
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entre 0 a 14, sendo que abaixo de 7 apresenta condigdes acidas, igual a 7, neutralidade e
acima de 7, condigdes basicas.

A influéncia do pH sobre os ecossistemas aquaticos naturais da-se diretamente devido a
seus efeitos sobre a fisiologia das diversas espécies. Em termos de corpos d’agua, valores
mais altos de pH podem estar associados a proliferacdo de algas, valores afastados da
neutralidade podem afetar a vida aquética e 0s microorganismos responsaveis pelo tratamento
bioldgico dos esgotos (SPERLING, 2007).

o Oxigénio Dissolvido (OD)

Os niveis de oxigénio dissolvido na agua constituem um parametro indicador de
poluicdo de aguas e da capacidade de um corpo d’adgua natural manter a vida aquatica
(BAUMGARTEN & POZZA, 2001), pois depende de uma seérie de fatores como a atividade
das algas e dos vegetais (fotossintese e respiracdo), dos animais (respiracdo) e das bactérias

(reducéo e oxidacdo), além da turbidez da agua.

Pode-se resumir que as principais consequéncias da reducdo na concentracdo de
oxigénio dissolvido no meio aquatico seriam a mortandade de organismos aerobios, a
solubilizacdo de compostos quimicos, 0 aumento da toxicidade, a geracdo de maus odores,

além de inconvenientes estéticos (FINOTTI et al., 2009).

. Condutividade elétrica

Ja a condutividade elétrica esta relacionada com a capacidade gque a agua possui em
conduzir corrente elétrica. Assim a conducao elétrica associa-se as concentracGes i6nicas e a
temperatura, indicando a quantidade de sais existentes na coluna d'adgua, representando uma
medida indireta da concentracdo de poluentes. Essa propriedade varia com a concentracdo
total de substancias ionizadas dissolvidas na dgua, com a temperatura, com a mobilidade dos
fons, com a valéncia dos ions e com as concentracdes real e relativa de cada ion (PINTO,
2007).

A condutividade elétrica também fornece uma boa indicacdo das modificagdes na
composicdo da &gua, especialmente na sua concentracdo mineral. Podem-se considerar
ambientes impactados 0s que apresentarem niveis de condutividade superiores a 100 pS/cm

(CETESB, 2004), o que indica também a presenca de caracteristicas corrosivas na agua.
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. Temperatura

A temperatura da dgua é um pardmetro fundamental para a analise de qualidade da
mesma, podendo ser influenciado por fatores como latitude, altitude, estacdo do ano, periodo
do dia, taxa de fluxo e profundidade. Este indicador consiste na medicdo da intensidade do
calor, podendo ser de origem natural ou antropogénica, como exemplo pode-se citar 0s
despejos industriais (SPERLING, 2007).

Assim sendo, a temperatura desempenha um papel fundamental de controle no meio
aquatico, condicionando as influéncias de uma série de parametros fisico-quimicos,
principalmente para 0s organismos aquaticos que possuem limites de toleréncia térmica, com
temperaturas Otimas para crescimento, e limitagdes de temperatura para migracéo,

reproducdo, desova e sobrevivéncia dos filhotes.

. Turbidez

A turbidez de uma amostra de agua € o grau de atenuacao de intensidade que um feixe
de luz sofre ao atravessa-la, devido a presenca de sélidos em suspensdo, tais como particulas
inorgénicas (areia, silte, argila) e de detritos organicos, algas e bacterias, plancton em geral
(CETESB, 2004).

A transparéncia da agua € importante quando destinada tanto para o consumo humano,
seja para uso potavel, agricola ou industrial, quanto para a realizacdo da fotossintese para 0s
organismos aquaticos. Nos processos industriais pode ser um fator de comprometimento da
qualidade do produto final, além de causar problemas em instalacdes de contato direto com a
agua (KITAMURA, 2009).

Valores altos de turbidez tendem a reduzir a fotossintese da vegetacdo enraizada
submersa de algas. Sendo assim, a turbidez pode influenciar nas comunidades biologicas
aquaticas e afetar adversamente 0s usos domeéstico, industrial e recreacional da agua
(CETESB, 2004).

Para uma melhor caracterizacdo limnoldgica e ecotoxicolégica de um ambiente
recomenda-se abordar as tradicionais analises fisico-quimicas in situ juntamente com testes
ecotoxicologicos laboratoriais, favorecendo assim uma visdo mais abrangente dos fatores que
envolvem a contaminacdo e poluicdo dos corpos hidricos, os quais interferem tanto no
equilibrio do ecossistema como no bem estar do ser humano (PENIDO, 2010).
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3.4 RIZICULTURA, AGRICULTURA E USO DE AGROTOXICOS

A utilizacdo de fertilizantes quimicos e agrotéxicos na agricultura tem, em muitos casos,
modificado drasticamente as caracteristicas dos ecossistemas aquaticos (AMVALI, 2013). De
acordo com o Ministério do Meio Ambiente o comportamento dos agrotéxicos no ambiente é
bastante complexo e independe do modo de aplicacdo quando referido seu potencial para
atingir o solo e as aguas (MMA, 2014).

As aguas superficiais na proximidade dos campos agricolas podem ficar contaminadas
com residuos de pesticidas através do transporte aéreo (spray-drift), ou por drenagem e
escoamento, o0 que pode provocar efeitos indesejaveis nos organismos aquaticos (SANTOS,
2012).

Para Gonsalves (2001), quando os agrotoxicos sdo utilizados inadequadamente, em
excesso ou proximos a época de colheita, estes podem acarretar, riscos a saude dos
agricultores e dos consumidores, causando intoxicacdes, mutacdes genéticas, cancer e morte.
Os usos frequentes destes produtos muitas vezes incorretos favorecem os riscos de
contaminacdo dos ecossistemas com a contaminacao de solos agricolas, de dguas superficiais
e subterréaneas.

De forma geral, a exposicdo a qualquer classe de agrotdxico aumenta o risco de
predacdo, pois provoca distirbios nos mecanismos de comunicacdo entre as comunidades
aquaticas, e as estratégias de auto-defesa de cada espécie ficam fragilizadas (GRISOLIA,
2005).

O modelo agroecondmico brasileiro caracteriza-se pelo uso intensivo, extensivo e, ndo
raro, indiscriminado de agrotdxicos que, dentre diversas implicacdes, potencializa a exposicao
das populacGes a tais substdncias (FERNANDES NETO, 2010). Isso pode apresentar
consequentemente riscos de efeitos negativos em organismos terrestres e aquaticos, como
intoxicacdo pelo consumo de agua e de alimentos contaminados, além da intoxicacdo
ocupacional de trabalhadores e produtores rurais (VIEIRA, 2013).

Tem-se ainda uma grande discussdo sobre o impacto ambiental que a cultura de arroz
provoca, Visto que sdo utilizados varios defensivos agricolas com destaque para inseticidas e
herbicidas. Os principios ativos dos inseticidas mais empregados para o cultivo de arroz séo:
Carbofurano, Fipronil, Carbaril e Fenitrotion além de outros sem grandes expressdes
(WILLEMAN, 2007).
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Os diversos agrotoxicos utilizados no cultivo do arroz irrigado, incluindo herbicidas e
inseticidas, apresentam riscos diferentes sobre 0s organismos presentes no ambiente
(VIEIRA, 2013). De acordo com a Embrapa (2005), estdo listados o0s agrotdxicos
mundialmente utilizados para a cultura do arroz, com seus respectivos limites maximos de
residuos (LMR) permitidos pelo Codex Alimentarius (FAO, 2002) (Tabela 1).

Tabela 1. Limites maximos de residuos (LMR) de agrotoxicos em arroz.

Nome Técnico LMR (mg/kg)
2,4-D 0.05
Bentazone 0.1
Cabaryl 5.0
Chlorpyrifos 0.1
Chlorpyrifos-Methyl 0.1
Diquat 10
Disulfoton 0.5
Endosulfan 0.1
Fentin 0.1
Glifosate 0.1
Paraquat 10

Fonte: FAO, 2002

O estado de Santa Catarina também é um dos principais produtores de banana do Brasil,
sendo que as exportacBes destinam-se principalmente aos paises do Mercosul, porém, é nos
mercados do sul do pais (SC, RS, e SP) onde séo feitas as maiores vendas (THOMAZI, 2008).

Segundo Darélla (2001), os principais agrotdxicos empregados por produtores rurais no
cultivo da banana em Santa Catarina sdo: Furadan (Carbofurano), Roundup (Glifosato),

Gramoxone (Paraquat), Tilt (Propiconazol) e Oleo Mineral.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2009), estdo
também listados alguns dos agrotdxicos utilizados para a cultura da banana, com seus
respectivos limites maximos de residuos (LMR) aceitos pelo Codex Alimentarius (FAO,
2002) (Tabela 2).
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Tabela 2. Lista de Referéncia de Limites M&ximos de Residuos (LMR) na banana.
Nome Técnico LMR (mg/kg)

Ametrina 0.07
Azoxistrobina 0.2
Bifentrina 0.02
Bromuconazol 0.5
Carbofurano 0.1
Carbendazim 0.5
Carbaril 0.2
Clorotalonil 3.00
Difenoconazol 0.5
Diurom 0.1
Tiabendazol 3.00

Fonte: FAO, 2002

A complexidade da avaliacdo do comportamento de um agrotdxico, depois de aplicado
deve-se a necessidade de se considerar a influéncia dos agentes que atuam provocando seu
deslocamento fisico e sua transformacdo quimica e bioldgica, influenciando no seu
comportamento, inclusive com a formacgdo de subprodutos com propriedades absolutamente
distintas do produto inicial e cujos danos a salde ou ao meio ambiente também séo
diferenciados (MMA, 2014).

De acordo com o organismo-alvo da acdo, os pesticidas podem ser classificados como
acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas, raticidas, vermifugos,
entre outros (VIEIRA, 2013). Por essa dimensao no espectro de agdo, este grupo de agentes
quimicos é um dos mais bem estudados, tanto do ponto de vista toxicolégico como ambiental
(FILHO, 2013).

Dentre as principais justificativas apresentadas pelas instituicdes responsaveis pelas
acOes de monitoramento, encontra-se a dificuldade na coleta de amostras e na identificacao de
laboratérios aptos a realizar a analise de residuos de agrotdxicos em diferentes materiais.
Como consequéncia, 0s programas de monitoramento sdo limitados e insuficientes para
subsidiar diversas a¢fes que poderiam prevenir agravos a salde, tais como a fiscalizagdo do

uso e a comercializagdo para a cultura e a praga indicadas (COSTA et al., 2014).
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A Lei 6.452/84 do Estado de Santa Catarina dispde sobre o controle de agrotoxicos,
pesticidas e outros biocidas, a nivel estadual (VIEIRA, 2010). A atividade de armazenamento
dos agrotoxicos estd condicionada a prévio cadastramento dos mesmos na FATMA, sendo
este diferenciado conforme a metodologia utilizada. Em territorio estadual s6 é admitido a
distribuicdo e comercializagdo dos produtos agrotoxicos que ja estiverem registrados no 6rgao
federal competente (FATMA, 1995) e com o preenchimento da receita agronémica na retirada
do produto.

Conforme a Lei 7.802/89, artigo 3°, paragrafo 6° no Brasil, é proibido o registro de

agrotoxicos:

a) Para os quais o Brasil ndo disponha de métodos para desativacdo de seus
componentes, de modo a impedir que 0s seus residuos remanescentes provoquem riscos ao

meio ambiente e a satde publica;
b) para os quais ndo haja antidoto ou tratamento eficaz no Brasil;

C) que revelem caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou mutagénicas, de acordo

com os resultados atualizados de experiéncias da comunidade cientifica;

d) que provoquem distdrbios hormonais, danos ao aparelho reprodutor, de acordo com

procedimentos e experiéncias atualizadas na comunidade cientifica;

e) que se revelem mais perigosos para 0 homem do que os testes de laborat6rio, com

animais, tenham podido demonstrar, segundo critérios técnicos e cientificos atualizados;

f) cujas caracteristicas causem danos ao meio ambiente.

Devido a variabilidade de rotas de transporte e degradacdo, é de suma importancia
conhecer as caracteristicas quimicas e 0 modo de acdo dos agrotoxicos utilizados na
rizicultura, para que se consiga compreender e estabelecer relagdes entre o composto e 0
organismo teste (VIEIRA, 2013). Para estudos da toxicologia dos agrotoxicos nos
ecossistemas, o conhecimento do grau de periculosidade do produto sobre 0 meio ambiente é
de suma importancia, sendo que este se baseia nos parametros de bioacumulacgéo, persisténcia,
transporte, toxicidade a diversos organismos (Tabela 3), potencial mutagénico, teratogénico e

carcinogénico.
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Tabela 3. Classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos

Classe | Extremamente téxico | Faixa vermelha
Classe Il  Altamente toxico Faixa amarela
Classe 11l Mediamente téxico Faixa Azul

Classe IV Pouco ou muito pouco | Faixa Verde
toxico
Fonte: AGROFIT, 2015

Dos principais agrotdxicos utilizados nas atividades agricolas realizadas ao entorno do
rio Itapocuzinho, como o cultivo de banana e arroz, como também a pastagem de animais
bovinos e equinos, todos apresentam toxicidade ao meio ambiente bem como possuem
potencial genotdxico para plantas, animais e seres humanos (GRISOLIA, 2005). Para o
presente estudo serdo analisados quanto a presenca dos agrotoxicos Glifosato, 2,4-D e
Carbofurano, sendo que os mesmo apresentam grau de toxicidade e genotoxicidade ao

ambiente, e possui expressiva venda comercial em casas agricolas da regiéo.

O Glifosato é um herbicida ndo seletivo, de amplo espectro e de uso pré ou pos-
emergente, agindo sistematicamente apds absorvidos pelas folhas das plantas. Em estudos de
toxicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade para o glifosato na
formulacdo de sal puro, Grisolia (2005) relata que os resultados para o0 mesmo foram
negativos, apresentando resultados positivos apenas para a mutagenicidade no qual foram

realizadas diferentes formulacdes.

O agrotoxico 2,4-D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético) € um dos herbicidas mais
utilizados no controle de plantas daninhas de folhas largas. Os dados disponiveis sobre a
mutagenicidade deste agrotdxico sdo conflitantes com valores tanto positivos como negativos,
porém sumarizando-se as informacd@es a respeito dos estudos citado por Grisolia (2005) com o
2,4-D em leveduras, células de mamiferos in vivo e in vitro, ressalta-se evidente efeito para

estas células.

