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SUMARIO

O principal objectivo deste estudo foi determinaoxacidade de um elutriado de solo,

no qual foi aplicada uma formulagdo comercial dstipelas contendo atrazina e s-
metalocloro, e tentar prever o seu possivel impactambiente aquatico, analisando os
efeitos letais (mortalidade) e sub-letais (repré@d)c provocados no crustaceo
dulcaquicolaDaphnia magnaTendo em vista a prossecucao desses objectivasn for
realizados testes de toxicidade agudos e créondmsentido de avaliar a ocorréncia de
efeitos a curto e médio prazo, foram avaliados fegtos de solos que receberam
pesticida no ano da anélise e no ano transacteeNido de avaliar a possibilidade de
algumas alteracdes poderem advir da solubilizagdoodtaminantes naturais do solo,
foi igualmente testado o elutriado obtido a padir solo no qual ndo foi aplicado

pesticida. Observou-se que o elutriado correspdadsm solo no qual a aplicagéo do
pesticida foi efectuada no ano transacto (2009smmta toxicidade cronica. Atraves
deste estudo foi possivel verificar que o solo aqummtém pesticida aplicado

recentemente, ndo é toxico para os invertebrados.
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Introducao

Os pesticidas sdo substancias quimicas ou biokgisadas para eliminar ou controlar
espécies indesejaveis, interferindo nos processmgiimicos e fisiolégicos, comuns

numa larga escala de organismos (Waxman, 1998 tey,P2005). As trés maiores

classes de pesticidas sao os insecticidas, oxcfdagie os herbicidas. Também existem
rodenticidas (controlo de pestes provocadas potelwedos, como o0s roedores),
nematicidas, moluscicidas e acaricidas. Estes gogrsdo normalmente sintetizados a
partir de compostos organicos, mas também ha edesppois existem derivados de

plantas ou produtos obtidos de minerais inorganiétesxman, 1998).

Na segunda metade do século XX ocorreu um grancentento na utilizacdo de

pesticidas na agricultura. A descoberta dos pdascbrganoclorados, com custos de
producdo baixos, permitiu a sua utilizagdo em graedcala, sem ter atencdo as
eventuais consequéncias para a saude humana, speealira eram maioritariamente
desconhecidas. No entanto, o controlo quimico dggs reduziu o indice de doencas
para a espécie humana e para 0s animais. A populagé@dial encontra-se num

crescimento constante, pelo que € necessario proalimentos capazes de suprir as
necessidades de toda a Humanidade, livres de prabldéitossanitarios e isentos de
risco para a saude. Esta é uma tarefa que s6 segum com moderna tecnologia
agricola, onde se incluem os pesticidas (Siméd35)2Mas o homem tende a utilizar
pesticidas de forma negligente, por razfes ecor@@nievando a alteragbes no

ecossistema, acumulacdo em organismos e preseagaaa

Muitos dos pesticidas usados podem ser letaisresoppbdem provocar doenca (Pretty,
2005). Os pesticidas organoclorados devido a fudilla e elevado tempo de semi-
vida, acumulam-se na cadeia alimentar. A genotdads esta entre os mais sérios dos
possiveis danos causados pelos produtos quimicdsolag e merece uma atencéo
especial devido a natureza irreversivel do processm longo periodo de laténcia

associado a sua manifestacao (Nunes e Tajara,.1998)



O destino dos pesticidas apdés alcancarem o sola cagua depende das suas
caracteristicas quimicas e fisicas e da susceg#ttid para varias transformacdes e

processos de transporte (Nunes e Tajara, 1998).

Estes podem atingir as aguas superficiais e asagirerraneas, por fendomenos fisicos
como a lixiviagao e a escorréncia, tornando-seraagi problema para o Ambiente e a
para a Saude Humana. A agricultura encontra-s@antiente ligada ao meio aquatico,
pois qualquer produto aplicado numa exploracdocelgii pelos processos acima
citados, pode ser encontrado no ambiente aquaticte exercera o seu efeito deletério.

Assim, € conveniente uma avaliacdo integrada dowsftoxicos entre o solo e a agua.

Impacto da utilizacao dos pesticidas

I.1. Pesticidas

Os pesticidas sao utilizados na agricultura emalasgcala, pois permitem obter um
aumento significativo da produtividade. Muitos éssipesticidas sdo usados para
eliminar organismos indesejados. Assim, dentropgssicidas podemos ter insecticidas,
herbicidas, moluscicidas, raticidas, piscicidasurgicidas, por exemplo. Todos estes
compostos tém uma capacidade comum de interfenregativamente com aspectos
fundamentais da biologia das espécies-alvo, dimdwia sua sobrevivéncia. Os

pesticidas, para além de combaterem as pragasaum insectos, ervas daninhas e
fungos, podem também afectar o ambiente, por aégéza sobre os animais selvagens,
e interferir com a saude do Homem. Uma quantidégigfisativa destes pesticidas

podem ser letais e outros podem provocar doengacigalmente apOs exposicoes

cronicas (Pretty, 2005). Por vezes, os pesticidasusilizados de forma negligente, ou

que contraria as instrucées de utilizagdo, levaadsua presenca no ambiente e a
alteracbes no ecossistema, acumulacdo em organisGwslvo e na agua (Pretty,

2005).



Os pesticidas por intermédio de processos comavaaltdo e a escorréncia de terrenos
agricolas, ou a deriva a partir do local de apica@or dispersdao atmosférica,

contaminam as aguas de superficie, mas tambémitegrtr para a poluicdo das aguas
subterrédneas, devido ao seu transporte atravésageoporos, sendo esta poluicdo
condicionada pela concentracdo de pesticidas nesate superficie (Mickelson et al,

2001).

[I.2. Consumo e contaminac¢do da agua na agricultura

Neste contexto é importante sensibilizar os agooce$ para as preocupacdes com a
questdo da agua considerando o seu papel funddrpardaa sobrevivéncia e saude da

populacdo humana.

No entanto, a agricultura moderna, industrializadalependente da utilizacdo de
quimicos (como o caso dos pesticidas tdo bem tefle@o pode ser encarada como
“amiga do ambiente”. A producédo rentavel de alimsmara consumo humano requer
uma crescente utilizacdo de agentes que facilitelen&bilizem todo o processo de
producdo, e esta rentabilizacdo passa pela eliémnde concorréncia bioldgica que
diminui a quantidade de alimentos produzidos pameim (Simdes, 2005).

A agricultura é a actividade que consume mais ape® do Mundo. Estima-se que
70% da agua doce usada em Portugal, Espanha eaGgjaiusada exclusivamente na
rega. No entanto, a utilizacdo de agua é altameari@vel de pais para pais: embora
presente no mesmo continente, o uso de agua natdngl é inferior a 1%, devido a
abundancia da chuva (WBCSD, 2006). No entantonaree acima exposto dos paises
mediterranicos é demonstrativo do impacto negatiue 0s processos agricolas
colocam ao nivel ambiental, nomeadamente pelazagdio de agua doce. A
contaminacdo desta mesma &gua impede ou diminiabélidade da sua utilizacéo,

tanto para efeitos agricolas como também para comslirecto humano.



[1.3. Situac&o dos pesticidas a nivel nacional

Os pesticidas em Portugal e na Unido Europeia mofocessos de regulamentacao
cada vez mais exigentes, face a constante evoluigimrcionada pela comunidade
cientifica. O reconhecimento destas substancia® gmtencialmente perigosas fez com
que houvesse um esforco de regulamentacdo apertadeentido de impedir a sua

aplicacédo e disseminacao pouco criteriosa.