O composto Carbofurano é utilizado como inseticida, acaricida e nematicida de amplo
espectro em uma variedade de culturas agricolas e agroflorestais possui agdo sistémica.
Devido ao grande uso, este principio ativo contamina o ar, o solo, as aguas superficiais e

subterraneas. Em ensaios mutagénicos os resultados sdo contraditorios, pois se tem tanto
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resultados negativos quanto positivos, porém pode-se observar que os produtos de degradacdo
do carbofurano tém maior potencial genotoxico que a molécula original (Grisolia, 2005).

3.5 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E GENOTOXICOS

O monitoramento da qualidade ambiental de ecossistemas aquéaticos é o modo de
detectar alteracbes em suas caracteristicas de linha de base por meio de propriedades
biogeoquimicas e bioldgicas de distintas fases abioticas e bidticas dos compartimentos, como
a coluna d’agua e o sedimento (MOZETO & ZAGATTO, 2014).

Segundo Mendonga (2005), o controle da qualidade das aguas integra também a anélise
do meio ambiente, sendo que esta analise pode ser realizada de duas formas distintas, por

andlise fisico-quimica e por analise biologica.

Nas analises bioldgicas, destacam-se a microbiologia e liminologia, que fornecem
informacGes sobre alteracbes no ambiente aquatico em longo prazo, enquanto que a
ecotoxicologia revela, através de ensaios com organismos-testes, efeitos agudos e crénicos
produzidos por substancias quimicas (MENDONCA, 2005).

Ensaios de toxicidade consistem em expor organismos teste representativos no ambiente
a varias concentracGes de uma ou mais substancias durante determinado periodo de tempo
para determinacdo de seu potencial toxico, sendo os efeitos detectados através de respostas

fisioldgicas, bioquimicas ou comportamentais nos organismos (CETESB, 1990).

Para Penido (2010), o principio fundamental dos testes de toxicidade é baseado no
reconhecimento da resposta dos organismos vivos a presenca de agentes tdxicos e da

concentracdo, ou seja, o nivel a qual os individuos sdo expostos aos agentes poluidores.

O principal objetivo na aplicacdo de ensaios ecotoxicologicos é fornecer informacdes e
indicacGes sobre possiveis alteracGes que estejam de alguma forma trazendo prejuizos ao
meio ambiente, desta forma, servindo como sistemas preventivos de protecdo e alerta a
conservacao da vida aquatica (MENDONCA, 2005).

Nas Ultimas décadas, uma grande variedade de testes de toxicidade aquatica tem sido

desenvolvido e utilizado para determinar os efeitos colaterais provocados por produtos
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quimicos, como pesticidas, na estrutura e no funcionamento dos ecossistemas de agua doce
(SANTOS, 2012).

Contudo, somente na década de 1980/1990 que foram validados os estudos entre testes
de toxicidade laboratoriais versus levantamento das comunidades aquéticas in loco, os quais
mostraram estreita correlacdo quando se utilizam espécies representativas do ambiente. Apds
este periodo, houve intensa implementacdo dos ensaios ecotoxicolégicos para o
estabelecimento de padrdes de qualidade da agua e lancamento de efluentes nos corpos
hidricos (ZAGATTO, 2014).

Nos paises desenvolvidos, ensaios ecotoxicolégicos sdo exigidos por lei e apoiados por
normas e padrbes. No Brasil, de forma geral, as metodologias empregadas correspondem as
utilizadas internacionalmente pela comunidade cientifica, porém em termos legais estamos
ainda atrasados (HARMEL, 2004). Atualmente, entidades do meio ambiente de varios
Estados de Federacéo, institutos de pesquisas e laboratérios tém intensificado o uso de teste
ecotoxicologicos para diversas finalidades, sendo que em inumeras universidades a disciplina

de Ecotoxicologia faz parte de muitos cursos de pos-graduacao (ZAGATTO, 2014).

Segundo Harmel (2004), no Brasil sdo comumente utilizados somente ensaios fisico-
quimicos para a avaliacdo dos parametros exigidos para o monitoramento da qualidade da
agua. Estes parametros somente qualificam e quantificam teores de certas substancias no

meio, mas ndo avaliam o impacto que as mesmas podem vir a provocar na biota presente.

Os ensaios de toxicidade podem ser classificados em agudos e crdnicos com o objetivo
de determinar o efeito téxico. Os testes de toxicidade aguda sdo utilizados para estimar a dose
ou concentracdo de um agente toXico que seria capaz de produzir uma resposta de letalidade
(CETESB, 2004) em um organismo-teste ou populacdo, em um periodo de tempo
relativamente curto, ja ensaios crénicos visam a reacdo do individuo em um periodo de tempo
prolongado geralmente em contato com concentragfes baixas da amostra, visando uma

resposta de efeito cumulativo da amostra para o ser (HARMEL, 2004).

Devido a facilidade de execuc¢do, curta duracdo e baixo custo, 0s ensaios de toxicidade
aguda foram os primeiros a serem desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados
ecotoxicologicos. A exposi¢cdo dos organismos a agentes quimicos, em niveis subletais, pode
ndo levar a morte do organismo, mas pode causar disturbios fisioldgicos e/ou

comportamentais em longo prazo. Esses efeitos ndo sdo detectados em testes de toxicidade
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aguda, sendo necessario o uso de testes de toxicidade cronica, o qual permite avaliar os efeitos
adversos mais sutis aos organismos expostos (ARAUJO & ARAGAO, 2014).

Estes efeitos podem ser ponderados em diminutas concentracfes, as quais permitem a
sobrevivéncia dos organismos, mas afetam suas funcGes bioldgicas, tais como reproducéo,

desenvolvimento de ovos, crescimento e maturagdo (BERTON, 2013).

Os efeitos toxicos de uma amostra-teste sdo avaliados por meio de variaveis biolégicas
como: letalidade, imobilidade, reproducédo, crescimento e fisiologia. Podem ser expressos
quantitativamente através do nimero de organismos mortos, nimero de ovos produzidos,
ndmero de jovens produzidos, reducdo no crescimento ou qualitativamente observando-se o
comportamento do organismo-teste durante o ensaio (ARAUJO & ARAGAO, 2014).

Assim como muitos agentes quimicos, 0s agentes mutagénicos causam alteragdes no
DNA de organismos causando efeitos negativos (UMBUZEIRO & ROUBICEK, 2014) sobre

a diversidade de espécies presentes nos ecossistemas.

Os compostos mutagénicos encontram-se distribuidos nos diversos ecossistemas (agua,
ar e solo), sendo transferidos e acumulados através das cadeias troficas, e assim podendo
causar efeitos genotoxicos nos individuos ou populagbes expostas (UMBUZEIRO &
ROUBICEK, 2014).

A deteccdo de danos no DNA tem sido amplamente estudada através de metodos
laboratoriais a fim de entender os tipos de lesGes geradas e suas consequéncias em niveis mais
elevados da organizacdo bioldgica (ZENKNER et al., 2013).

O estudo e a relevancia da deteccdo dos riscos genotoxicos associados com a poluicdo
da agua foram primeiramente percebidos no fim da década de 70, quando novos métodos
foram desenvolvidos para monitorar a presenca de produtos lesivos ao DNA no ambiente
aquatico (ZENKNER et al., 2013).

Os ensaios de avaliacdo da genotoxicidade sdo amplamente empregados em estudos de
toxicologia genética de produtos (quimicos, farmacéuticos, alimenticios, bioldgicos e fisicos)
(BERTON, 2013), do mesmo modo podem ser aplicados na avaliacdo de compostos quimicos
puros ou de misturas, produtos naturais, ou ainda, em amostras ambientais, como agua bruta,
agua tratada, efluentes industriais e amostras atmosféricas (UMBUZEIRO & ROUBICEK,
2014).
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Os ensaios genotdxicos, no que se refere ao ensaio Cometa (Comet Assay), podem
complementar outros ensaios como, por exemplo, os ecotoxicoldgicos, nos quais organismos
aquéaticos como Daphnia magna sdo amplamente utilizados na avaliacdo de uma determinada
amostra aquosa (ZENKNER et al., 2013). Este ensaio foi desenvolvido recentemente, e traz
como uma das inovagdes contornar as dificuldades encontradas nos ensaios citogenéticos. O
ensaio genotdxico (Cometa) tem sido especialmente prético para estudos relacionados com a
deteccdo de danos no material genético de organismos- sentinela (UMBUZEIRO &
ROUBICEK, 2014).

3.5.1 Organismos-testes

Para analises de toxicidade s&o utilizados organismos que tenham representatividade e
alta sensibilidade a compostos estranhos ao seu meio, pois se estes individuos forem afetados,

é provavel que os outros organismos também os serdo (HARMEL, 2004).

Os organismos bioindicadores podem detectar a presenca de substancias perigosas que
normalmente ndo sdo detectadas, muitas vezes provenientes de reaces quimicas complexas
no préprio ambiente (HARMEL, 2004).

Os primeiros relatos de utilizacdo de ensaios de toxicidade com organismos aquaticos
datam da década de 1920, sendo que o0s peixes foram 0s primeiros organismos a serem
utilizados (ARAUJO & ARAGAO, 2014).

Atualmente, diversos ensaios de toxicidade estdo bem estabelecidos, constituindo em
sua maioria padronizados nacional e internacionalmente por associa¢fes ou organizacdes de
normalizacdo, como a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), American Society
for Testing and Materials (ASTM), American Water Work Association (AWWA),
International Organization for Standardization (ISO) e Organization for Economic Co-
Operation and Development (OECD) (ARAUJO & ARAGAO, 2014).

Sendo os organismos utilizados representativos da biota, é preconizado que também que
0s ensaios sejam de facil aplicacdo, que os organismos- testes estejam sempre disponiveis,
possam ser padronizados e utilizados em outros sistemas de teste, além de ser concludentes,

principalmente em casos nos quais ocorre crime ambiental (KNIE & LOPES, 2004).
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Para Domingues e Bertoletti (2014), devem-se buscar espécies com estabilidade
genética e que possibilitem a obtencéo de lotes uniformes de organismos, como exemplo, 0s
microcrustaceos Daphnia e Ceriodaphnia, por serem partenogenéticos, preenchem ambos 0s
quesitos. Dentre os principais organismos utilizados como bioindicadores da qualidade da
agua doce, o presente estudo utilizar-se-a4 do microcrustdceo Daphnia magna e da microalga
Scenedesmus subspicatus.

A Daphnia magna STRAUS, 1820 (Cladocera, Crustacea) (Figura 2), é um
microcrustaceo planctdnico que atua na cadeia alimentar aquatica como consumidor primario,
alimentando-se por filtracdo de material orgénico. O alimento é transferido para a boca, onde
é moido pelas mandibulas e direcionado para o trato digestivo (KNIE & LOPES, 2004).

Figura 2. Fotografia do microcrustaceo Daphnia magna em fase juvenil.

nd

Fonte: A autora.

As espécies de Daphnia tém de 0,5 a 5,0mm de comprimento e uma carapaca bivalve
transparente que encerra todo o corpo, com excecdo da cabeca e antenas. A reprodugdo por
ser partenogenética, da origem a populacdes constituidas inteiramente por fémeas, até que
ocorra um estresse ambiental, surgindo machos denominados de efipios (DOMINGUES &
BERTOLETTI, 2014).

Hernando (2003) e Harmel (2004) descrevem que em se tratando de zooplacton, o
género Daphnia, é frequentemente empregado em ensaios ecotoxicoldgicos devido a este ser
um dos grupos mais sensiveis aos quimicos toxicos, e devido ao fato deste organismo ocupar

posicdo central na cadeia alimentar de ambientes Iénticos.
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Popularmente conhecida como pulga d’agua, devido aos movimentos especificos das
segundas antenas que lhe da a aspecto de se deslocar em pequenos saltos, a Daphnia magna €
um microcrustaceo de dgua doce, da familia Daphnidae com um tamanho médio de 5a 6 mm
de comprimento quando adulta (KNIE & LOPES, 2004).

De acordo com Knie e Lopes (2004) o emprego de Daphnia magna como organismo
teste é devido principalmente a geracdo de descendentes geneticamente idénticos, o que
assegura certa uniformidade de respostas nos ensaios; ao cultivo em laboratério sob condicdes
controladas ser facil e sem grandes dispéndios; ao facilitado manuseio da espécie, devido ao
seu tamanho grande, em comparacdo com outros microcustaceos; ao ciclo de vida e de

reproducdo suficientemente curto, o que permite também sua aplicacdo em testes crénicos.

Para Berton (2013), o teste de toxicidade utilizando o microcrustacio Daphnia magna é
0 bioensaio mais usado internacionalmente para a varredura da toxicidade dos produtos
quimicos e para 0 monitoramento da toxicidade de efluentes, além de tratar-se um organismo
que é reconhecido internacionalmente e tem sido usado ha décadas em laboratdrios

ecotoxicologicos no mundo todo.

A microalga Scenedesmus subspicatus (Figura 3) € uma alga verde plancténica,
representante dos produtores primarios nos ecossistemas de agua doce (KNIE & LOPES,
2004). Como indicadores da poluicdo aquatica, as algas sdo usadas aproximadamente ha 100
anos para avaliar a qualidade hidrica, de efluentes, bem como a periculosidade de substancias
quimicas (KNIE & LOPES, 2004).

Figura 3. Microalga Scenedesmus subspicatus usada para a alimentacdo da Daphnia magna e
para o ensaio cronico.
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Fonte: UTEX Culture Collectionof Algae, 2016.
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As algas sdo um conjunto heterogéneo de organismos que variam de pequenas células
individuais a algas gigantes e que pertencem a diferentes linhagens evolutivas (BERTON,
2013). Quando na natureza, a Scenedesmus subspicatus forma agregados de 5 ou 6 células, ao
passo que no cultivo em laboratério ela se mostra, frequentemente, unicelular (KNIE &
LOPES, 2004).