A agricultura sustentavel foi implementada had ddésadas atras, em 1992, com o
objectivo de: “preservar a terra, a agua e 0s sesugenéticos vegetais e animais, nao
degradar o ambiente e ser tecnicamente apropriadanomicamente viavel e
socialmente aceitavel” (Amaro, 2007). A agricultigastentavel divide-se em duas
vertentes: agricultura bioldégica e producdo intdgraPorém, estas tém objectivos
comuns, quanto a estabilidade dos ecossistemasnetios ecoldgicos da qualidade, e
a poluicdo, entre outros. Apresentem no entanto difieaenca fulcral: na agricultura
bioldgica, € expressamente proibido o uso de adelpesticidas quimicos, enquanto na
producéo integrada se pode usar, mediante umaneiadéentifica, que demonstre que
nao afecta a salde humana e o ambiente (Amaro).2007

De acordo com Amaro (2007), nos ultimos 15 anossergicos oficiais responsaveis
pela regulamentacéo e fiscalizacdo da homologagém #¥so dos pesticidas agricolas
tém contribuido para que Portugal seja um membrdrdao Europeia, que luta para a
“nao proibicao dos pesticidas”.

Em 2006, foi elaborado um plano interministerialrdducao dos riscos dos pesticidas
em Franca, que deu um grande énfase a reducédo %ded&6 substancias activas
consideradas mais perigosas (79% dessas sao calmadas em Portugal). Posto isto,
e tendo em conta a Directiva do uso sustentavel pdssicidas, verificou-se que
Portugal, em 2008, proibiu a utilizacdo de alguestipidas utilizados em larga escala,
como por exemplo a atrazina e o s-metalocloro,esobrquais incide o presente estudo
(DGAR, 2008; Amaro, 2007).



No ano transacto (2009), em Marco, a Comissao Eimopnunciou a proibicdo da
comercializacdo de 70 pesticidas, pois ndo suparasa controlos de seguranca que
determinam o seu efeito no meio ambiente e saudeama Foram analisadas mil

substéancias, e 67% das mesmas foram eliminaddalfzode informacéo (NM., 2009).

Posto isto, verifica-se que houve, ao longo destenos anos, uma evolucdo positiva
na diminuicdo de utilizacdo de pesticidas em Pattug na Unido Europeia,
estabelecendo-se assim uma politica que visa amgéu e seguranca da Saude Publica
e Ambiental.

Il.4. Pesticidas — Legislacao

A legislacéo referente aos pesticidas, colocadoserado, encontra-se disposta na
Directiva 91/414/CEE, transposta pelo Decreto de98494, e teve como objectivo

assegurar a harmonizacdo da homologacdo dos gastiagricolas e regulamentar a
reavaliacdo dos pesticidas existentes na UE ecsizagdo dos novos pesticidas. Assim,

de acordo com a legislacédo, um pesticida € homdtoga o risco for aceitavel, ou seja:

1) For suficientemente eficaz;

2) Nao tiver qualquer efeito inaceitdvel sobre egetais ou os produtos

vegetais;

3) Nao ocasionar sofrimento ou dores inaceitaveis wertebrados a

combater;

4) N&o tiver qualquer efeito, directa ou indirectsme, prejudicial para a

saude humana ou animal ou para as aguas subtexranea

5) Nao exercer qualquer influéncia inaceitavel mbi@nte, no que respeita

muito especialmente:



0 Ao seu destino e disseminacdo no ambiente e, ericylar na
contaminacgéo das aguas, incluindo a agua destmmadasumo humano

e as aguas subterraneas;

0 Ao impacto sobre as espécies ndo-visadas.

Logo, para tornar o uso dos pesticidas aceitavele@ssario o conhecimento da
classificacéo toxicoldgica das substancias acevdss produtos formulados, das frases
de risco e das frases de seguranca identificadas peitoridades comunitarias e
nacionais responsaveis (Amaro, 2007).

O Decreto-Lei n.° 506/99 fixa os objectivos de glaale para determinadas substancias,
reconhecendo a fonte de contaminacdo e assegugaedm concentracdo da substancia
seja inferior aos limites propostos. Na lista llateexo XIX ao Decreto-Lei n.° 236/98,

verifica-se que o limite fixado para a substanam@a @studo no presente trabalho —
atrazina — € de 1ug/l em aguas interiores, esagrde transicdo e em aguas do litoral e

territoriais.

A introducdo das Directivas 80/778/CEE, 98/83/Cterente a qualidade da agua de
consumo humano e 2000/60/CE, conhecida como Dieec@Quadro da Agua,

permitiram fixar as concentracdes maximas admisside pesticidas na agua de
consumo humano, 0,1ug/l para pesticidas individeas 0,5 pg/l para a totalidade de
pesticidas presentes na agua. Também se estabebepetiticas tendo como base a
proteccdo e gestdo das aguas, com o0 objectivoaserpar, melhorar e recuperar as
aguas, principalmente as subterraneas, de formada perderem qualidade,

condicionada pela contaminagédo com pesticidas i(Re2903).

I1.5. Classes de Pesticidas

Os pesticidas podem ser classificados de véariasafrcomo por exemplo:

e composi¢ao quimica,



e padréo de utilizagdo (solo, foliar)

e tratamento da peste alvo (gramineas - herbicida)

« tratamento de grupo de pestes (herbicidas, ingdasic

Tabela 1 - Classificacdo do pesticida e respectipaste-alvo (Waxman, 1998)

Grupo do Pesticida Peste alvo

e Acaricida « Acaros, carragas, aranhas
* Avicida » Passaros

* Bactericida » Bacterias

e Fungicidas « Fungos

* Herbicidas * Ervas daninhas

* Insecticidas * Insectos

* Moluscicida » Caracois e lesmas
* Nematicidas * Nematodo

* Peixicida * Peixes

* Rodenticida * Roedores

* Alguicidas * algas

Do ponto de vista quimico os pesticidas podem $adidos em dois grandes

grupos: 0s organicos e 0s inorganicos. Os pessicidarganicos ndo contém

carbono, sdo de origem mineral, constituidos psérao, cobre, boro, mercurio,

enxofre, estanho ou zinco. Nos dias de hoje esteScmlas sdo pouco usados, e
alguns até foram eliminados como é o caso do arsgmo mercurio (Waxman,

1998).



» Os pesticidas organicos comecaram a ser utilizaams a Segunda Guerra
Mundial, ou seja, depois do surgimento do dicldeditricloroetano (DDT). A

maior parte destes compostos é de origem sinidtiathews, 2006).

As classes de pesticidas mais vendidas no mundossierbicidas, os insecticidas e os
fungicidas (Mathews, 2006). Os pesticidas existent® mercado pertencem a grupos

quimicos especificos, com diferentes mecanism@sci&o.
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Gréfico 1 - Vendas de pesticidas em 2003 no mundad@ptado a partir de Matthews 2006)

Os herbicidas, em geral, tém um amplo espectracioaPodem actuar sobre todas as
ervas daninhas, embora possam ser selectivoseBExi&irios tipos de herbicidas, e a
sua classificacdo pode basear-se na natureza aogostps quimicos contidos no
herbicida (anexo 2). Os herbicidas dividem-se embitidas organicos e herbicidas
inorganicos. Os herbicidas organicos sao usaddarmga escala hoje em dia, enquanto
os herbicidas inorganicos foram sendo gradualmelim@nados devido a sua elevada

persisténcia no solo (Baird, 2002).