No ambiente aquatico, as algas sdo a base do ciclo de vida, servindo de alimentos para
outros organismos, além de destacar-se na manutencdo do equilibrio do ambiente aquético,
pois participam do ciclo biogeogquimico, especialmente nos ciclos do carbono, oxigénio,
nitrogénio, fosforo e silicio (KNIE & LOPES, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O objeto de estudo tratou-se da sub-bacia hidrografica do rio Itapocuzinho, a qual
abrange 0s municipios de Guaramirim, Jaragua do Sul e Schroeder na regido noroeste do
estado de Santa Catarina, totalizando uma é&rea de 397,02Km? (AMVALI, 2015) e uma
populacdo de 193.611habitantes (CENSO 2010), sendo desconhecido o percentual da
populacdo que € abastecida pelas aguas da sub-bacia. A sub-bacia do rio Itapocuzinho
pertence a bacia hidrografica do Itapocu (Figura 4), composta por nove sub-bacias (Figura 5),
uma area de drenagem de 3152,02 km? (HOLLER, 2012), abrangendo 13 municipios do
estado de Santa Catarina (AMVALI, 2012), dos quais aproximadamente 500.000 habitantes
sdo abastecidos pela 4gua da bacia do Itapocu (STEINBACH & TOMASELLI, 2013).

Figura 4. Mapa com a localizacao e abrangéncia da Bacia Hidrogréafica do Itapocu no estado
de Santa Catarina.
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Fonte: HOLLER, 2012.
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Figura 5. Mapa com as 09 sub-bacias hidrograficas que compdem a bacia hidrografica do rio
Itapocu. Em destaque a sub-bacia hidrogréfica do rio Itapocuzinho.
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O rio Itapocuzinho é um dos principais afluentes do rio Itapocu, juntamente com o rio
Pirai e o rio Putanga, drenando também as regides altas do municipio de Joinville (SANTA
CATARINA, 1997). Possui instalada no rio Bracinho, um dos afluentes do rio Itapocuzinho,
uma usina hidrelétrica (SANTA CATARINA, 1997), denominada PCH Itapocuzinho 1A,
localizada no municipio de Schroeder, com geracdo de potencial elétrico de 11,70MW
(BIOVITA, [s.d]).

Na bacia hidrografica do rio Itapocu ha cinco estacdes pluviométricas, as quais estdo
localizadas nos municipios de Jaragua do Sul, Corupa, Schroeder e em Araquari (HOLLER,
2012), sendo que a estacdo denominada Schroeder (Figura 6) esta fixada no rio Itapocuzinho
nas coordenadas Lat. -26°2621.00 e Long. -49°03'46.00. A precipitacdo nesta estacdo
pluviométrica localizada na sub-bacia do rio Itapocuzinho é elevada, com 2.159 mm/ano,
coeficiente de escoamento de 0.71, vazdo média de longo periodo de 17.400 L/s e média das
vazdes minimas médias de sete dias de 4.700 L/s (HOLLER, 2012).
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Figura 6. Mapa das estac6es pluviométricas presentes na Bacia Hidrografica do rio Itapocu,
com destaque para a estacdo denominada Schroeder.
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O rio Itapocuzinho apresenta um comprimento total de 35,87 km, sendo os valores de
temperatura média na bacia hidrogréafica acima de 16,71°C e umidade relativa do ar em torno
de 83% com pequena variagdo entre as estacdes do ano (BIOVITA, [s.d]), atingindo até 88,13
% (HOLLER, 2012). Possui como principais afluentes os rios Duas Mamas, rio do Braco, rio
do Julio e o ribeirdo Manso, sendo assim considerado um rio que faz limite intermunicipal
entre os municipios de Jaragua do Sul e Schroeder (THIESEN, 2009).

Através da Portaria Estadual n® 024/1979, os cursos d’agua da bacia hidrografica do rio
Itapocu sdo classificados, quanto ao uso, nas classes 1 e 2, sendo muitos afluentes, como o rio
Itapocuzinho, considerados como classe 2, tendo suas aguas destinadas ao abastecimento
humano, a protecdo das comunidades aquaticas, a recreacdo de contato primario, a irrigacdo
de hortaligas, campos, parques e aquicultura e atividade de pesca.

Em sua margem esquerda, nos limites do municipio de Jaragué do Sul, em sua por¢éo
urbana, o rio Itapocuzinho compreende de montante para jusante, os bairros de Santa Luzia,
Jodo Pessoa, Vieira e Centenario (THIESEN, 2009).

No rio Itapocuzinho a predominancia da ocupacdo do solo ao longo da margem
esquerda é dada pelas atividades de agricultura, incluindo irrigacdo das lavouras de arroz,

indUstrias téxteis e metal mecanico, pastagem, comércio local e abastecimento de residéncias
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(Figura 7) (THIESEN, 2009). Nesta margem apenas 13% dos trechos analisados apresentam
metade de sua cobertura vegetal conservada e 87% dos solos possuem diminutos valores de
cobertura vegetal (Inferiores a 49%) (THIESEN, 2009).

Ainda no bairro Centenario, embora as atividades industriais sejam mais intensas e o
uso residencial seja consolidado, as invasdes sobre as faixas ciliares de quinze metros se

devem novamente as pastagens (THIESEN, 2009).

Figura 7. Gréfico do uso e ocupacdo do solo no rio Itapocuzinho (margem esquerda).

agricultura
44%

Fonte: THIESEN, 2009

Em relacdo a vegetacdo, a margem direita, localizada no municipio de Schroeder, possui
85% de trechos com mais da metade de cobertura vegetal, sendo que 11% tém entre 16% e
49% de vegetacdo e 4% restantes tém apenas 15% ou menos de cobertura vegetal, ocorrendo
ainda grande percentual de solo exposto por pastagens e por preparo do solo para plantio
(42%) (THIESEN, 2009).

A figura 8 demonstra a ocorréncia das ocupacdes sobre a margem direita do rio

Itapocuzinho ao longo do trecho urbanizado no municipio de Schroeder.
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Figura 8 — Grafico da ocupacéo da faixa marginal ribeirinha em 15 metros distantes do leito
do rio — rio Itapocuzinho (margem direita), municipio de Schroeder.
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Fonte: THIESEN, 2009.

4.2 DEFINICAO DOS PONTOS AMOSTRAIS

Os pontos amostrais, Ponto #1, Ponto #2 e Ponto #3, foram pré-determinados
geograficamente por imagens de satélite no programa Google Earth e definidos por meio do
aparelho receptor do Sistema de Posicionamento Global (GPS), modelo Etrex 20 da marca
Garmin, o qual registrou as coordenadas dos pontos de coleta das amostras (Figura 9), as

quais tiveram como critérios de inclusao:

« A equidistancia entre os pontos de coleta
« O uso e aocupacdo do solo no local

» Facilidade de acesso aos pontos amostrais
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Figura 9. Mapa com a localizagdo dos pontos de coleta na sub-bacia do rio Itapocuzinho.
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Fonte: AMVALLI. Edicdo: Yara de Mello, 2015.
4.2.1 Ponto #1

Ponto amostral localizado no bairro Santa Luzia, pertencente ao perimetro rural do
municipio de Jaragua do Sul, pr6ximo a nascente do rio Itapocuzinho, o qual recebe o aporte
de material do rio do Julio e do ribeirdo Manso. Possui em seu entorno &reas destinada ao
cultivo de arroz, banana, bem como pequenas areas destinadas a pastagem (Figura 10). Suas
coordenadas sdo Lat.: 26°2221.63"S e Long.: 49° 6'33.13"0O (Datum SIRGAS 2000).

Figura 10. Atividades agricolas encontradas no ponto de coleta amostral #1: Cultivo
de arroz e pastagem (A); Banana (B).

Fonte: A autora.
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4.2.2 Ponto #2

Situado no trecho médio do curso d’agua do rio Itapocuzinho e pertencente ao bairro
Jodo Pessoa, pertencente ao perimetro urbano do municipio de Jaragua do Sul, o ponto
amostral #2 possui as coordenadas Lat.: 26°26'11.64" S e Long.: 49° 3'57.74” O (Datum
SIRGAS 2000) e faz limite entre os municipios de Jaragué do Sul e Schroeder (Figura 11).
Apresenta atividades pecuarias e agricolas como pastagens e cultivo de banana nas
proximidades de suas margens.

Figura 11. Ponto de coleta amostral #2: Localizado no trecho médio do rio Itapocuzinho.
Apresenta atividades como o cultivo de banana (A) e pastagens (B) ao entorno de suas
margens.

Fonte: A autora.

4.2.3 Ponto #3

Situado no bairro Centenario, no municipio de Jaragua do Sul, este ponto de coleta € o
mais proximo a confluéncia do rio Itapocuzinho com o rio Itapocu, pertencente a Bacia
Hidrogréfica do Itapocu (Figura 12).

Possui a margem de seu leito majoritariamente desprovida de mata ciliar, o que favorece
a atividade da pastagem de animais bovinos e equinos. No seu perimetro urbano também sao
encontrados industrias metalurgicas, téxteis, entre outras.

Suas coordenadas geogréaficas sdo Lat.: 26°28'40.80"S e Long.: 49° 1'20.20"0 (Datum
SIRGAS 2000).
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Figura 12. Ponto de coleta amostral #3: Localizado préximo a confluéncia com o rio Itapocu
na Bacia Hidrografica do Itapocu. Apresenta atividade de pastagem de animais bovinos e
equinos.

Fonte: A autora.

4.3 AMOSTRAGEM

A amostragem em campo foi realizada em distintas datas durante as esta¢cdes do ano
(Tabela 4), sendo as coletas das amostras de agua efetuadas para todos os pontos amostrais na
estacdo da primavera, verdo, outono, inverno e primavera, respectivamente, para a posterior

andlise da agua através dos ensaios de ecotoxicidade aguda, cronica e genotoxica.

Tabela 4. Periodicidade das amostragens no rio Itapocuzinho para os trés pontos de coleta.

Estacdes do Ano Data da amostragem
Primavera 27/10/2014
Verdo 03/02/2015
Outono 04/05/2015
Inverno 14/07/2015
Primavera 25/10/ 2015

Fonte: A autora.

A preparacdo dos frascos de coleta, o transporte, 0 emprego adequado de equipamentos

de campo, o preenchimento da ficha de coleta em campo, a adocdo de medidas de seguranca
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seguiram os critérios estabelecidos pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas com a
norma NBR 9897, no que se refere as condigdes exigiveis para a elaboragdo de planejamento
de amostragem de efluentes liquidos e corpos de agua receptores (ABNT, 1987).

Os procedimentos de amostragem e preservacdo das amostras para posterior utilizacdo
nos ensaios de ecotoxicidade seguiram a metodologia descrita na ABNT (2007) através da
norma NBR 15.469 no que diz respeito a Ecotoxicologia aquatica — Preservacao e preparo das

amostras a serem utilizadas em ensaios ecotoxicolégicos.

4.4 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimicos em campo e em laboratério foram mensurados pela
sonda multiparamétrica HANNA HI-9828, observando-se que o parametro turbidez foi
quantificado somente em campo pelo equipamento Turbidimetro Portatil da marca HACH
modelo 2100Q (Tabela 5).

Tabela 5. Equipamentos utilizados para a medicdo dos parametros fisico-quimicos em

campo.
Parametros Equipamento Portatil
Condutividade elétrica (uS/cm)
Oxigénio Dissolvido - OD (mg/L O,) Sonda multiparamétrica
Potencial hidrogeniénico — pH HANNA HI-9828
Temperatura (°C)
Turbidez (NTU) Turbidimetro HACH 2100Q

Fonte: A autora.

As amostras para a analise fisico-quimica seguiram a metodologia da norma NBR 9897
(1987) no que diz respeito a amostragem em cursos de agua, sendo identificadas e coletadas
em recipientes de plastico em quantidade suficiente de dgua para que fosse imersa a sonda e
realizado as leituras em campo e posteriormente em laboratorio para a utilizagdo nos ensaios.

Todos os resultados das analises foram comparados com a Resolugdo n® 357/2005 do

CONAMA para agua doce de classe 11.
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4.5 ANALISE DE AGROTOXICOS

O procedimento de andlise das amostras de agua do rio Itapocuzinho quanto a presenca
dos agrotoxicos 2,4-D, Glifosato e Carbofurano foi realizada pela empresa LaboPrime
Laboratérios Ltda considerando a resolucio CONAMA N° 357:2005 para classe Il de &gua
doce.

As amostras da agua do rio Itapocuzinho foram coletadas superficialmente, cerca de 20
a 30 cm da superficie, evitando-se zonas de turbilhdes. A coleta foi realizada em Unica data,
no dia 19/01/2016 pelo profissional da empresa contratada, sendo as amostras analisadas pelo
procedimento metodoldgico da cromatografia gasosa em laboratério, seguindo o método
analitico descrito na tabela 6 para cada agrotoxico.

Tabela 6. Descricdo do metodo analitico aplicado aos trés agrotoxicos em estudo.

AGROTOXICO UNIDADE METODO ANALITICO
1 2,4-D Mg/l USEPA Method 8270D
2 Carbofurano ua/L USEPA Method 8270D
3 Glifosato ua/L USEPA Method 300.1 — 04/99

Fonte: Laboprime Laboratorios Ltda.

4.6 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E GENOTOXICOS

4.6.1 Cultivo microcrustaceo Daphnia magna

Os exemplares de Daphnia magna foram cultivados no laboratorio de Ecotoxicologia e
Meio Ambiente da Univille, de acordo com a norma NBR 12713:2009 da ABNT (2009)
(Figura 13). O meio de cultivo (meio natural) foi composto de &gua destilada reconstituida
com nutrientes, pH 7,8 + 0,2, dureza total de 250 + 25 mg.L™ em CaCOs, com renovacéo do

meio duas vezes por semana.

Os organismos foram mantidos em lotes de até 25 adultos por litro, em cristalizadores
de 2.000 e 3.000 mL, com luminosidade difusa com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de

escuro, e temperatura de 18°C a 22°C.
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Figura 13. Cristalizadores de vidros utilizados para o cultivo do organismo Daphnia magna

Fonte: A autora.

A alimentacdo do cultivo foi composta por uma suspensdo de algas da espécie
Scenedesmus subspicatus na quantidade aproximada de 10° célulassmL™ por organismo
adulto, diariamente, ou com intervalo de no maximo dois dias consecutivos, na ocorréncia de
feriados e finais de semanas. A cultura-estoque da alga, contendo o meio Oligo, foi mantida
refrigerada a temperatura de 4°C a 10°C, em meio liquido, por no maximo duas semanas.

O alimento foi fornecido diariamente na proporcdo de 0,5 ml de alimento composto,
constituido por proporcdes iguais de racdo para peixe ornamental fermentada e solucdo de
levedura (Saccharomyces cerevisiae).

O in6cuo das algas foi realizado em meio asséptico (autoclavado em 121°C por 15 min)
de modo que se obtivesse aproximadamente 10° a 10’ células/mL™ em um periodo de
aproximadamente sete dias em temperatura entre 20°C a 30°C, sob iluminacdo e aeracdo
continuas. Apds atingir o crescimento adequado, as culturas eram centrifugadas para retirar o
excesso do meio de cultura da alga e ressuspendidas com a dgua reconstituida utilizada para o

cultivo de Daphnia magna (meio natural).

4.6.1.1 ENSAIO AGUDO Daphnia magna

A metodologia para a realizagdo do teste agudo com o microcrustaceo Daphnia magna
seguiu a norma 12.713:2009 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT:
Ecotoxicologia aquéatica — Toxicidade Aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea).
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O ensaio constitui-se na exposi¢do de organismos jovens (neonatos de 2 a 26 horas) as
amostras da agua do rio Itapocuzinho coletadas nas datas do dia 27/10/2014, 03/02/2015,
04/05/2015 e 14/07/2015, nos trés diferentes pontos amostrais (#1, #2 e #3) sem dilui¢do, ou
seja, com a concentracdo de 100%, bem como a &gua de diluicdo (controle), durante um
periodo de 48 horas, considerando-se todas as condicdes prescritas na referida norma.

O controle foi realizado através de meio natural utilizado para o cultivo do organismo
em laboratério, tratando-se de agua do rio Quiriri, conforme anélise (Anexo A), no municipio
de Joinville, acrescida de elementos tracos e vitaminas. Os parametros fisico-quimicos
acompanhados no inicio e ao final do ensaio foram: pH, temperatura, oxigénio dissolvido e

condutividade elétrica.

Para o desenvolvimento da referida metodologia, os recipientes utilizados foram tubos
de ensaio de 15 mL, devidamente higienizados com solucdo de HNO; e identificados
conforme o tratamento (ponto amostral). Em cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de

cada amostra na concentragdo de 100%, o mesmo ocorrendo para o controle (meio natural).

Os tratamentos e o controle foram preparados em quadruplicatas contendo 05
organismos-testes, totalizando um ndmero de 20 individuos por ponto amostral (Figura 14), e

para o controle.

Ao fim do experimento, os recipientes foram incubados a 20 + 2°C, com auséncia de
alimentacdo e fotoperiodo de 16:8h por 48 horas. Durante o periodo do teste 0s recipientes
foram armazenados em incubadora e cobertos com filme PVC para evitar a evaporagdo e

prevenir qualquer contaminacao.
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Figura 14. Esquema metodoldgico para a realizacdo do ensaio agudo.

Ensaio Ecotoxicolégico Agudo

Controle #1 82 #3

e T e T s S —

Tubos de ensaio
de 15 mL

Mpp=-HPpO " r-rOWCIOPRPCO

Volume de 10 mL/tratamento/controle

05 organismos por tubo de ensaio

Fonte: A autora.

Cumprido o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem dos organismos de acordo
com sua mobilidade, e entdo quantificados aqueles incapazes de nadar na coluna d’agua
durante um periodo de até 15 segundos ap0s uma leve agitacdo do recipiente ou aqueles

flutuantes na superficie, mesmo que apresentando movimento.

4.6.1.2 ENSAIO CRONICO Daphnia magna

Para a realizacdo dos ensaios cronico foram utilizados organismos jovens do
microcrustaceo Daphnia magna (2- 26 horas de idade) obtidos a partir de fémeas cultivadas

no laboratério de Ecotoxicologia e Meio Ambiente da Univille.

Perfazendo um nlmero de 04 ensaios, estes referentes as coletas das datas de
27/10/2014, 03/02/2015, 04/05/2015 e 14/07/2015. Juntamente com as amostras do rio

Itapocuzinho, os organismos foram submetidos a solucéo controle (Meio natural).

A metodologia do teste seguiu a norma estabelecida pela International Organization for
Standardization — 1SO 10.706 (2000), sendo 0s organismos expostos por um periodo de 21

dias sob as mesmas condicGes controladas diariamente no cultivo.

Os tratamentos amostrais e o controle foram desenvolvidos em nimero de 10 réplicas,

dispondo individualmente de 10 organismos-teste em cada béquer de 50 mL (Figura 15).
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Cada béquer recebeu um volume de 25 mL das amostras e do controle. Levados a incubadora,
0s recipientes foram cobertos com filme PVC para evitar a evaporacdo e contaminagdo do
teste por bactérias ou fungos.

Figura 15. Arranjo esquematico do desenvolvimento inicial do ensaio crénico com D. magna.

Fonte: A autora.

Os organismos expostos eram acompanhados ao longo dos 21 dias, sendo que na
primeira semana recebiam alimentacdo diaria com a microalga Scenedesmus subspicatus na
concentracdo aproximada de 10° células/mL™. A partir da segunda semana os jovens de
Daphnia magna eram alimentados em dias alternados: Segundas, quartas e sextas-feiras.
Nestes mesmos dias as solucdes-testes antigas e o controle eram renovados, porém
conservando-se 0 mesmo volume inicial e tendo a devida atencdo para a manutencdo dos

parametros fisico-quimicos dentro dos padrées toleraveis pela espécie.

Os filhotes gerados em cada tratamento (Ponto #1, #2, #3 e controle) foram transferidos
para um novo recipiente para realizacdo da medicdo do comprimento dos mesmos. Os
espécimes de Daphnia adultas encontradas mortas foram registrados e a réplica a qual

pertencia, descartada.

Ainda no decorrer dos ensaios crénicos, foram analisados os parametros sobrevivéncia
das fémeas adultas (BASTOS, 2013), na ocorréncia de alguma morte, e a medicdo dos
individuos jovens de Daphnia magna gerados por fémea/réplica/amostra (Figura 16). Para a
medicdo do pardmetro morfolégico dos neonatos de Daphnia magna, o presente estudo
baseou-se no método descrito por Pereira et al. (2004), utilizando-se para isto as medidas
ventral e dorsal do corpo dos neonatos para posterior relagdo entre as mesmas com o perfil de

49



toxicidade das amostras analisadas (Campos, 2015). Foram utilizados um microscépio 6ptico
da marca Leica modelo DM 1000 e um notebook contendo o programa ToupView 3.7 para o
registro das medidas dorsal e ventral e gravacao das imagens de cada individuo.

Figura 16. Registro fotografico e medicéo dos individuos jovens do microcrustaceo Daphnia
magna com idade de até 48 horas. CV: Comprimento Ventral; CD: Comprimento Dorsal.

Fonte: A autora.

Findado o ensaio cronico foram analisados também os parametros longevidade, no que
diz respeito ao tempo de vida de cada fémea durante os 21 dias da realizacdo do teste, e
fecundidade das mesmas através do nimero de filhotes decorrido das posturas, seguindo a

metodologia proposta por Brentano (2006) para analise destes resultados.

Os organismos que morreram antes do final do teste também foram medidas, desde que
a morte tivesse ocorrido ap0s o 18° dia de teste. A medida de eventuais machos presentes nos
testes ndo foram contabilizados para geracdo das médias de crescimento devido ao

dimorfismo sexual.

A fecundidade foi avaliada pela contagem dos neonatos gerados pelas fémeas no
periodo de 21 dias. Como parametro foi utilizado a média de filhotes gerados por fémea,
considerando o numero de posturas ao longo do teste. Esta média foi obtida através da

equacao 01:

Média = ne total de filhotes Equacao 01

21 dias - n° de ndo posturas
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Para célculo desta média, no caso de haver morte de fémeas adultas, ndo se considera
esta mde e exclui-se o nimero de filhotes que ela havia produzido até entdo. Mas esta
subtracdo so € feita quando a fémea morre antes do 18° dia de teste, pois, ap0s este periodo, a
reproducdo é muito flutuante e a auséncia de filhotes neste periodo ndo ira interferir nos dados
alcados.

4.6.2 ENSAIO GENOTOXICO Daphnia magna

O ensaio do Cometa (Single Cell Gel Assay) permite obter grande quantidade de dados
em células individuais, necessita de um niimero extremamente pequeno de células (< 10.000),
tem grande sensibilidade e pode ser realizado virtualmente com qualquer tipo de célula de
eucarioto (BERTOLETTI & ZAGATTO, 2014).

Para a realizacdo do ensaio de genotoxicidade foram utilizados os exemplares adultos de
Daphnia magna, os quais foram anteriormente submetidos a 02 testes agudo (48 horas) e a 01
teste cronico (21 dias), sendo que para tal seguiu-se a metodologia proposta por Pellegrin et
al. (2014) com algumas adaptacGes, reportadas nas etapas baixo, frente as melhores respostas

obtidas nos pré-ensaios.

Findados os ensaios agudo e crbnico acima citados, os individuos jovens e adultos,
respectivamente, foram transferidos dos recipientes nos quais estavam durante a realizacéo
dos ensaios ecotoxicologicos para papeis filtro absorventes para a retirado do excesso de dgua
presente. Com o auxilio de uma agulha estes eram transferidos para tubos de eppendorf de
1,5mL contendo 400l de tampéo P (para facilitar a posterior extracdo da amostra para 0 novo
tubo eppendorf) e aproximadamente 100ul de microesferas de vidro de diametro de 0,25 —

0,50 mm para a extracdo da hemolinfa através de choque no equipamento amalgamador.

ApoOs este processo, as células eram transferidas para a centrifuga por 5 minutos a
4000rpm para a obtencéo do pellet e a retirada do sobrenadante. Decorrido a centrifugacéo, o
material contido no pellet foi ressuspenso em dois novos eppendorf de 1,5mL, sendo que o
primeiro continha 25uL do material celular para posterior visualizacdo da viabilidade celular
(corado com azul de tripan 0,5%) e o segundo contendo 25uL da suspensdo celular embebida

em 200uL de agarose de baixo ponto de fusédo (BPF 0,7%).
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A suspensdo celular contendo agarose de baixo ponto de fusdo é entdo depositada sobre
as laminas de microscopia que estavam previamente limpas com alcool 70% e embebidas em
agarose de ponto de fusdo normal (PFN 1,5%). Posteriormente, as amostras postas sobre as
laminas eram deixadas a sofrer lise celular por periodo ndo inferior a 16 horas a 4°C para a
digestéo de plasma e membranas celulares.

A seguir a metodologia consistiu em fazer passar uma corrente elétrica de 25V pelas
células lisadas, pelo periodo de 10 minutos, sendo que anteriormente a esta etapa, as amostras
adicionadas nas laminas ficaram em repouso por 5 minutos na cuba de eletroforese. As
laminas contendo o material amostral eram em seguida neutralizadas com 02 mL de tampao
de neutralizacéo e fixadas em alcool etilico a 96%, para que entdo fossem deixadas a secar em
temperatura ambiente e armazenadas no laboratério de Biologia molecular em recipiente

fechado para posterior visualizacao.

Apos a coloracdo com brometo de etidio na concentracdo de 20ug/mL, 30 células por
tratamento foram selecionadas e analisadas no microscopio de Fluorescéncia da marca Nova
Optical Systems localizado no laboratério de Exotoxicologia, com aumento de 400x, filtro de

barreira de 520nm e filtro de excitacdo de 450-490 nm (Figura 17).

Figura 17. Etapas da metodologia para o desenvolvimento do ensaio genotoxico do
Cometa.

™ 25 uL viabilidade celular
com azul de tripano (0.5%)
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(5 min, 4000 rpm)
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Eletroforese (overnight, 4 °C)
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Neutralizagdo/Fixa¢do/Coloragédo )
4 — Zeed
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(sol. alcalina, pH >13,
25V, 300 mA)

Fonte: Campos, 2015.
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Posterior ao processo de coloracgdo e visualizagdo do material, 30 células por tratamento
e controle foram visualmente classificadas em 5 categorias de acordo com o dano que
apresentaram ao DNA: 0 (auséncia de dano), 1- 4 categorias representativas de crescente
intensidade do comprimento da cauda, sendo 4 o dano méximo as células, conforme
metodologia proposta por Collins et al., (1995).; Collins (2004); Campos (2015) (Figura 18).

Figura 18. Classificacdo visual quanto ao dano nas células cometas (Collins et al.,
(1995).; Collins (2004); Campos (2015).

uu | 2
3 e .

Para cada individuo duas avaliacdes foram feitas. Calculou-se o indice de Dano (ID),
definido como o dano total sofrido pelo individuo e a Freqliéncia de Dano (FD), considerada
como o0 numero de células que sofreram algum tipo de dano expresso em forma de
percentagem. Para o calculo do indice de Dano admitiu-se a seguinte formula: ID = [(N° de
cometas classe 0 x 0) + (N° de cometas classe 1 x 1) + (N° de cometas classe 2 x 2) + (N° de
cometas classe 3 x 3) + (N° de cometas classe 4 x 4). Sendo assim, a classificacdo total por
tratamentos permaneceu em uma faixa entre 0 a 120, em razdo do numero de cometas
analisados por tratamentos a cada ensaio (Silva, 2008; Campos, 2015).

Para o calculo da Frequéncia de Dano considerou-se o uso da seguinte formula: FD =
[(N° de cometas classe 1) + (N° de cometas classe 2) + (N° de cometas classe 3) + (N° de
cometas classe 4)]. Deste modo, a Frequéncia de Dano variou numa pontuacdo entre 0 (sem

células lesionadas) a 100 (todas as células lesionadas).

4.6.3 Cultivo alga Scenedesmus subspicatus

Para o cultivo da microalga Scenedesmus subspicatus seguiu-se a metodologia segundo

a NBR 12.648/1992 da ABNT, a partir de um indculo conservado em meio Oligo. A cultura-
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estoque era mantida em aeragao constante no laboratorio de Ecotoxicologia e Meio Ambiente
da Univille, a temperatura ambiente (20 + 30°C) e iluminacdo continua, acima de 4000 lux
(Figura 19).

Figura 19. Cultivo da microalga Scenedesmus subspicatus em meio oligo.

Fonte: A autora.

No terceiro dia, retirou-se uma aliquota e determinou-se a biomassa algal por contagem
em camara de Neubauer, em microscopio optico. A pré-cultura apresentou densidade algal de
10° células mL™ e foi mantida por trés dias nas mesmas condigdes que o ensaio definitivo

para que posteriormente se iniciassem o ensaio crénico com a microalga.