Como vemos no gréfico 1 os insecticidas sdo a skgelasse de pesticidas mais
vendida no mundo. Estes compostos sdo usados icalaga, mas também em nossa
casa. Podem possuir accado local ou accéo sisté@scmsecticidas de accao local, sdo
aplicados na superficie da planta ou objecto eaattdirectamente sobre a peste,

controlando o desenvolvimento da mesma. Por suaogeinsecticidas de accao



sistémica sdo absorvidos de forma relativamenteaggela planta e transportados pelo
sistema vascular (Matthews, 2006). O pesticidaaemdrplanta dependendo do modo de
aplicacdo, podendo entrar pelas raizes ou partesristes ao solo. Os fungicidas
actuam sobre fungos, protegendo culturas, fruftes, entre outros. Esta proteccao é
conferida no armazenamento, em transporte, masetammo momento da cultura. Os
fungicidas podem ser classificados como protectdoes superficie) e curativos

(sistémicos ou internos).

I1.6. Quantidade de pesticidas documentada em Portugal

Em Portugal existe um controlo do valor de vendas pesticidas em cada ano. O
organismo responsavel pela publicacdo destes da@doBireccdo-Geral de Proteccao
das Culturas (DGPC). De acordo com o Artigo 26%rB@-Lei n° 94/98 de 15 de
Abril, a Associacdo Nacional da Industria para atéacdo das Plantas (ANIPLA) e
restantes empresas que comercializam produtoarfiv@icéuticos, declaram a DGPC as

vendas por substancia activa.

Procedendo a uma andlise da tabela 2, verificaiseoq fungicidas representam 76%,
os herbicidas 13,9%, e os insecticidas/acariciga® @las vendas em Portugal, de um
total de 17 mil toneladas de pesticidas. Tendo emtacos herbicidas em estudo,
verifica-se que a atrazina se inclui no grupo qodndas substancias mais vendidas, as
triazinas (15.1%). O s-metalocloro pertence a elggsmica “outros” (na qual se inclui

0 grupo quimico das cloroacetanilidas), com umaesgmtacdo a nivel nacional de
70,4% do mercado (Tabela 3).

Tabela 2 - Vendas de herbicidas por grupo quimiccs(bstancia activa) adaptado de (Vieira, 2005),
o valor de vendas (expresso em kg de substanciaiaaf por grupo quimico) encontra-se na tabela 2.
Nesta tabela o item “Outros produtos” diz respeitoaos atractivos, molhantes, e os outros
adjuvantes, sinérgicos e repulsivos.

Grupo quimico Quantitativo vendido (kg)
Amidas e anilidas 11 572
Carbamatos 114 711
Fenoxi-fitohormonas 84 407
Triazinas 361 558
Dinitroanilinas 18 924
Ureias, sulfonilureias e uracilos 113 751
Outros 1 676 626
Total 2 381 549




Tabela 3 - Vendas de produtos fitofarmacéuticos pdipo de funcéo adaptado de (Vieira, 2005)

kg

TOTAL 17 030 910
Fungicidas 12 954 391
Inorganicos 11084 776

Cupricos 851136

Enxofre 10232782

QOutros 858
Benzimidazdis 27 513
Diazois e triazois 23 396
Diticarbamatos 1110567
QOutros 708 139
Herbicidas 2381549
Amidas 11 572
Carbamatos 114 711
Derivados da ureia, uracilos e sulfonilureias 113 751
Dinitroalaninas 18 924
Fenoxi-fitohormonas 84 407
Triazinas 361 558
Qutros 1676 626
Insecticidas e acaricidas 505 458
Carbamatos 35283
Organoclorados 46 814
Organofosforados 315670
Piretréides 7 032
Produtos de origem vegetal e bioldgicos 1236
QOutros 99 423
Moluscicidas 27 467
Reguladores de crescimento 2766
Anti-abrolhantes 490
Reguladores de crescimento 2276
Rodenticidas 29
Oleo mineral 582 325
Fumigantes de solo 549 185
Outros produtos 27 740

Em 2009 a ANIPLA reportou que em 2008 foram venrsli@2,4 mil toneladas de
pesticidas. Levando em consideragcdo que esta ag8occontrola a maior parte do
negocio dos fitofarmacos, podemos dizer que nurfogerde 5 anos o consumo de
pesticidas aumentou consideravelmente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Venda de produtos fitofarmacéuticos (ANRLA, 2009).

Mercado Valor Variagdo %  Quantidade | Variagao %
Segmentos (mil euros) (1) (t) (1)
Fungicidas 44160 15% 14723 8%
Insecticidas 14.211 -19% 2217 -21%
Herbicidas 36.542 1% 4107 -20%
Diversos 4783 13% 1.382 -0%
Total 99.696 5,8% 22.429 -2,6%

(1) Avanagdo refere-se aigual perindn do ann artferior

[1.7. Pesticidas e a Saude Humana

O grande problema da contaminagdo ambiental e plasg@o humana aos pesticidas
deve-se ao facto de estes compostos serem fornsudaihdroduzidos no ambiente com
0 objectivo de controlar e levar a morte dos sewgmresmos-alvo. No entanto, a
maioria deles actua sobre sistemas bioldgicossyissEm actividade sobre organismos
especificos, logo também acabam por se tornar giaterente toxicos para 0s seres

humanos e outras espécies selvagens.

A Organizacdo Mundial de Saude fez uma estimatdaesa intoxicacdo aguda por
pesticidas, tendo verificado que existem 3 milh@escasos anuais de intoxicagdes
(WHO, 1990). Destes, 1 milhdo resultam de exposigao intencional, sendo
principalmente afectados os trabalhadores das exqdles agricolas e habitantes destas
zonas. Os restantes 2 milhdes resultam da conte&dnadirecta, através da ingestao

de 4gua e alimentos contaminados (WHO, 1990).

Uma grande parte da classe dos insecticidas é togioa, provocando alteracdes no
sistema nervoso. Considerando que este compostodénd actividade selectiva e
afectam outras espécies além dos organismos-algomas das reaccOes adversas
centrar-se-ao nas alteracbes do sistema nervosorginismos contaminados. O
mecanismo de toxicidade e a forma como o sistem@se € afectado é semelhante em
todas as espécies e apenas a dose de toxico detanmtensidade do efeito bioldgico
(Waxman, 1998). O processo pelo qual causam nedcatade € variavel, de acordo

com a classe quimica dos pesticidas a considerar.
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O caso do DDT (diclorodifeniltricloroetano; um pesta organoclorado) €

exemplificativo: este composto age sobre mecanisndes despolarizacdo e
repolarizacdo das células nervosas, actuando sofmembrana do axoénio, alterando o
transporte de ides, o que afecta a transmissaadcalélsto resulta numa estimulagéo

repetitiva dos nervos, causando tremores pelo equmvulsdes (Waxman, 1998).

Os pesticidas piretréides agem de maneira simibsr @ganoclorados, embora os

piretroides do tipo Il tenham maior tempo de adtade, causando uma despolarizacéo
persistente e uma excitacdo repetitiva dos org@&@vsosiais e fibras musculares

(Williams et al, 2000).

Os organofosforados e os carbamatos actuam naonsistervoso inibindo as enzimas
colinesterases. As colinesterares actuam na degiradada acetilcolina,

neurotransmissor responsavel pela transmissdo mpsilsos no sistema nervoso.
Quando acontece a inibicdo da enzima, ha acumuldedacetilcolina na fenda
sinaptica, que provoca uma excitagcdo constante.si@®mas mais comuns por
intoxicacdo aguda sdo: convulsdes, aumento da esel@ activacdo das glandulas
secretoras, entre outros (Williams et al, 2000).

Para além dos mecanismos de accao tipicos de Gsi® de pesticidas, muitos dos
seus efeitos toxico ambientais podem ocorrer pdrosuprocessos. No caso dos
organoclorados, foi demonstrado que exposi¢cdo ad @baos seus metabolitos pode
causar problemas reprodutivos (Snedeker, 2001).