4.6.3.1 ENSAIO CRONICO Scenedesmus subspicatus

No preparo do teste, utilizou-se agua reconstituida como diluente (meio Oligo), sendo
que os testes foram mantidos nas mesmas condi¢des ambientais que os lotes de cultivo, com
luminosidade difusa, iluminacdo continua (lampada fluorescente), velocidade de agitacdo de
135 rpm e temperatura de 25°C.

Os organismos-testes ficaram expostos em concentra¢do pura da amostra do ponto #1,
#2 e #3, aléem do controle (somente agua reconstituida — Meio Oligo), por um periodo de 72h.

Os tratamentos, que continham as amostras, e o controle foram feitos em triplicata em
erlenmeyer de 125 mL. Cada recipiente continha 50 mL da amostra do respectivo tratamento

e para o controle respeitou-se 0 mesmo volume para com o meio Oligo.
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A inoculacdo da alga (Figura 20) foi realizada em meio totalmente asséptico com o
material necessario anteriormente autoclavado e o ambiente esterilizado. Posteriormente ao
acréscimo biomassa de alga, no valor celular aproximado de 10° - 10°, os erlenmeyers eram

cobertos com rodilhdes novos para evitar contaminagéo externa.

Figura 20. Inoculacdo da microalga Scenedesmus subspicatus nas amostras.

Fonte: A autora.

O objetivo deste teste foi determinar o efeito toxico atraves da inibi¢cdo do crescimento
da biomassa algacea (IC) nos tratamentos confrontando com o controle nas quatro coletas
amostrais (03/02/2015, 04/05/2015, 14/07/2015 e 25/10/2015).

A contagem inicial do in6culo, bem como a concentracdo final de algas em cada réplica
foi procedida de quantificacdo das células em camara de Neubauer contando-se 05 quadrados
do quadrado central (25 quadrados) e assim equivalendo a 1/5 do volume total.

Para a determinacdo da inibicdo do crescimento da biomassa algacea foi utilizado a
equacdo abaixo, a qual comparou a taxa de crescimento médio obtida entre as triplicatas dos

tratamentos e a taxa de crescimento médio obtida na solucdo do controle (Equacéo 02).

Equacéo 02
IC = Mc - Ma x 100

Mc
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Onde: IC: é a porcentagem de inibicdo do crescimento algaceo.
Ma: é a média do nimero de células das solugdes-teste.

Mc: é a média do nimero de células da solucédo controle.

4.7 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Posteriormente a realizacdo dos ensaios agudo com o microcrustdceo Daphnia magna,
os resultados foram expressos qualitativamente como toxico ou ndo toxico para o organismo

teste e plotados em tabela para a melhor elucidacao dos dados.

Para os resultados dos ensaios cronicos com os organismos Daphnia magna aplicou-se
andlise estatistica ANOVA para a verificacdo da existéncia de diferencas entre as médias dos
tratamentos e controle, e posteriormente, para os resultados que mostraram-se significativos,
foi realizada a analise de Dunnet pelo programa Statistica 8.0°. Por se tratar de dados
parameétricos, anteriormente as analises estatisticas foram necessarias a avaliacdo da
normalidade dos dados através do teste de Kolmogorov-Smirnov e da homogeneidade dos
mesmos através do teste de Levene’s para testar a hipotese nula de que ndo havia diferenca
entre os resultados dos tratamentos com o controle.

Para 0s ensaios cronico com a microalga Scenedesmus subspicatus aplicou-se a
equacdo da Inibicdo do Crescimento (IC) Algaceo, calculando-se e tabulando o percentual do
mesmo em relagéo ao controle.

Os resultados da analise dos cometas classificados em niveis de 0 a 4 foram somados e
avaliados estatisticamente quanto a sua normalidade e homocedasticidade pela analise de
variancia (ANOVA) através do programa Statistica 8.0 para a verificagdo da diferenca entre
as médias dos tratamentos e o controle negativo. Ndo havendo diferenca estatistica
significativa e os dados ndo apresentando normalidade, os mesmos foram classificados por
tratamentos e por ensaio segundo o Indice de dano (ID), Frequéncia de Dano (FD) e o Dano
ao DNA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PARAMETROS FiSCO-QUIMICOS DAS AGUAS DO RIO ITAPOCUZINHO

Os valores encontrados para 0os parametros fisicos e quimicos em campo (TABELA 7)
foram confrontados com Resolu¢do CONAMA n° 357/05 para agua doce de classe Il e em sua
maioria encontram-se dentro dos padrdes estabelecidos para a manutencdo da qualidade da
agua.

A tabela 7 apresenta os resultados dos parametros fisico-quimicos analisados em 03
pontos amostrais na sub-bacia hidrogréafica do rio Itapocuzinho nas datas 27/10/2014,
03/02/2015, 04/05/2015, 14/07/2015 e 25/10/2015.

Tabela 7. Valores encontrados para os parametros fisico-quimicos das aguas do rio Itapocuzinho: Condutividade

elétrica, pH, Oxigénio Dissolvido, Temperatura e turbidez, seguidos da média e desvio padrdo para cada ponto
amostral.

PO Dwa elnca M Disoido Temerswra  Turbide
(uS/cm) (mg/L)
PONTO 27/10/2015 47 6,50 4,50 26,35 40,8
#1 03/02/2015 50 7,31 1,23 23,05 4,38
04/05/2015 52 7,69 3,43 19,27 6,18
14/07/2015 108 7,88 5,20 20,49 9,76
25/10/2015 44 7,20 5,90 17,21 10,00
Média e DP 60,2+26,89 7,32+0,53 4,05+1,82 21,07+£3,54 14,22+15,05
PONTO 27/10/2015 76 6,70 3,99 24,00 15,90
4 03/02/2015 72 7,04 3,45 24,26 4,00
04/05/2015 71 7,31 4,10 20,48 9,70
14/07/2015 77 7,83 6,09 19,47 17,2
25/10/2015 92 7,40 5,44 17,95 12,00
Média e DP 76,40+8,44 7,15+0,42 4,22+1,10 21,23+2,80 10,2645,27
PONTO 27/10/2015 111 6,52 3,59 25,52 13,30
#3 03/02/2015 93 7,01 4,30 26,09 4,19
04/05/2015 80 7,34 4,21 21,43 22,00
14/07/2015 78 7,21 5,80 21,05 18,50
25/10/2015 120 7,90 5,60 18,23 6,00
Média e DP 96,4+18,64 7,20+0,50 4,70+0,96 22,46+3,30 12,80+7,71
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Cabe observar que os parametros fisico-quimicos da &gua estdo diretamente
relacionados a presenca de matéria orgénica e inorganica, além de influenciar na toxicidade

das substancias para os organismos ali existentes (NOGUEIRA NETO, 2009).

Figura 21. Valores médios, maximos e minimos obtidos da condutividade elétrica: Variagdo
espacial (A) e variacdo temporal da condutividade elétrica (B).
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Figura 22. Valores médios, maximos e minimos obtidos do pH: Variacdo espacial (C) e
variagdo temporal do pH (D). = Faixa de valores aceitos pelo CONAMA n°357/2005 —
classe I1.
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Em relacdo a condutividade elétrica notou-se uma oscilacdo espaco-temporal dos
valores para este parametro nos trés pontos amostrais (Figura 21). A variacdo espacial da
condutividade esteve entre o valor médio de 60,20 puS/cm no Ponto #1 a 96,40uS/cm no Ponto
#3, 0 qual apresentou o maior valor médio em relacdo aos demais pontos. De acordo com a
figura 21. A, o aumento da condutividade da-se da montante (Ponto #1) a jusante (Ponto #3),
significando que os valores mais elevados sdo possivelmente devidos ao despejo de efluentes
domésticos e as atividades agricolas nos campos marginais que provocaram a contaminagdo
da &gua e, consequentemente, um aumento da quantidade de ions nela dissolvidos (VILLA,
2005; BOTELHO, 2013).
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Nota-se também variacdo temporal da condutividade nas diferentes datas de
amostragem, sendo que, este parametro apresentou influencia da sazonalidade, com os valores
diminuindo da primavera para o verdo e assim também para o outono, e aumentando na
estacdo do inverno e primavera de 2015.

A variacdo espaco-temporal do pH no rio Itapocuzinho (Figura 22) demonstra
semelhancas nos valores tanto dos pontos amostrais quanto das datas de amostragem. Estes
valores médios mostraram-se, para todos os pontos, dentro dos padrfes estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA n° 357/05 para classe Il do rio com valores na faixa de 6,0 a 9,0.

Souza (2012) através do monitoramento dos pardmetros fisico-quimicos da Bacia
hidrografica do rio Itapocu realizado entre os meses de marco e abril de 2012 no municipio de
Jaragua do Sul encontrou valores de pH que variaram de 6,79 a 8,17, sendo a variacdo dentro
dos 10 pontos amostrais analisados. Valores similares também foram encontrados em estudo
realizado pela Amvali (2013) em estudo realizado no ano de 2012 a 2013 para 0 rio
Itapocuzinho, abrangendo o valor minimo de 6,60 e maximo de 8,03.

Segundo MINELLA (2005) a variacdo do pH pode ocorrer naturalmente na presenca de
acidos carbonicos e humicos dissolvidos, porém grandes alteracbes provém de despejos
industriais e 4guas residuais.

Com relagdo ao Oxigénio dissolvido (OD), Segundo a Resolugdo CONAMA n° 357/05
os valores permitidos para a manutencdo da qualidade deste rio (Classe I1) ndo devem estar
inferiores a 5mg/L. Em sua maioria 0s pontos amostrais apresentaram-se com oxigénio
dissolvido abaixo do valor referido, sendo somente nas datas de amostragem 14/07/2015 e

25/10/2015 que este parametro enquadrou-se segundo a referida resolucao (Figura 23).

Figura 23. Valores médios, maximos e minimos obtidos do oxigénio dissolvido: Variacao
espacial (A) e variacdo temporal do oxigénio dissolvido (B). Faixa de valores aceitos
pelo CONAMA n°357/2005 — classe I1.
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A figura 23 demonstra que na variagdo espaco-temporal do oxigénio dissolvido, a
média dos valores nos trés pontos amostrais estd abaixo do valor descrito pela Resolugdo
CONAMA n°357/2005 para rios de classe Il, evidenciando a presenca de atividade
consumidora de oxigénio nos trés pontos amostrais do rio Itapocuzinho. Em  relagdo  a
variacdo temporal do oxigénio dissolvido, o0 mesmo atingiu o valor minimo de 1,23 mg/L
(03/02/2015) e maximo de 6,09 mg/L (14/07/2015) (Tabela 7). Valores distintos foram
encontrados para o rio Itapocuzinho no ano de 2012 a 2013 em estudo realizado pela Amvali,
tendo como valor minimo 5 mg/L e maximo de 9,74 mg/L.

A concentracdo de oxigénio dissolvido nos cursos d'agua depende da temperatura, da
pressao atmosférica, da salinidade, das atividades bioldgicas, e de caracteristicas hidraulicas
(PETRUF et al., 2011). Este pardmetro é um indicativo da conservagdo do ambiente que pode
estar sendo afetado com presenca de fontes de poluicdo ao seu entorno comprometendo a
qualidade de sua agua, bem como langamentos pontuais de alguns efluentes. Segundo Minella
(2005), as quedas significativas nas concentracdes de oxigénio dissolvido sdo provocadas por

despejos principalmente de origem organica.

Figura 24. Valores médios, maximos e minimos obtidos da temperatura: Variacdo espacial
(A) e variacdo temporal da temperatura (B).
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Figura 25. Valores médios, maximos e minimos obtidos da turbidez: Variacdo espacial (C) e
variagdo temporal da turbidez (D). Faixa de valores aceitos pelo CONAMA n°357/2005
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Na Resolugdo n® 357 CONAMA (2005), ndo constam os valores limites para o
parametro fisico-quimico temperatura, porém & de conhecimento que este parametro € de
extrema importancia em avaliacdes de ambientes aquaticos, por refletir as variagcbes sazonais
(TOMAZELA, 2008).

A temperatura das amostras tiveram os valores distribuidos entre 17,80°C e 26,09°C
(Figura 24). A distribuicdo dos valores para o parametro temperatura mostra a influéncia da
variacdo sazonal e atmosférica (TOMAZELA, 2008), sendo que este comportamento de
oscilacdo ocorre naturalmente de acordo com a variacdo da temperatura do ar, sendo
influenciada também pela latitude, altitude, estacdes do ano, periodo do dia, vazdo e
profundidade (MINELLA, 2005).

Os dados da turbidez nas amostras apresentaram variacfes consideraveis, sendo
descritos os valores médios na figura 25. Em termos espaciais e temporais, a turbidez nao
mostrou influéncia sazonal, e sim um aumento da média na data de amostragem 27/10/14
(Figura 25 D) em relacdo as outras datas de coletas. Este aumento pode estar relacionado as
atividades agricolas presentes em suas margens, bem como a aplicacdo dos defensivos
agricolas aplicados no més de Setembro a Dezembro no cultivo de arroz e até o més de Abril
no cultivo da banana, sendo estas substancias carreadas para o leito do rio apOs ventos e
chuvas, impedindo a passagem de luz solar na agua, devido a suspensdo de microparticulas
solidas na lamina d’agua.

Valores altos podem expressar ambientes com margens instaveis e sem vegetacdo
riparia para auxiliar na retencdo de sedimentos (AMVALI, 2013). Em todos os pontos

amostrais e nas diferentes datas de amostragem, a turbidez apresentou-se de acordo com a
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resolucdo pertinente para a classe Il de 4gua doce com valores até 100 NTU, mantendo-se

dentro de uma faixa aceitavel para o equilibrio da vida aquética.

5.2 ANALISE DE AGROTOXICOS

O resultado da analise dos agrotoxicos 2,4-D, Carbofurano e Glifosato realizado pela
empresa Laboprime esta descrito no Anexo B. Na tabela 8 foram sintetizadas as informacoes
a respeito desta analise mostrando a auséncia ou mesmo a diminuta presenca destes mesmos
ingredientes ativos nos pontos amostrais localizados no rio Itapocuzinho para as cinco datas
de amostragens.

Tabela 8. Resultado da analise dos agrotdxicos e o limite de quantificacdo dos mesmos.

AGROTOXICO PONTO DE LIMITE DE _ RESULTADO
COLETA QUANTIFICACAO (ng/L)
(ng/L)

24-D #1

#2 0,3 <0,3
#3
#1

Carbofurano #2 5.0 <5,0
#3
] #1

Glifosato #2 50,0 <50,0
#3

Embora a presente analise ndo tenha detectado os agrotoxicos em estudo, em outras
condicdes pode-se ter efeito divergente ao encontrado, por exemplo, com a mudanca da época
do ano e o nimero de aplicacBes de pesticidas nos campos proximos, bem como a ocorréncia
e magnitude de eventos de chuva, se estas ocorreram logo apés a aplicacdo de pesticidas, o
que pode influenciar as concentracdes dos pesticidas (LEITE, 2008).

O Brasil possui legislacdo especifica sobre agrotoxicos (Lei n° 7.802/89), que
regulamenta o uso em todo o territorio, apresentando 0s mesmos requintes de modernidade
utilizados na legislacdo dos Estados Unidos, Europa e Canada, os quais preveem a proibicdo
de agrotoxicos que apresentem carcinogenicidade, mutagenicidade e teratogenicidade, e
afetem assim o aparelho reprodutor e cause danos ao meio ambiente (GRISOLIA, 2005).

O grande problema da utilizacdo destes produtos quimicos toxicos esta relacionado aos
possiveis impactos negativos que podem provocar quando atingem os ambientes aquéticos,

espécies sensiveis e ndo- alvos (SOUZA, 2008).
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Ainda que para o presente estudo a presenca dos agrotoxicos 2,4-D, Carbofurano e
Glifosato ndo tenham sido detectados pela determinada metodologia, deve-se levar em conta
que raramente detectam-se estes compostos quimicos em aguas correntes, principalmente em
aguas de rio, mesmo em areas similares a do presente estudo, com presenca de atividades
agricolas sujeitas ao contato direto com agrotoxicos. Segundo Leite (2008), esta dificuldade
na deteccdo dos agrotoxicos é devido a dindmica dos corpos d’agua de um rio, o qual
transporta substancias rio abaixo imediatamente ap6s seu aporte no rio, além da baixa
estabilidade dos compostos no ambiente. Visto que ao entorno do rio Itapocuzinho pratica-se
em sua maioria o0 sistema pré-germinado para o cultivo de arroz, aplicando-se diretamente o
agrotoxico na lamina d’agua, o mesmo ¢ rapidamente metabolizado ou degradado por
microorganismos decompositores presentes na coluna d”agua e no solo.

Por tratar-se de uma analise realizada em um Unico periodo, e em momentos distintos
aos 0s ensaios ecotoxicologicos deve-se considerar que, este resultado pode mostrar a
realidade das aguas do rio Itapocuzinho, porém convém alertar que a exposi¢do humana e
animal a qualquer concentracdo destes produtos pode causar efeito agudo, ou, até mesmo,

apos longo periodo de exposi¢cdo, provocar dano cronico.

5.3 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E GENOTOXICOS
5.3.1 Ensaio agudo com Daphnia magna

A tabela 9 apresenta os resultados dos ensaios ecotoxicologico agudo realizado com
amostras dos trés pontos amostrais do rio Itapocuzinho nas datas de 27/10/2014 (Primavera),
03/02/2015 (Verao), 04/05/2015 (Outono) e 14/07/2015 (Inverno).

Tabela 9. Resultados dos ensaios agudos com Daphnia magna para o0s trés pontos amostrais.
Percentual de mobilidade dos organismos ao final dos ensaios (%).
DATAS DE AMOSTRAGEM

Tratamentos 27/10/2014 03/02/2015  04/05/2015 14/07/2015
Controle 100 100 100 100
Ponto #1 100 100 100 100
Ponto #2 100 100 100 100
Ponto #3 100 100 100 100
Resultado Né&o Toxico N&o Toxico N&o Toxico N&o Toxico
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Segundo a NBR 12713 (ABNT, 2009), a qual considera um ensaio agudo valido
somente quando o mesmo apresentar no controle um nimero de imobilidade dos organismos
submetidos ao teste menor que 10%. No presente estudo, observou-se que no controle, todos
0S organismos testados estavam vivos e apresentavam mobilidade, o que tornou capaz a
realizacdo dos testes com as amostras dos pontos de amostragem.

Para o presente trabalho as amostras do rio Itapocuzinho ndo apresentaram toxicidade
aguda para o organismo Daphnia magna nos diferentes pontos de amostragem. O mesmo
resultado foi encontrado por Brentano e Henrique (2010) na avaliagdo ecotoxicoldgica de trés
pontos amostrais no rio Papaquara, localizado em regido urbana do municipio de

Floriandpolis, para o microcrustdceo Daphnia magna.

Assim como no presente estudo, Silva em 2012, ndo identificou toxicidade aguda para
D.magna no estudo realizado no Brejo do Cagarrdo em Portugal, o qual se encontrava
marjoritariamente ocupado pela atividade agricola.

Em estudo realizado por Medeiros et al. (2010) e Campos (2015) no rio do Braco, no
municipio de Joinville com o organismo Daphnia similis e Daphnia magna, respectivamente,
ndo foram observados efeito toxico agudo, com excecdo do ponto RB2 para Campos (2015).
Ainda segundo Campos (2015), utilizando o mesmo organismo teste para amostras do rio
Cubatdo (Joinville), observou-se toxicidade em um Unico ponto amostral (RC1), porém
igualmente ao ponto RB2, 0 mesmo episodio de toxicidade pode ter ocorrido devido a alguma
interferéncia no ensaio causando falso positivo, visto este resultado ter sido pontual para o
més de Janeiro e somente para dois dos cinco pontos amostrais. Os dois rios anteriormente
citados apresentam diferentes atividades antropicas, tais como, industrial, agricola, urbanas e

rurais, bem como a presenca de empresas de mineracdo em trechos do rio do Braco.

5.3.2 Ensaio crénico com Daphnia magna

A validacdo do ensaio cronico quanto a longevidade, a sobrevivéncia e 0 nimero de
posturas teve como base os trabalhos de Brentano (2006), Terra e Feiden (2003), os quais
observaram como necessario para 0s organismos expostos a solucéo controle, o percentual de
80% dos organismos-teste com 21 dias de longevidade, 80% de sobrevivéncia e minimo de 4

posturas durante os 21 dias.
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Os parametros bioldgicos aqui avaliados foram mensurados através de amostras
coletadas nas datas de 27/10/2014 (Primavera), 03/02/2015 (Verdo), 04/05/2015 (Outono),
14/07/2015 (Inverno).

5.3.2.1 Comprimento dos filhotes

Através da determinacdo do coeficiente de correlagdo linear de Pearson para as
variaveis, os resultados das medi¢des dos filhotes revelaram uma correlacdo linear forte
positiva entre o comprimento dorsal e ventral dos filhotes (r =0,82182, n = 172, p < 0.05).
Similar resultado foi encontrado pela analise de regressdo linear com um moderado
coeficiente de determinacéo (r* = 0,6754) (Figura 26).

Assim como encontrado por Campos (2015), o coeficiente de regressdo linear permite-
nos afirmar que uma dada medida é boa estimadora da outra, ou seja, dado um valor
hipotético de comprimento dorsal, € possivel aferir o valor do comprimento ventral
aproximado e vice-versa. De tal modo, pode-se dizer que apenas 33% da variancia da

regressao ndo depende das variaveis estudadas.

Figura 26. Grafico de dispersdo entre o comprimento dorsal (mm) e o comprimento ventral
(mm) dos filhotes. Resultados do coeficiente de correlacdo de Pearson (r), da reta de regressao

linear e do correspondente coeficiente de regresséo linear (r?).
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Os resultados das medigdes do comprimento dorsal e ventral dos filhotes durante os 21

dias de ensaio cronico com o organismo Daphnia magna foram analisados quanto a
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homogeneidade e normalidade dos dados e posteriormente realizada a analise de variancia
(ANOVA), a qual ndo mostrou diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos e o
controle (p >0.05) considerando-se um intervalo de confianga de 95% (Figura 27).
Significando assim, que as amostras do rio Itapocuzinho ndo apresentaram efeito sobre a

biometria dos organismos estudados.

Figura 27. Médias e respetivos desvios-padrdo para o comprimento dorsal e ventral dos
filhotes de Daphnia magna nos pontos amostrais e controle.
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Erzinger et al. (2014) em estudo realizado com efluente de hemodialise no ano de 2012-
2013 utilizou-se da relagdo alométrica do comprimento ventral e dorsal da D. magna para
determinar a toxicidade crénica em diferentes concentraces do efluente no inicio e ao final
da exposicdo do organismo-teste. Semelhante metodologia foi utilizada por Pereira et al.
(2004), o qual tinha como objetivo comparar a relacdo alométrica entre Daphnia magna
Straus e Ceriodaphnia dubia para servir como subsidio na aplicacdo de experimentos na
ecotoxicologia.

O resultado do presente trabalho representa a auséncia de toxicidade para o
microcrustaceo Daphnia magna nos trés pontos amostrais ao longo do periodo de
amostragem, ndo isentando momentos os quais podem ser encontrado grau de toxicidade
devido ao lancamento de efluentes e matéria organica indevidamente no rio.

O comportamento dos dados mostrou semelhante tendéncia entre o controle e 0s
tratamentos para este parametro, mostrando assim que a qualidade da &gua do rio
Itapocuzinho mantém-se conservada nos Pontos amostrais #1, #2, e #3, possibilitando a
manutenc¢do de individuos jovens do organismo-teste e ndo os afetando em sua morfologia no

gue consta neste trabalho quando ao crescimento dorsal e ventral.
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5.3.2.2 Longevidade

Os valores observados para a longevidade (dias) mostraram auséncia de toxicidade
cronica das amostras provindas dos pontos de amostragem #1, #2 e #3 para o organismo D.
magna (Figura 28).

Figura 28. Grafico com valores médios da longevidade para D. magna no teste de toxicidade
cronica realizado com amostras de agua do rio Itapocuzinho e com o controle nas 04 coletas.
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Nos 04 ensaios desenvolvidos com o meio de cultivo M4 (Controle), acima de 96%
das Daphnias tiveram longevidade de 21 dias, observando-se, contudo, que 0S organismos
expostos aos pontos amostrais #2 e #3 (Figura 28), apresentaram longevidade inferior a média
na data de 04/05/2015, o que pode ter ocorrido devido a algum fator estressante que reduziu a
longevidade dos individuos naquele ecossistema. Para as outras datas de amostragem e para
0s demais pontos amostrais, a longevidade variou entre 19,6 a 21 dias (93,33 a 100%), ndo
mostrando influéncia da sazonalidade.

Engel (2014) observou que longevidade dos organismos-teste (D. magna) expostos a
diferentes concentragdes foi de 21 dias, e variou de acordo com a concentracdo de sorbato de
potassio em que o organismo foi exposto.

Este resultado foi também encontrado por Brentano (2006) em 09 testes realizados
com o meio de cultivo M4 durante o ensaio crénico de 21 dias, no qual 100% das Daphnias
tiveram longevidade de 21 dias. Quando realizado ensaio cronico com a amostra refrigerada e
congelada do efluente tratado do aterro sanitario de Biguagu, a autora também relatou o

resultado de 21 dias de longevidade para o microcrustaceo.
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5.3.2.3 Sobrevivéncia

Brentano (2006) e Terra e Feiden (2003) relatam como necessario ao final dos 21 dias,
apresentar no controle, no minimo, 80% de sobrevivéncia.

Analisando os resultados obtidos nos 04 ensaios cronicos realizados para os Pontos #1,
#2 e #3 com o microcrustaceo Daphnia magna ndo foram verificados diferencas estatisticas
significativas entre os pontos e o controle, sendo obedecido o percentual minimo de 80% de

sobrevivéncia dos individuos durante os 21 dias no controle (Figura 29).

Figura 29. Sobrevivéncia média para Daphnia magna no teste de toxicidade cronico realizado
com amostras de agua do rio Itapocuzinho e controle.
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A sobrevivéncia entre 0s pontos amostrais e o controle teve seus valores médios
distribuidos na faixa de 80 a 100% de sobrevivéncia dos individuos adultos, sendo que para o
Ponto #2 na data de amostragem 04/05/2015, este percentual decresceu para 70%. Os
organismos-testes expostos as amostras dos pontos #2 e #3 foram o0s que apresentaram a
menor sobrevivéncia dos organismos e igualmente a longevidade (Figura 28) dos mesmos na
data de 04/05/2015.

5.3.2.4 Fecundidade

A Resolucdo CONAMA n° 357/05, no capitulo 111, Secéo Il e Art.14, deixa explicito o

uso das avaliagdes ecotoxicologicas, dependendo da qualidade da &gua requerida, para a
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protecdo das comunidades aquaticas. Assim, nos recursos hidricos doces, pertencentes a
classe I e 11, ndo pode ser detectado efeito tdxico crénico.

A fecundidade de D. magna foi observada levando em considera¢do o nimero médio de
filhotes gerados por postura em cada réplica. Os resultados obtidos para a reproducgdo de D.
magna para 0s quatro testes realizados podem ser visualizados na figura 30, a qual relata
diferencas estatisticas entre os tratamentos e o controle.

Figura 30. Resultado da fecundiade entre os tratamnetos e o controle. Ensaio cronico de 21
dias com Daphnia magna. Dunnett: Ponto #1 p > 0.05 (0,636822); Ponto #2 p < 0.05
(0,037985); Ponto #3 p < 0.05 (0,004592).
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A andlise de variancia (ANOVA) mostrou significancia entre os tratamentos, com um p
no valor de 0,006611, o qual também é menor que 0,05 para um teste com 95% de
confiabilidade. Da mesma forma, procedeu-se com o teste paramétrico de Dunnett para

verificar qual ou quais médias diferiram estatisticamente do controle.

O resultado para o teste estatistico Dunnett mostrou um p no valor de 0,636822 para o
Ponto #1, o qual ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle. Diferente
comportamento ocorreu com os valores de p para os Ponto #2 e #3, sendo 0,037985 e
0,004592, respectivamente, relatando assim toxicidade crbnica para o organismo Daphnia

magna nos pontos e datas de amostragem.
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Resultado este que também é corroborado por Fuzinatto (2009), que encontrou
toxicidade cronica nos quatro ensaios realizados com o organismo D.magna em pontos
amostrais do rio Tavares, localizado na llha de Santa Catarina (SC) e pertencente a Bacia
Hidrogréfica do rio Tavares. O rio Tavares abrange area de manguezal com auséncia de
urbanizacdo e vegetacdo conservada, porém ao decorrer do seu curso apresenta regides
fortemente urbanizadas com diversos tipos de residéncias e instalagdes comerciais.