Assim, e no sentido da avaliacdo da perigosidadecqda um destes agentes coloca
para o0 meio ambiente, existem instituicdbes queathan no sentido de avaliar os
efeitos dos diversos pesticidas em multiplos ogyans. Tal é o caso da United States -
Environmental Protection Agency (US-EPA) que posssa sua estrutura
organizacional, um departamento chamado Officeesti€ide Programs, onde se esta
sedeada a Health Effects Divison, que realiza esteth animais de forma a avaliar o

potencial risco de cada pesticida (EPA, 2009).
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1.7.1. Presenca dos pesticidas no ambiente aquatico — agpara

consumo humano

De uma forma geral, a qualidade da dgua deve abada através do uso de parametros
fisicos, quimicos e biolégicos de forma a fornagerespectro alargado de informacgéo
para uma monitorizagcdo das aguas correcta e aptapriAssim como principais
parametros fisicos destacam-se a cor, a turbidaztemperatura; como parametros
guimicos podemos encontrar o pH, o oxigénio disdole salinidade; os parametros
biologicos mais comuns referem-se aos coliformesisee presenca de clorofila a
(proliferacdo da flora aquatica) (Peixoto, 20083. ddganismos presentes em ambiente
aquatico como é o caso Baphnia magnasao indicadores da qualidade da agua. Pois,
se houver qualquer alteragcdo na qualidade da &wmsgera uma alteracdo fisica,

comportamental ou reprodutiva no organismo.

Um dos passos no sentido de garantir essa morig@dz correspondeu a
implementacdo da Directiva Quadro da Agua, DQA @NVEconomics Working Group,
WATECO e European Commission, 2003). De acordo add@A foram identificadas
as “substancias perigosas prioritarias”; nesta (@hexo 1) encontra-se a atrazina, para
a qual foram feitos acordos internacionais no dentle cessar a utilizacdo deste
composto. Nesta Directiva faz-se uma alusdo intemsaestado ecolégico do
ecossistema, por isso é apelidada como a direcgsponsavel pela “integracao
ecoldgica europeia”, estabelecendo meios de contattavés de um estudo mais
pormenorizado da comunidade biotica. De acordo Cdineira et al (2006), na DQA
verificou-se a apresentacédo do conceito “qualidamiddgica’ - este foi inserido com o
objectivo de desenvolver um quadro de avaliagdoqdalidade da &gua mais
abrangente. A DQA integra todos 0s aspectos reladims com a gestdo da agua que
anteriormente se encontravam dispersos em variastidas sectoriais e tem como
principal objectivo a definicdo de um enquadramegpdwa a proteccdo e utilizacdo
sustentavel das aguas na Unido Europeia. Esse draquento definido pela directiva
visa alcancar a proteccao de todas as aguas (WATECE, 2003).

A Directiva Quadro da Agua (EU, 2000) tem como gpal objectivo a definicdo de

um enquadramento para a proteccdo e utilizacAemgasel das aguas da Unido
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Europeia. Por razbes econdmicas € necessario yaesegualidade e a quantidade da
agua, pois a remediacao de tal facto imputara esicustos. Muitos dos rios presentes
NO NOSSO pais nascem no pais vizinho, e para sgusdidade da agua desses rios é
necessario que os dois paises contribuam para theeuestado”. A DQA establece
politicas neste sentido. Segundo Rocha (2001),satie DQA, as aguas que hao
tivessem nenhuma utilizacdo eram designadas “onfé@s possuindo assim estatuto de
proteccéo; actualmente os parametros de qualidialedo estabelecidos em funcéo das
utilizagbes humanas, mas do préprio ecossistemaiaquO enquadramento teorico da
DQA aponta claramente para uma visdo moderna déayéstegrada dos recursos
naturais, o que implica a necessidade das entidgdstras se equiparem com
modernos instrumentos de andlise para suporteisddg©liveira et al, 2006Pliveira,

et al (2006) afirmam que os objectivos estabelecpida DQA associados ao programa
de monitorizacdo, sdo os exercicios de intercajdwalas condicbes de referéncia e a
definicdo dos critérios de qualidade e padronizagimétodos de recolha e anélises. Os
programas de monitorizagdo incluem frequentementstagem de agua em
diferentes locais e determinacdo de um determimadoero de pardmetros fisico-
quimicos e biologicos, o0 que conduz a elaboracdarda matriz com um grande
namero de dados, cuja interpretacdo €, por vezmaplexa (Simeonov, 2003). O
exercicio de intercalibragdo das condi¢cbes deé&ebéa, ao qual corresponde o “estado
ecolégico excelente” permite em associacdo com afores resultantes da
monitorizacdo da qualidade da agua interpretarrasids de qualidade ecoldgica”,
avaliando e quantificando a relacdo entre os valoteservados e os verificados em
condicdes de referéncia, para 0 mesmo meio hif@beeira, et al., 2006). A qualidade
da agua é assim algo complexo porque engloba muatésveis; no entanto, pode ser
definida como uma combinacdo de concentracdes tstdsicias inorganicas ou
organicas, mas também, através da composicaodoadta seres vivos que habitam o

meio aquatico (Rocha, 2001).

11.7.2. Avaliagdo dos efeitos ambientais de xenobibticos

antropogénicos

Para se verificar o impacto de toxicos no ambigriade-se comecar pelos testes

ecotoxicolégicos. De acordo com Hodgson et al. § 99 Ecotoxicologia é definida
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como: "a ciéncia que se ocupa da accéo dos agguitescos e fisicos nos organismos,
populacdes, e sociedades dentro dos ecossistefiradateincluindo a transferéncia de

substéancias e interac¢des no ambiente”. Assim, gazeée que a Ecotoxicologia verifica

e avalia quais os efeitos toxicos provocados nwmpade organismos. No ambito do
presente trabalho, pretendeu avaliar-se os efedeentualmente causados pela
utilizacdo e dispersdo de um agente antropogéniao cldsse dos pesticidas
(nomeadamente, o s-metalocloro e a atrazina), flados por intermédio da mistura

com nome comercial Primestra Gold S®.

Esta avaliacdo ecotoxicolégica do pesticida Prime&old S® (constituido por s-
metalocloro e atrazina) teve por objectivo a regiio de uma andlise dos efeitos de
elutriados de trés amostras de solo agricola as désorganismos aquaticos: uma das
amostras foi constituida por solo onde ndo ocaaigacédo de qualquer pesticida num
periodo minimo de cinco anos; uma segunda amastrespondeu a solo com pesticida
aplicado no ano anterior; e uma ultima amostrattaida por solo com a aplicacdo do
pesticida no momento da sua recolha. Com base agdlige pretendeu-se efectuar uma
comparacgao entre os diversos solos tendo em cerggatenciais efeitos de degradagao,
a curto, médio e longo prazo, dos agentes pesiiculdizados. A avaliacao
ecotoxicolégica pretendida foi efectuada utilizandmo parametro a mortalidade (apos
exposicdo aguda) e os efeitos populacionais e dapves (numero de neonatos) de um
clone da espécie de claddceros de 4gua damehnia magnamantida em condigfes
laboratoriais controladas. Assim, pretendeu-sergbs®s efeitos que poderéo surgir,
com diferentes intervalos temporais, da aplicag@@ekticidas no ambiente aquatico,

como consequéncia da sua aplicagdo num terrermokgel num cendrio real.