Para o presente estudo a toxicidade apresentada nos Pontos #2 e #3 podem estar
relacionada as caracteristicas fisicas do local, bem como com as atividades exercidadas nesta
area, sendo que o Ponto #2 apesar de ter a margem do rio ainda com presenca de mata ciliar,
apresenta influéncia direta dos despejos de agrotoxicos provindo do cultivo de banana e arroz.
Refetente ao Ponto #3, o0 mesmo é desprovido de mata ciliar as margens do rio, sendo a
pastagen a atividade principal exercida ao seu entorno, portanto ocorrendo expressivo aporte
de subtancias e matéria organica para o leito do rio ocasionado assim 0 aumento na
reproducdo dos organismos devido a maior disposi¢do de nutrientes.

Em relacdo ao numero de posturas, Brentano (2006), Terra & Feiden (2003) apresentam
como requisito necessario para a validacdo do ensaio cronico, que ao fim dos 21 dias de
ensaio, apresentar no controle, o minimo de 04 posturas. Resultado anélogo foi relatado no

presente estudo, no qual o controle obteve de 3 a 5 posturas (Figura 31).

Figura 31. Valor médio de posturas obtidas para Daphnia magna nos testes de
toxicidade crénica realizados com o controle e tratamentos nas quatro datas amostrais.
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Pode-se observar na figura 31, comportamento semelhante na méedia de posturas nos
tratamentos no decorrer dos ensaios, ocorrendo de 2,5 a 5,5 posturas/fémea a cada ensaio.
Nota-se que 0 Ponto #3 obteve maior média de posturas em relacdo ao controle (4,0 a 5,5).

O aumento da fecundidade e do valor médio das posturas no ponto #3 pode ter
ocorrido devido a uma estratégia para a manutencdo do equilibrio da populacdo de
daphnideos, no qual a progenitora entende ser necessario um aumento na producdo dos
filhotes para compensar alguma perturbacdo ambiental, seja por matéria organica ou outras
fontes de poluicdo. Este fato é também corroborado pela queda nos valores da sobrevivéncia e
longevidade dos organismos frente as amostras dos pontos #2 e #3 (Figura 28 e 29).
Semelhante situacdo também foi corroborada por Brentano (2006) e Galoski et al. (2015) com

valores para fecundidade e posturas superiores ao encontrado para o controle.

5.3.3 ENSAIO GENOTOXICO Daphnia magna

Os resultados do teste de genotoxicidade por meio do ensaio Cometa demonstraram que
ndo houve efeito genotdxico significativo sobre o DNA dos organismos testados para as
amostras do Ponto #1, Ponto #2 e Ponto #3 quando comparado com o Controle. Os resultados
do indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD), obtidos pelo teste genotdxicos apds 0s
ensaios Agudos de Abril e Julho e o Cronico de Julho, estdo demonstrados na figura 32 e 33.

No presente estudo, a viabilidade celular demonstrou que as células encontravam-se
viaveis para o Ensaio Cometa, com mais de 80% das células, assim como encontrado por
Galoski et al. (2015) e Mucellini et al. (2010).

Figura 32. Graficos com os resultados do indice de Dano (ID) ao DNA dos organismos-testes
por meio do teste genotoxico consecutivos aos ensaios agudo e ao crénico com as amostras do
Ponto #1, Ponto#2 e Ponto #3 mais o Controle.
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Figura 33. Graficos com os resultados da Frequéncia de Dano (FD) ao DNA dos organismos-
testes por meio do teste genotoxico consecutivos aos ensaios agudo e ao crénico com as
amostras do Ponto #1, Ponto#2 e Ponto #3 mais o Controle.
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Pode-se observar na figura 32 e 33, que os valores do ID e FD para os trés ensaios
foram semelhantes entre si para o presente estudo, o que também foi corroborado por Silva
(2008) no estudo da avaliacdo da genotoxicidade das aguas do rio Cricidma (SC). Os valores
do indice e frequéncia de dano aproximaram-se também dos valores encontrados para o
controle, sendo o desvio padrdo entre 0s pontos amostrais ndo superiores a 2,59.

Embora o controle do ensaio deva ser livre de qualquer dano, tanto para o ensaio
agudo quanto para crénico verificou-se um diminuto valor de FD e ID, em relacdo aos demais
tratamentos, algo que também foi verificado nos estudos de Zenkner (2013), Galoski et al.
(2015) e Campos (2015), os quais relatam que este valor pode estar associado a alguma

interferéncia do meio natural ao qual estavam inseridas e ao protocolo utilizado.
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Em relacdo a Frequéncia de Dano (FD), apresentada na Figura 33, 0s percentuais nos
pontos amostrais variaram pouco, sendo que das 30 células analisadas para cada amostra, 0

Ponto #1 apresentou apenas 14% de dano, o Ponto #2 o valor de 10% e o Ponto #3 obteve o
percentual mais elevado dos tratamentos, 16%.

Figura 34. Graficos com os resultados do Dano ao DNA(%) dos organismos-testes por meio

do teste genotdxico consecutivos aos ensaios agudo e ao crénico com as amostras do Ponto
#1, Ponto#2 e Ponto #3 mais o Controle.
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Em todas as datas de amostragem, os valores médios de escore de dano no DNA
encontrados no ponto #1, #2 e #3 foram estatisticamente iguais ao tratamento controle. Nesses
tratamentos houve a predominancia de cometas pertencentes a classe 0 (Figura 34),
caracterizando auséncia de danos ao DNA dos microcrustaceos. Para 0s pontos #2 e #3 0s
valores médios de escores pertencem a classe 2 (Figura 34).

Nota-se na figura 34 que as classes de dano 3 e 4 ndo foram encontradas em nenhum
dos ensaios para nenhum dos tratamentos, e a classe 2 apenas encontrada no Ponto # 3 para 0s
dois ensaios e no Ponto #2 para o ensaio cronico. Os resultados mostraram uma
predominancia da classe 0 em todos os tratamentos para os dois ensaios, justificando os
baixos valores encontrados parao ID e FD.

No presente estudo observaram-se diferencas significativas para os valores da
fecundidade dos organismos submetidos as amostras dos pontos #2 e #3 e igualmente
aumento no percentual de dano para os mesmos pontos amostrais. Segundo Galoski et al.
(2015), estes resultados podem estar refletindo & uma estratégia de sobrevivéncia da espécie
Daphnia magna a alteracBes provocadas pelo meio ao qual estdo inseridos, ocorrendo a

perpetuacéo da espécie com a finalidade da preservacdo da mesma.
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5.3.4 ENSAIO CRONICO Scenedesmus subspicatus

Para a validacdo do ensaio toxicoldgico crénico com a microalga Scenedesmus
subspicatus, os seguintes fatores foram observados: A densidade de células do controle deve
aumentar por um fator maior que 16 em 72 horas, o pH nédo variar mais que 1,5 unidade
durante o teste e o coeficiente de variacdo da biomassa algaceas das replicatas do controle, no
término do ensaio, deve ser menor ou igual a 20%.

O presente estudo apresentou resultados diversos para o percentual de Inibicdo do
Crescimento (IC) da microalga Scenedesmus subspicatus em relacdo ao controle. As analises
toxicoldgicas cronica realizadas nas datas de amostragem do dia 03/02/15, 04/05/15, 14/07/15
e 25/10/15 com amostras de agua do ponto #1, #2 e #3, tiveram seus valores distribuidos entre
- 141,67% a 77,78% (Figura 35).

Figura 35. Percentual de Inibicdo do crescimento da alga Scendesmus subspicatus.
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De acordo com os resultados apresentados na figura 35, observa-se que o0 Ponto #2 e 0
Ponto #3 apresentam valores negativos para o percentual de inibicdo do crescimento algaceo,
-13,07% e -141,67%, -12,72%, respectivamente. Segundo Santos (2008), em estudo realizado
na avaliacdo da qualidade da agua e do sedimento do rio Corumbatai, o qual é susceptivel a
atividades agricolas, com cultura predominante de cana-de acucar, os valores encontrados
para a inibicdo do crescimento algal mostraram-se em sua maioria negativos. Segundo este
mesmo autor, os valores negativos no crescimento algal indicam o percentual de estimulo do

crescimento causado pelas amostras de agua.
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Esse alto percentual de estimulo no crescimento encontrado especialmente no Ponto
#3 pode ser explicado pelo fato de ser este o ponto mais a jusante dos demais, receptor de
todas as formas de poluicdo possiveis na regido seja pelo aporte de efluentes industriais,
fertilizantes agricolas ou materiais organicos, com percursos do rio com auséncia de mata
ciliar, contribuindo assim para um crescimento desordenado da massa algacea e superior ao

crescimento do meio controle (meio Oligo).

Na maioria dos pontos e datas de amostragem houve efeito toxico sobre o bioindicador
empregado, com inibigdo de crescimento da microalga variando de 1,71% a 77,78%. Valores
similares foram achados por Bresola (2007) na avaliacdo aguda com Scenedesmus subspicatus
em 96 horas, sendo que o percentual de inibi¢do da alga variou entre 45,58% a 85,29%.

O Ponto #3 na data 14/07/15 foi o que se apresentou mais similar ao meio controle e o
Ponto #1 o mais discordante, porém nota-se segundo a figura 35, que o desvio padrdo dos
valores encontrados para o presente resultado foi maior no Ponto 3, com valores que variaram
entre as coletas, mostrando assim a que a alteracdo na disponibilidade de nutrientes na agua,
tem consequente deficiéncia ou eficiéncia do processo de fotossintese pelos organismos, o que

pode ser corroborado por valores baixo de turbidez e alto dos ions dissolvidos.

Para os resultados obtidos no ensaio crénico com a microalga ndo se observou um
padrdo nas respostas em relacdo ao estimulo e inibicdo do crescimento, sendo a toxicidade
influenciada por diferentes fatores e ocorrendo independe da data de amostragem e estacdo do
ano. Grossl et al. (2014) também encontrou diferentes respostas quanto a inibicdo do
crescimento no ponto A e no ponto B no rio Cachoeira (Joinville —SC) com relacdo ao

controle utilizando 0 mesmo organismos que o presente estudo.

O aumento da entrada de nutrientes no meio aquatico tende a alterar também os
parametros fisico-quimicos do ambiente, sendo modificados principalmente o oxigénio

dissolvido, turbidez e condutividade da agua.

A ampla utilizacdo de agrotoxicos nas diversas culturas vem acompanhada do uso de
fertilizantes, os quais possuem em sua composicdo alto percentual de ions nitrato e fosfato.
Estes ions sdo carreados pela agua para o lencol freatico e para as aguas superficiais, e quando
em excesso, contribuem para a eutrofizagdo das aguas, causando alteragGes no crescimento e

no processo de fotossintese das algas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados das andlises laboratoriais realizadas neste estudo de forma global
indicaram que a qualidade das aguas do rio Itapocuzinho apresenta-se na sua maioria
compativel com a sua classificacdo segundo a Resolu¢do CONAMA n° 357/05 para rios de
classe 11, com ressalva para os resultados de oxigénio dissolvido que apresentaram valores
extremamente diminutos, o que mostra que ha atividade consumidora de oxigénio e
consequente prejuizo para a qualidade da agua e do ecossistema aquatico e de toxicidade
cronica que também apresenta resultados que mostram algum efeito de longo prazo a ser

considerado numa avaliagcdo ambiental global.

Verificou-se por meio dos resultados obtidos no presente trabalho, a auséncia de
toxicidade aguda para o0 organismo-teste, contudo, 0 ensaio cronico apresentou indicativo de
toxicidade para o parametro fecundidade nos Pontos #2 e #3. Para 0S mesmos pontos
encontraram-se classe de dano 1 e 2 para a genotoxicidade, ainda em grau diminuto, mas ja
servindo como um alerta para o controle da qualidade nestes pontos, sendo que para o Ponto
#1 a classe maxima de dano atingida foi classe 1. A reducéo da qualidade da 4gua nos pontos
anteriormente citados na sub-bacia do rio Itapocuzinho possivelmente apresenta relacao direta
entre 0S usos existentes e a ocupacdo do solo na bacia, tais como as diversas culturas e
pecudria, industrias téxteis e metaldrgicas, comunidades habitacionais existentes com maior
intensidade a montante dos pontos #2 e #3, além da caréncia da mata ciliar em muitos trechos,
0 que acaba por influenciar no intenso aporte de materiais carreados para o leito do rio, sendo

caracterizado também pelo aumento no parametro condutividade elétrica.

O resultado da anélise laboratorial dos agrotdxicos 2,4-D, Carbofurano e Glifosato
apresentou valores inferiores aos limites detectaveis pela metodologia utilizada no presente
estudo, porém observa-se que, foi realizada uma Unica amostragem e que existe uma
diversidade de questdes relacionadas as dificuldades metodoldgicas para a realizacdo destas
analises que podem oferecer tanto resultados falso positivos, quanto falso negativos, o que se
torna um problema quando se realiza uma Gnica amostragem. No entanto destaca-se que com
0 uso e a ocupacgdo do solo na area de estudo ao longo das margens deste curso d’agua, os
efeitos negativos gerados tendem a aumentar com o crescimento das distintas ocupagoes,
sejam elas agricolas, industriais, domiciliares ou outras, requerendo maiores cuidados no

controle das fontes poluidoras.
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Em ordem crescente de toxicidade cronica, o Ponto #1 apresentou-se com 0 mais
elevados valores de inibicdo no crescimento da alga Scenedesmus subspicatus, seguido do
Ponto #2 e com valores proximos ao controle ficou o Ponto#3. A presenca intensa do cultivo
de banana e de arroz nos pontos #1 e #2 podem ter contribuido com os percentuais de inibi¢do
da alga, pois através do intendo uso de fertilizantes para estas culturas provoca-se 0 excesso
de nutrientes na agua, com consequente processo de eutrofizacdo e inibi¢cdo do processo de
fotossintese realizado pelos organismos autotréficos. Para o Ponto #3 o mesmo efeito nao foi
observado, pois a maior parte de seus efluentes é de origem industrial e doméstica, e pequena
quantidade de efluentes agricolas, o que favoreceu o estimulo do crescimento da alga,
principalmente na data de 03/02/2015 (-141,67 %).