I1.8. Fontes de contaminacdo dos ecossistemas aquaticospesticidas

Com o advento da Revolucdo Industrial, verificoutse aumento da capacidade
humana em modificar o meio ambiente. Observa-sta desma que o Homem ao

promover estas alterac6es contribui também paxdirec@o de espécies e modificagbes
dos processos naturais. Assim, ap0s o inicio dalRgdo Industrial tém sido langcados
Nnos ecossistemas aquaticos um grande numero dérstibs, obtidas por via de sintese

quimica, cuja toxicidade € actualmente um dos reai@roblemas ambientais. Os
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pesticidas foram aplicados durante anos de umaafoeygligente, assumindo-se que 0s
ecossistemas terrestre e aquatico suportavam essighkios, ou que entdo os faria
desaparecer. Esta ideia persistiu por longos @eeso & escassa informacéo e falta de
formacdo dos aplicadores de pesticidas. Os pestigi@dovocaram alteragbes a varios
niveis, de entre as quais se destaca o ecossisiguddico (Barroso, 2009). No caso
particular dos organismos aquaticos, 0s seus doserpodem encontrar-se

contaminados devido ao contacto com a agua ou sath Os organismos aquaticos
podem entdo acumular estes quimicos por ingestaalic@nto contaminado, pelo

contacto das suas superficies respiratorias e gmlocontacto directo com a agua
contaminada (Giulio e Hinton, 2008). Pelo facto pederem estar contaminados
aguando do seu consumo pelo Homem, podem servired®res preferenciais de

contaminagdo humana (Giulio e Hinton, 2008).

Um aspecto importante nesta cadeia de eventosgeaiacao quimica, ilustrada pelos
gréficos circulares presentes na ilustracdo 1. ddulios quimicos existem no Ambiente
sob variadas formas, muitas vezes resultantesadgdes quimicas e bioquimicas. As
identidades e concentracdes relativas das espgdiescas variam com a localizacdo e
o tempo e diferem entre os componentes do ecassiségjuatico. Logo, um dado

organismo aquatico pode ser exposto a uma grandetidade de quimicos. A

acumulacdo quimica e toxicidade ndo dependem spialatidade de quimico presente
no ambiente, mas também da sua biodisponibilidadda capacidade com que o
organismo aquatico o absorve e distribui nos vaigaos. Assim, o quimico pode ser
mais susceptivel para se ligar a um local de aesgecifico, dependendo da espécie
guimica em questao e das caracteristicas espsdaiicarganismo que a absorve (Giulio
e Hinton, 2008). Apés a sua absorcao, o toxico eméi pode exercer efeitos nefastos

na fisiologia do organismo.
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llustracdo 1 - Adaptado a partir de Giulio e Hinton (2008): Distribuicdo de quimicos nos
ecossistemas aquaticos, os graficos de circularespresentam qualitativamente a especiagéo

quimica e como ela difere entre os compartimentosdecossistema

[1.9. Impacto dos pesticidas a nivel terrestre e aquatictixiviagao

Um solo diz-se contaminado quando contém subst&nasn quantidade ou
concentracdo, que podem produzir efeitos nefastwecta ou indirectamente, ao
homem ou ao ambiente (Graff, 1989). Os pesticidagepcem a uma classe de
contaminantes muito importante devido ao seu tedepretencdo no solo ser por vezes
muito elevado (Spadoto, 2002), e por serem potenftiates de poluicdo dos aquiferos
(Gish et al. 1998; Smith, 1993), pelo facto de poesn um elevado potencial de
drenagem, uma elevada persisténcia no solo, umadsegfio lenta por hidrdlise, uma
baixa pressdo de vapor, uma baixa a moderada kddag em agua, e uma moderada

absorcéo pela matéria organica e argila existemsolo (Augusto, 2004).

O destino dos pesticidas, ap0s alcancarem o sol@a @gua, depende das suas
caracteristicas quimicas e fisicas e da suscegtidé para varias transformacdes e

processos de transporte (Hamilton e Crossley, 2004)
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llustracdo 2 - A percolagdo dos pesticidas atravédo perfil dos solos (adaptado de Silva e Santos,
2007).

O conhecimento dos processos envolvidos no dedtagesticidas a nivel ambiental é
essencial para garantir que a sua aplicacdo & efiGambientalmente segura, porque
assim se pode minimizar a possibilidade de ocoéde muitos dos processos
indesejaveis (Batista, 2003). Quando um pesticidglieado numa colheita, grande
parte deste é absorvido pela planta ou animal alwvdambém pode ser degradado por
accdo microbiana e quimica. Uma parte do pestitidatém-se no ambiente: algum é
vaporizado e eventualmente depositado por precgmtaoutro mantém-se no solo, a
superficie ou em aguas subterraneas por escorr@ndigiviacdo (Anderson, 1986). Os
pesticidas tém sido detectados na precipitacdoenutmd ser transportados por longas
distancias. Exemplificativo deste facto foi o cako deteccdo de lindano num lago
japonés onde ndo havia fluxos de agua superfioiaisubterraneas. A sua presenca
neste local levou a supor que tivesse percorridoacge 1500 km, a partir da China ou
Coreia (Anderson, 1986).

Apos aplicagdo, uma dos factores determinantes gdiadisponibilidade e actuacao
toxica dos pesticidas € a interac¢cdo com as phasiclo solo. Quando os pesticidas séo
adsorvidos pelos componentes do solo ficam mengpodiveis para sofrerem
lixiviagdo ou degradagao microbiana. Uma vez desaiks serdo mais facilmente

degradados, lixiviados ou absorvidos por plantasd8 assim, o solo € um elemento
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determinante do destino final dos pesticidas, degeeo da maior ou menor afinidade
dos pesticidas para este compartimento e suasigatades intrinsecas (Nunes, 2006).
De acordo com Silva e Santos, 2007 a percolaca@efstscidas através do perfil dos

solos pode dar origem a contaminacao dos lengasidos (ilustragcéo 2).

[1.10. A monitorizagao biologica

A utilizacdo de material biolégico para avaliarumlidade da agua tem como vantagem
as respostas bioldgicas integrarem um grande nudeecondic¢des fisico-quimicas e os
seres vivos detectarem alteracbes no ecossistesmEmanque muito subtis (Rocha,
2001) De entre os diversos organismos que podem seradils em estudos
ambientais, com vista a quantificacdo de efeitokfgicos decorrentes da contaminacao
quimica, muitos organismos foram ja sugeridos pstituicdes internacionais. Assim, a
Environmental Protection Agency (Estados Unidog\deerica) e a Organizagéo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OCDE) pat@dim normas de ensaios
ecotoxicoldgicos que visam a avaliacdo de efemopeixes, moluscos, crustaceos, aves
e plantas. No entanto, grande énfase foi dada assoAnvertebrados, devido as suas

caracteristicas inerentes.

Segundo Picanco (2007), os sistemas de macroibvadies apresentam caracteristicas

gue podem ser muito vantajosas em estudos de mpa@@o ambiental, tais como:

* Os macroinvertebrados tém reduzidos movimentosgpeis&do, quando comparados

com outros grupos faunisticos;

* Tém um longo periodo de vida aquatica, contraridgeqror exemplo, as algas;

» Podem ser facil e rapidamente identificados;

* Possibilitam a determinacdo de véarios tipos de @tgpasendo utilizados em estudos

de poluicéo;
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« S40 geralmente abundantes;

* Ocupam uma grande variedade de microhabitats;

* Providenciam uma ligagéo crucial com os niveigdodf superiores;

» Sd0 importantes do ponto de vista economico vietens a fonte de alimento de
varias espécies de peixes demersais e de invattebepibentonicos consumidos pelos

humanos;

« S840 importantes na reciclagem de nutrientes presantsedimento

Quando a monitorizacdo biologica se baseia na rdetacdo e quantificacdo da
substancia quimica ou do seu metabolito no meiddimo, é essencial o conhecimento
de como a substéncia € absorvida pelas diferenéss somo é distribuida pelos
diversos compartimentos do organismo; se acumuladouno organismo; de como é
biotransformada; e finalmente como € excretada gealmente necessario conhecer o
mecanismo de acc¢ao da substancia quimica pardficeEnguais os efeitos causados no
organismo, logo se se identificar um efeito prequade-se usa-lo para fins preventivos,

no sentido de evitar a toxicidade do ecossistema.

Segundo Amorim (2003) a avaliacao bioldgica da sigdm a substancias quimicas so6 é
possivel se existirem informacgdes toxicoldgicasreites ao mecanismo de acgcédo e a

toxicocinética dos agentes quimicos aos quaisdigithuos estdo expostos.

[1.11. Monitorizagdo ecotoxicoldgica -Daphnia magna Straus

A Ecotoxicologia estuda os efeitos adversos cagsatis organismos Vivos por
substancias quimicas libertadas no ambiente pal&zagdo de testes ecotoxicolégicos
(Stringhini e Salomon, 2004). Este tipo de abordagermite conhecer e caracterizar as
respostas téxicas que uma dada substancia, matrimistura (no seu conjunto),

provoca no organismo-teste utilizado. Como os essatotoxicoldgicos ndo dependem
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da substancia quimica se encontrar ou ndo isotdels preenchem as lacunas deixadas
pelas analises quimicas, que apenas nos indicamegaaquantidade em que 0s
contaminantes possam estar presente, sem nadenamfeobre os potenciais efeitos
bioldgicos. Os ensaios ecotoxicologicos tem poaliifade, saber se as substancias
quimicas, isoladas ou em forma de mistura, sdovas@ sistemas vivos, e como e onde
se manifestam os seus efeitos (Stringhini e Salp2@0®¥) Entre os varios organismos-
teste utilizados na toxicologia aquética de agusedo mais usado é o clad6cero da
espécieDaphnia magna O teste ecotoxiclégico com este organismo enaesdr
padronizado pela OECD (Organizacdo para a CooperazaDesenvolvimento
Econdmico) e ISO (International Organization forar@tardization) (Picado et al.,
2007).

1.11.1. Taxonomia e morfologia

Daphnia magnaé um microcrustaceo da comunidade zooplanctonieapgrtence a
classecrustacea Estes organismos actuam como consumidores pasaiimentando-
se por filtracdo de material organico particuladangroorganismos. Habitam em
charcos, pantanos e corpos de &gua, ricos em @abéganica. E vulgarmente
conhecida por pulga de agua, possui respiracaguiare pode atingir os 5 a 6 mm de
comprimento. Estes crustaceos, tal como referidiopeatam-se pela captura de
particulas em suspensdo, através da atraccdo dascapostas das particulas e a
superficie de um filtro composto por cerdas finas dpéndices. Esta estrutura capta
particulas da corrente hidrica, transferindo-as jpasulco alimentar, e posteriormente

para a boca. A excrecao é realizada por glandBlasniano, 2006).

11.11.2. Reproducgao

A reproducao dos claddceros é realizada habituaémmgor partenogénese, sendo quase
desconhecidos os machos. Os ovos dipléides padaitog sdo produzidos em cachos
e incubados numa camara incubatéria dorsal lockizeor baixo da “carapaca”. O
desenvolvimento é directo e os neonatos sao liestda camara incubatdria por flexao
ventral de pos-abdémen da fémea. Os ovos parteicogésao libertados por varias

geracoes, e uma fémea pode produzir varias ninhBdasezes, alguns factores como a
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temperatura da agua e a reducao do alimento indozgparecimento de machos, e sao
produzidos ovos fertilizados (Brentano, 2006). @ssdfertilizados sdo grandes, pois so
sao produzidos dois por ninhada. As paredes darednubatéria encontram-se entao
transformadas numa capsula protectora em formalddefipia) (Brentano, 2006). Esta
é libertada na proxima muda, ou separando-se degarteto, ou permanecendo com o
resto do mesmo. As efipias flutuam, afundam, adereivjectos podendo suportar tanto
altas como baixas temperaturas. Nesta fase pod@ortau até a passagem pelo
intestino dos peixes, das aves e dos mamiferoseaimentam de peixes (Brentano,
2006). A partir destes ovos resistentes, os cladégeodem dispersar pelo vento, ou
através de animais por longas distancias e solaesi inverno e as secas (Brentano,
2006) Existem assim quatro periodos no ciclo de vidaadespécie: ovo, juvenil,
adolescente e adulto. O ciclo de vida, do ovo atéoéte, varia de acordo com o
decréscimo da temperatura. A 20°C a média do deleida daDaphnia magngovo a
adulto é de 56 dias) (Brentano, 2D06

Objectivo

O presente trabalho tem como objectivo contrib@irapa compreensao dos efeitos
perniciosos causados pela aplicacdo de dois mkstjcavaliando a qualidade da agua
lixiviada, utilizando parametros de mortalidade @pylacionais do microcrustaceo
Daphnia magnaProcurou-se desenvolver uma metodologia de andkstoxicidade
cronica, tendo em conta os valores de toxicidadmlag simulacdo do processo de
lixiviagcdo. Pretendeu-se obter valores de toxiadapie pudessem servir de referéncia
para a determinacdo do impacto ao nivel aquéticortente da utilizacdo agricola de
uma mistura de atrazina e s-metalocloro formulaalpnoduto de produto comercial do
Primestra Gold S.

Pretendeu-se igualmente verificar a persisténciprdduto Primestra Gold S® no solo
guando aplicado até um prazo de um ano e efexatdai decorrentes.

Como ultimo objectivo, pretendeu-se comparar actdade provocada pelo pesticida,

quando este é aplicado dois anos sobre 0 mesmo solo
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V.

Material e Métodos

IV.1. Cultivo dos organismos-teste@aphnia magna Straus)

Os organismos teste foram cultivados em agua previte desclorinada, e foram
mantidos em lotes de 20 organismos em recipierdas um litro de agua, com luz
artificial (fotoperiodo de 16 horas de luz/8 hodasescuriddo) e temperatura de 20 + 2
°C . O meio de cultura era renovado uma vez poasamOs neonatos eram retirados
durante um periodo de 24 horas do recipiente dwrauke colocados num novo
recipiente de cultura (para se obter um padraclbsao), com o objectivo de ter lotes
de organismos jovens e sincronizar o momento aes&al Ao fim de 40 dias os adultos

eram descartados.

Estes organismos foram alimentados com uma suspetséafermento granulado
comercial. Para efectuar a preparacédo do alimesiazava-se 2,0 g de fermento num
frasco de colheita de 60 ml, ao qual se adiciod@ue até perfazer o volume, de forma
a obter uma suspensdo homogénea. Posto isto, entdigdo era feita com uma pipeta
de Pasteur, pelo que se aplicava uma ou duas gmtasda grupo de 4 organismos por
dia, tendo em conta o seu ciclo de vida (fase jlieenadulto respectivamente).