No que tange aos resultados de toxicidade, cabe aqui ressaltar que este estudo ao
apresentar efeitos crénicos mesmo que de menor grau, evidenciou a necessidade do
monitoramento toxicolégico crbnico, 0 que ja é uma exigéncia enguanto parametro da
Resolucdo do CONAMA n°357/2005, no seu o art.14, Inciso I.

Constituindo assim, evidente importancia o0 monitoramento toxicologico cronico das
aguas do rio Itapocuzinho e dos demais rios por parte dos Orgdos ambientais e de
abastecimento publico de aguas, uma vez que esta acdo reflete diretamente na integridade dos
recursos hidricos, bem como tem por reflexo direto a salide da populagdo usuéaria deste

recurso.

77



7 RECOMENDACOES

Em decorréncia dos resultados obtidos neste trabalho, sdo apresentadas algumas
recomendagdes para trabalhos futuros objetivando resultados mais fidedignos e conclusivos:

- Realizar amostragens em maior nimero de pontos de coleta no local de estudo, assim como
0 processamento rotineiro dos ensaios bioldgicos e das analises fisico-quimicas com estas

amostras.

- Realizar andlises dos principais agrotoxicos e metais utilizados pelos usuérios da bacia
hidrografica do rio Itapocuzinho em maior nimero de amostras e concomitantemente a

realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos.

- Juntamente com os ensaios realizados no presente trabalho, recomenda-se realizar o
monitoramento da qualidade da agua através de ensaios microbiologicos e da medicdo da

vazdo da agua do rio Itapocuzinho em diversos pontos amostrais.

- Realizar ensaios com amostras de sedimento deste rio, visto que muitas substancias tendem

a se acumular no sedimento.

- Acompanhar os periodos de aplicacdo dos agroquimicos utilizados nas atividades agricolas
ao entorno do rio Itapocuzinho.
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ANEXOS

ANEXO A — Resultado da analise da agua do Meio de Cultivo da Daphnia magna (rio

Quiriri).
PARAMETRO VALOR HIMITE CONAMA
N° 357/2005 - CLASSE |
pH 7.4 6,0 - 9,0
Amonia <0,70 mg.L™ -
Cor aparente 14,00 Pt Limite deteccdo: 0,2 Pt
Dureza 8,0 mg.L™ -
Solidos totais dissolvidos 138,0 mg.L™" 500 mg.L-1
Sulfato <15mg.L™ 250 mg.L™
Turbidez 1NTU 40 NTU

Bactérias heterotroficas

2100 UFC.mL™

Coliformes totais

1,9 x 103 NMP.100mL

E. coli 290 NMP.100mL™" 200 NMP.100mL™*
Aluminio 0,059 mg.L™ 0,1 mg.L™
Cloreto 9,93 mg.L™ 250 mg.L™
Ferro 0,066 mg.L™" 0,3mg.L™
Manganés < 0,005 mg.L™ 0,1 mg.L™
Sodio 2,027 mg.L™ -
Zinco < 0,005 mg.L™ 0,18 mg.L™

Fonte: CCJ, 2015.
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ANEXO B - Resultado da anélise de agrotdxicos para 0s pontos amostrais.
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Endereco: Paulo Malschitzki - n° 10 - Campus Universitario CEP: 89219-710
CNPJ: 84.714.682/0001-94 Fone: (47) 3461-9000
IE: Isento
DADOS DO LOCAL DE COLETA
Protocolo: 85.2016 Au_1_1 Coletor: Lucas Luan Lorenz
Procedéncia: Agua Superficial Data Coleta: 19/01/2016  17:00

Identificagdo GPS: S: NASNA'NA." W: NA®N.A.'N.A."

Endereco Coleta: N.A.

Ponto Coleta: Ponto 1

Temperatura Amostra no receb./coleta: 24°C Data Recebimento: 19/01/2016 18:00
Data Inicio Analises: 19/01/2016

Preparo: Refrigeragao

Profundidade:
Temperatura Ambiente: 35. 009C Condicoes Climaticas: Ensolarado
Tipo de Amostra: Agua Superficial
12 Legislacao: CONAMA - Resolugio N° 357:2005 - Agua Doce Classe IT

PARAMETRO LEGISLACAO RESULTADO UNIDADES
2,4D* - <03 ng/L
Carbofurano * - <5,0 ug/L
Glifosato * - < 50,0 ng/L

VALORES ADICIONAIS AO ENSAIO

PARAMETRO LQ U95% METODO INICIO TERMINO
2,4-D 0,3 - USEPA Method 8270D 19/01/2016 15/02/2016
Carbofurano 5,0 - USEPA Method 8270D 19/01/2016 15/02/2016
Glifosato 50,0 - USEPA Method 300.1 - 04/99 19/01/2016 15/02/2016

(¥) - Ensaio subcontratado segundo a NBR ISO/IEC 17025,

Cédigo Ordem Servigo: A 85.2016
Chave de autenticagao: Z3F-PZC6-D33

Verifique a icidade deste d: no i d : _hitp://www.laboprime.com.br_

A Avaliacao dos Resultados deste relatério de ensaio, tem significado restrito a0 comparativo com a legislagao informada, servindo apenas para fins de referéncia. E
de responsabilidade do interessado a utilizagio dos limites apropriados a finalidade da avaliacao.

A Laboprime Laboratorios é certificada pela FATMA - Fundacdo do Meio Ambiente, através da Certidéo de Reconhecimento de Laboratério n® LAB/22611/CVI.

Nota 01: SMWW ~ Standard Methods for the Examination Of Water and Wastewater, 22° Ed.

Nota 02: LQ ~ Limite de Quantificagio

Nota 03: O(s) resultado(s) desta(s) analise(s) tem significado restrito e se aplica somente a amostra anahsada
Nota 04: O Relatdrio de Ensaio somente pode ser reproduzido por c ) e sem h

Nota 05: Plano de amostragem conforme PE-FQ-021 e PE-FQ-022.

, TSk,
Quim. Meykon Patrick Vailatti

CRQ/SC 13.201.010
Gestor Técnico

Pag.1/2

La boane La boratonos Ltda

www. Iabopnme com.br
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/aY LABOPRIME

RELATORIO DE ENSAIO

Cod.: 85.2016_Au_1_1

Nota 01: SMWW — Standard Methods for the Examination Of Water and Wi , 222 Ed.

Nota 02: LQ ~ Limite de Quantificagdo

Nota 03: O(s) resultado(s) desta(s) andlise(s) tem significado restrito e se aplica somente a amostra analisada.
Nota 04: O Relatdrio de Ensaio somente pode ser reproduzido por completo e sem nenhuma alteragdo.

Nota 05: Plano de amostragem conforme PE-FQ-021 e PE-FQ-022.

A 4

75
Quim. Meykon Patrick Vailatti

" CRQ/SC 13.201.010
Gestor Técnico Pag.2/2

LaboPrime Laboratdrios Ltda

www.laboprime.com.br
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LABOPRIME

RELATORIO DE ENSAIO

Cod.: 85.2016_Au_2_1

Data de Conclusao do Relatério: 15/02/2016

Interessado: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE - UNIVILLE Cidade: Joinville , Santa Catarina
Enderego: Paulo Malschitzki - n® 10 - Campus Universitdrio CEP: 89219-710
CNPJ: 84.714.682/0001-94 Fone: (47) 3461-9000
1E: Isento
DADOS DO LOCAL DE COLETA
Protocolo: 85.2016 Au 2 1 Coletor: Lucas Luan Lorenz
Procedéncia: Agua Superficial Data Coleta: 19/01/2016  17:00

Identificagao GPS: S: NASN.A'N.A." W: NAASNA.'NA."

Endereco Coleta: N.A.

Ponto Coleta: Ponto 2

Temperatura Amostra no receb./coleta: 24°C Data Recebimento: 19/01/2016 18:00
Data Inicio Analises: 19/01/2016

Preparo: Refrigeragao

Profundidade: .

Temperatura Ambiente: 35.00°C Condigoes Climaticas: Ensolarado
Tipo de Amostra: Agua Superficial

12 Legislacao: CONAMA - Resolugdo N° 357:2005 - Agua Doce Classe I

PARAMETRO LEGISLACAO RESULTADO UNIDADES
24-D* - <03 ug/L
Carbofurano * - <5,0 ng/L
Glifosato * - < 50,0 ng/L

VALORES.ADICIONAIS AO ENSAIO

PARAMETRO LQ u9s% METODO INICIO TERMINO
24D 0,3 - USEPA Method 8270D 19/01/2016  15/02/2016
Carbofurano 5,0 - USEPA Method 8270D 19/01/2016  15/02/2016
Glifosato 50,0 - USEPA Method 300.1 - 04/99 19/01/2016  15/02/2016

(*) - Ensaio subcontratado segundo a NBR ISO/IEC 17025.

Cédigo Ordem Servico: A 85.2016
Chave de autenticacao: Z3F-PZC6-D33

Verifique a autenticidade deste d no i d : _http://www laboprime.com.br
A Avaliagao dos Resultados deste relatério de ensaio, tem signi restrito ao parativo com a legislagao informada, servindo apenas para fins de referéncia. E
de bilidade do i a utilizagao dos limites apropriados a finalidade da avaliagao.

A Laboprime Laboratdrios é certificada pela FATMA - Fundagdo do Meio Ambiente, através da Certiddo de Reconhecimento de Laboratério n® LAB/22611/CVI.

Nota 01: SMWW - Standard Methods for the Examination Of Water and Wastewater, 222 Ed.

Nota 02: LQ - Limite de Quantificagdo

Nota 03: O(s) resultado(s) desta(s) analise(s) tem significado restrito e se aplica somente a amostra analisada.
Nota 04: O Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido por completo e sem nenhuma alteragdo.

Nota 05: Plano de amostragem conforme PE-FQ-021 e PE-FQ-022. _

/
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Quim, Meykon Patrick Vailatti
CRQ/SC 13.201.010
Gestor Técnico Pag.1/2

LaboPrime Laboratérios Ltda

ww  laboprime.com.br
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RELATORIO DE ENSAIO

Nota 01: SMWW — Standard Methods for the Examination Of Water and Wastewater, 222 Ed.
Nota 02: LQ — Limite de Quantificagdo
Nota 03: O(s) resultado(s) desta(s) andlise(s) tem significado restrito e se aplica somente a amostra analisada.
Nota 04: O Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido por completo e sem nenhuma alteracéo.
Nota 05: Plano de amostragem conforme PE-FQ-021 e PE-FQ-022. 3 e
m.é’
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LABOPRIME

RELATORIO DE ENSAIO

Cod.: 85.2016_Au_3_1

Data de Conclusao do Relatério: 15/02/2016

Interessado: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE - UNIVILLE Cidade: Joinville , Santa Catarina
Endereco: Paulo Malschitzki - n° 10 - Campus Universitario CEP: 89219-710
CNPJ: 84.714.682/0001-94 Fone: (47) 3461-9000
IE: Isento
DADOS DO LOCAL DE COLETA
Protocolo: 85.2016_Au 3 1 Coletor: Lucas Luan Lorenz
Procedéncia: Agua Superficial Data Coleta: 19/01/2016  17:00

Identificacao GPS: S: NANA'N.A" W: NANA'N.A."

Endereco Coleta: N.A.

Ponto Coleta: Ponto 3

Temperatura Amostra no receb./coleta: 24°C Data Recebimento: 19/01/2016 18:00
Data Inicio Analises: 19/01/2016

Preparo: Refrigeracao

Profundidade:

Temperatura Ambiente: 35.00°C Condigdes Climaticas: na

Tipo de Amostra: Agua Superficial

12 Legislacdo: CONAMA - Resolugdo N° 357:2005 - Agua Doce Classe II

PARAMETRO LEGISLACAO RESULTADO UNIDADES
24-D* - <03 ng/L
Carbofurano * - <5,0 ng/L
Glifosato * - < 50,0 Rg/L

VALORES ADICIONAIS AO ENSAIO

PARAMETRO LQ U95% METODO INICIO TERMINO
2,4-D 0,3 - USEPA Method 8270D 19/01/2016  15/02/2016
Carbofurano 5,0 - USEPA Method 8270D 19/01/2016  15/02/2016
Glifosato 50,0 - USEPA Method 300.1 - 04/99 19/01/2016  15/02/2016

(*) - Ensaio subcontratado sequndo a NBR ISO/IEC 17025.

Cédigo Ordem Servigo: A 85.2016
Chave de autenticagao: Z3F-PZC6-D33

Verifique a autenticidade deste documento no seguinte endereco: hitp://www.lab oprime.com.br

A Avaliacio dos Resultados deste relatdrio de ensaio, tem significado restrito ao ivo com a legislagéo informada, servindo apenas para fins de referéncia. E
de bilidade do i do a utilizagdo dos limites apropriados a finalidade da avaliacdo.

A Laboprime Laboratérios ¢ certificada pela FATMA - Fundacéo do Meio Ambiente, através da Certidao de Reconhecimento de Laboratério n® LAB/22611/CVI.

Nota 01: SMWW - Standard Methods for the Examination Of Water and Wastewater, 222 Ed.

Nota 02: LQ — Limite de Quantificagdo

Nota 03: O(s) resultado(s) desta(s) analise(s) tem significado restrito e se aplica somente a amostra analisada.
Nota 04: O Relatério de Ensaio pode ser reproduzido por c esem h alteracdo.

Nota 05: Plano de amostragem conforme PE-FQ-021 e PE-FQ-022. ———
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Quim, Meykon Patrick Vailatti
CRQ/SC 13.201.010
Gestor Técnico
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4y LABOPRIME

| RELATORIO DE ENSAIO ]
Cod.: 85.2016_Au_3_1

Nota 01: SMWW — Standard Methods for the Examination Of Water and 222 Ed.

Nota 02: LQ ~ Limite de Quantificagdo

Nota 03: O(s) resultado(s) desta(s) andlise(s) tem significado restrito e se aplica somente a amostra analisada.
Nota 04: O Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido por completo e sem nenhuma alteracdo.

Nota 05: Plano de amostragem conforme PE-FQ-021 e PE-FQ-022.
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