IV.2. Aplicacdo do pesticida

O pesticida Primestra Gold S foi aplicado no tesrpar um pulverizador com barra de
bicos (llustracdo 3). Foi estabelecida uma &reaaplizacdo de 2200m O limite
méximo de aplicacéo de pesticida é de 4,5 litraslp600 ni, como indica no folheto
informativo do Pesticida Primestra Gold®. Na pregao da diluicdo do pesticida ou
“calda” (agua+pesticida), colocou-se 1 litro detjpeda, que é dose recomendada para a

respectiva area. A diluicdo foi de 1/80 (aproxinmadate) em agua.
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llustragdo 3 - Pulverizador com barra de bicos
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Avaliacdo ecotoxicoldgica da exposicédo a um pektjatontendo atrazina e
s-metalocloro

IV.3. Colheita e preparacdo das amostras

Para que uma amostra seja suficientemente repaéisard sua colheita deve seguir as
normas existentes, tal como o Decreto-lei n.° 2086, 21 Julho, bem como a norma

ISO 10381-1: Qualidade do Solo - Amostragem -P&rt® equipamento a usar para a

colheita deve estar isento de contaminantes setaete e facil de usar. O equipamento

usado na recolha das amostras para o presentetprigjeuma pa e trés recipientes para
colocar as amostras. No ponto de colheita seleadpara a amostra, colheu-se uma
amostra parcial ou igual a 20 cm de profundidadeolheita foi realizada numa area de

0,5 nf. A terra foi misturada nesta éarea, retirando-sepasiculas de maiores

dimensdes, de forma a obter uma amostra homogéneardno em questao.

Fatia com 2 & 3 &m
de:

llustracéo 4 - Preparacdo da colheita da amostra derra.

IV.4. Simulac&o do processo de lixiviagcao.

A amostra colhida foi submetida a um processoxdeidicdo, com visto a obtencao de
um elutriado, que contivesse a fraccdo hidrossbldes pesticidas aplicados. Este
processo consistiu na agitacdo da amostra dedprragua isenta de cloro (similar a
utilizada para cultivar os organismos teste). ki@etse a pesagem de 500 g de cada

amostra de terra para um matraz de 2 | de colm,laadicionou-se 1,5 | de &gua
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Avaliacdo ecotoxicoldgica da exposicédo a um pektjatontendo atrazina e
s-metalocloro

previamente desclorinada. Colocou-se 0 matraz saimee placa de agitacdo, durante
um periodo de 2 horas, e com agitacao continua.

llustracdo 5 - Placa de agitacdo e respectivo matza

Ap6s 2 horas de agitacdo, deixou-se repousar 3Qitosne depois procedeu-se a
decantacéo e filtracao do lixiviado, com a ajudaih@ coluna preenchida com algodao
cardado. Este processo foi repetido por duas vepes,0 objectivo de ter um volume

suficiente de lixiviado para realizar os ensaios.

IV.5. Metodologia usada no teste de toxicidade aguda

A metodologia usada no teste de toxicidade agadais o descrito na norma OECD
“Daphnia sp, Acute imobilisation Test and reproduction TeDECD, 1984). No
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Avaliacdo ecotoxicoldgica da exposicédo a um pektjatontendo atrazina e
s-metalocloro
sentido de cumprir os requisitos da presente noasaamostras de lixiviado foram
testadas tendo como base a exposicdo a neonat@apmleia magna com idade
compreendida entre 1 a 24 horas de idade, por vimdpede 24 horas.

A partir da amostra de elutriado de cada amostraedeno, foram preparadas 3
diluicbes, e um controlo. As diluicbes preparadasarh de 25%, 50%, 75% de
elutriado. Usou-se também elutriado sem diluicae qarrespondeu ao tratamento
100%. As diluicdes foram preparadas com agua pt@veviamente desclorinada,
proveniente da rede de distribuicdo publica. As ta@nostras em analise foram
colocadas em frascos de acordo com as respectikasdds; o teste foi feito em

duplicado. Foram testados 6 organismos por cadadra

Os organismos-teste foram adicionados aos framws, a ajuda de uma pipeta de
Pasteur. Os frascos foram cobertos com filme de,”RM@cubados no escuro dentro de

uma caixa de PVC (ilustracdo 6), sem iluminacalingeatacao, durante 24 horas.

llustracdo 6 - Camara de incubacéo
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Apoés este periodo de tempo, observou-se a quaatidadindividuos imoveis, por

concentracao e por réplica.

IV.6. Metodologia usada no teste de toxicidade crénica

A metodologia usada no teste de toxicidade crésecmiu 0 descrito na norma “OCDE
guidelines for testing of chemicalBaphnia magnaeproduction test” (OECD, 1998).
Este teste consistiu na exposicdo dos neonatbsplania magnaa varias diluicées do

efluente em estudo, num periodo de 21 dias.

O ensaio foi realizado em duplicado, contendo tl&gscoes (25%, 50%, 75%), um
elutriado 100% e um tratamento controlo com aguscldenada. Para cada diluicdo
foram usados 4 organismos por frasco. Cada framttinba uma aliquota de 50 ml de
solugédo teste. Os frascos foram deixados destapgurs que houvesse uma
oxigenagao constante dos meios de teste.

Neste teste, utilizou-se a mesma agua que nodatteor (Agua desclorinada) para se
efectuar as diluicdes. Os testes foram mantidosnessnas condicdes ambiente que os
lotes de cultura (fotoperiodo de 16 horas de ltwfas de escuriddo) e temperatura
ambiente (20£1°C). Os organismos receberam umeamtagao diaria, que correspondia

a uma suspensao de fermento comercial previamesgpanado por suspensao em agua
desclorinada. A quantidade de fermento suspendidageia foi definida numa razéao de

4 g por 25 ml de 4gua. Cada grupo de 4 organisnaoslienentado com uma gota deste
preparado por dia.

Os organismos foram acompanhados diariamente, dmsernwmcdes diarias do seu
estado. Apos o periodo de 10 dias aproximadamfarsemn iniciadas as contagens do
namero de neonatos gerados por fémea, duas vezesmana. O meio foi renovado 3
vezes por semana, 0 que caracteriza um teste séitice. Em cada substituicdo de
aliquota, os neonatos foram retirados e contadibgaEste procedimento impedia que
0S metabolitos alterassem a qualidade do meio, ndindo assim possiveis

interferéncias, e impediram a competicdo entre ragemitoras e 0s neonatos pelo

alimento.
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IV.7. Andalise estatistica

Os critérios indicativos de toxicidade eh magnavariaram consoante 0s testes
realizados. Nos testes realizados com neonatogéoi@tilizado foi a sobrevivéncia;
nos testes envolvendo a reproducdo, o parametqataatinfoi o nimero de neonatos
vivos por adulto. A existéncia de diferencas sigatfvas entre as varias concentracoes
de elutriado relativamente ao controlo, foi avadiadravés de uma analise de variancia
(ANOVA) unifactorial. No sentido de discriminar gsotenciais diferencas dos

tratamentos em relagdo aos controlos, foi utilizadeste de Dunnett.
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V.

Resultados
V.1.Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda ndo revelou mortaliddde nimero de animais
sobreviventes foi similar em todos os tratamentosfinal do teste, pelo que se pode
concluir sobre a auséncia de toxicidade das disefdaicoes dos elutriados dos solos

das diferentes proveniéncias.

Tabela 5 - Resultados do teste de toxicidade agudaspectivo a duas réplicas (expresso em niimero

de animais mortos por diluicdo)

‘ Diluicbes \
0

Sem pesticida 0 0 0
Pesticida ano passado
Pesticida este ano 0 0,5 0
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V.2.Teste de toxicidade cronica

Apoés a analise comparativa das diversas ninhadaso(4otal), nascidas em diversas
diluicbes dos diferentes elutriados, foi possivehstatar diferencas significativas

importantes.

Solo no qual ndo houve aplicacéo de pesticida

Assim, a 42 ninhada nascida a partir de elutriaelcsalo sem pesticida revelou ser
significativamente diferente em relagéo ao controés diluicbes de 50 e de 100%. Nas
restantes ninhadas n&o houve diferencas signiasagntre os animais controlo e os

expostos as diluicbes de elutriado. O numero denates nascidos na 12, 22 e 32

ninhadas nao foram diferentes entre as concensaeétadas e o controlo.

30

25

20

15

10

012 ninhada
@22 ninhada
032 ninhada
042 ninhada

Ctrl

25%

50%

75%

100%

Gréfico 2 - NUumero médio de neonatos produzidos pddaphnia magna num elutriado tratado sem

pesticida
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Concentracao de elutriado %

Gréfico 3 - Numero médio de neonatos produzidos pcDaphnia magna a 42 ninhada num elutriado

sem pesticida (" - diferencas significativas, p < 0,0! (teste de Dunnet).

No grafico 3 verificase uma variacao significativa na concentracao &e & elutriadc
em que a média de neonatos nascidosDaphnia magnaé de 22.87, enquanto
concentracdo de 100% é de 10.75, o que signifie é inferior ao controlo (14.58
(g.l.-4,5; F=49,4; p<0,0!

Solo no qual o pesticida foi aplicado no ano anten

De modo similar, a 3% ninhada nascida em elutrdelesdo em que o pesticida fi
aplicado no ano transacto, apresentou diferenga#isativas em relacdo aos anim
controlo: todos o0s animais expostos a todas asicids tiveram um namel

significativamente superior de filhotes (g.1.: 4F5 9,21; p <,05).
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Gréfico 4 - Nimero médio de neonatos produzidos pcDaphnia magna num elutriado tratado com
pesticida no ano transacto.
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NuUmero de neonatos
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100%
Concetracao elutriado %

Gréfico 5 - Numero médio de neonatos produzidos pcDaphnia magna num elutriado respectivo a

42 ninhada com pesticida do ano transacto® - diferencas significativas, p < 0,0! (teste de Dunnet).

No gréafico 4 observae um aumento gradual da média do nimero de neopat
Daphnia magnaespectivamente, a 25% (22,5); 50% (5); 75% (26.1), diminuind
na concentragcao 100% para 19
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Solo no qual o pesticida foi aplicado este ano

Os elutriados de solo no qual o pesticida foi aplc no presente ano nao foram
responsaveis por qualquer alteracéo significatavgnoducéo de neonatos Baphnia
magna para qualquer das diluiges testadas. Pois tnlidda obteve-se (g.l.: 4, 5; F =
7.80; p > 0.5), 28 ninhada (g.l.: 4, 5; F = 6.5% @.5), 32 ninhada (g.l.: 4, 5; F = 1.66; p
> 0.5) e a42ninhada (g.l.: 4, 5; F = 24.99; p500

25
20 { T 1
15 - { O12 ninhada
@22 ninhada
032 ninhada
10 042 ninhada
5 41
O B = T T T
Ctrl 25% 50% 75% 100%

Grafico 6 - Nimero médio de neonatos produzidos pdpaphnia magna num elutriado tratado com

pesticida no momento da colheita.
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V1.

Discussao

VI.1. Efeitos agudos

Durante os ensaios de toxicidade aguda, realizamoepposi¢cdo dos organismos
durante 24 horas (tabela 5) podemos verificar géie existe qualquer diferenca
estatistica entre o solo sem pesticida, o solo pesticida aplicado antes da recolha da
amostra e o solo no qual a aplicacédo ocorreu n@atesior, em relacdo aos tratamentos
controlo. Pode-se dizer que neste ensaio naowexjstlquer toxicidade, o que se pode
ter ficado a dever ao facto do elutriado ndo coatpesticida em quantidade suficiente
para provocar efeito. De acordo com Bowyer et189() o resultado aqui obtido ndo
sera surpreendente, visto 0 mecanismo de accaoeshiciga atrazina assentar na
inibicdo do transporte de electr6es na fotossingesa inibicdo da divisdo celular,
processos bioguimicos presentes nas plantas easaorustaceos. Palma et al. (2008)
afirmou que a atrazina néao é toxica faegphnia magnaé apenas “nociva” (EC, 1996),
em funcédo dos seus resultados (Efg535.5mg/l). Huijun et al. (2006) verificaram que
a toxicidade do pesticida s-metalocloro, avaliadb seu LC58y, era de 51.2 mgll,
sendo considerado pouco téxico parBaphnia magnaDe acordo com o estudo de
Graham et al. (1996), que visou o estudo do efmtioxicolégico do s-metalocloro,
concluiu que os residuos deste pesticida preseatagua de escorréncia apresentaram-
se em concentracbes compreendidas entre 0.17-30.Apgstas concentragdes, ndo se
observou toxicidade, pelo que estes dados saoidentes com 0s nossos resultados de
toxicidade aguda. Tendo em linha de conta que ticfukzs esteve em contacto directo
com as particulas do solo, pode ter sido adsorvickmmpostos organicos (Spark, 2002),
diminuindo a sua fracgdo disponivel para ser alid@mrabendo que o comportamento
alimentar dos organismos testes envolvem a filtragdpartindo do principio que a
preparacao do elutriado envolveu um passo decfitratal pode explicar a aparente

auséncia de efeitos toxicos.

A disponibilidade de alimento, entre outros factod® stress natural, € um facto
conhecido por modular os efeitos dos pesticidasladbceros (Pereira et al, 2006). O
comprometimento do comportamento alimentar (fiitado material particulado) ou a

toxicidade indirecta que surge pela incorporacaadaa@o no alimento, sdo exemplos
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de mecanismos que se encontram por tras da inderatignentacéo-pesticida (Pereira,
et al. 2006).

VI.2. Efeitos crénicos

De acordo com os resultados obtidos na exposigaucer do organismo tesRaphnia
magnaas diversas diluicbes do elutriado correspondantsolo sem pesticida, pode
observar-se que a média de neonatos produzid@puaf variou na segunda, terceira e
quarta ninhadas. Pelo contrario, ndo se verificagdteracdes na primeira ninhada.
Pode-se dizer que a quarta ninhada existiram eftesa significativas entre os
tratamentos de 50% e 100% e o controlo. O numermatmatos aumenta numa
concentracdo de 50% para valores superiores agotmne volta a diminuir para
valores inferiores ao controlo numa concentracaeld&iado de 100%. Verificou-se
assim um efeito estimulatério na producdo de nesnabr progenitora por andlise do
gréfico 3, que € comum quando testamos efluenibkeySet al. 1997). De acordo com
este estudo, o efeito estimulatorio na reprodugddaghnia magngode ser provocado
pela alta concentragdo em nutrientes e bactérizdenplo mascarar os efeitos dos
contaminantes a baixas concentracbes. Organismogédero Daphnia investem
selectivamente nos processos fisiologicos centréisproducdo, crescimento,
manutencao e eventualmente armazenamento) resjmeitam equilibrio dindmico cujo
fim é assegurar a longevidade e a consequenteidagacreprodutiva a longo termo
(Kooijman, 1986; McCauley et al. 1990; Polishchuk\8jverberg, 2005, Rinke &
Vijverberg, 2005).

Na exposicdo do organismo ao elutriado de solaqua ndo houve aplicacdo de
qualquer pesticida, acontece que na concentrac&00%é as progenitoras diminuiram a
sua taxa reprodutiva para valores inferiores adrolan 0 mesmo ndo acontece com o
elutriado de solo com pesticida do ano transacbis pqui verifica-se que a taxa

reprodutiva € superior a do tratamento controlo.

O numero de neonatos produzidos na 42 ninhadaépoeasDaphnia magnaguando
expostas a elutriado com pesticida do ano transegtsignificativamente mais elevada

do que o controlo para todas as diluicdes. Ocaaesim um aumento gradual na taxa
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reprodutiva entre a concentracao 25% e 75% e uminuaicdo do numero de neonatos
na concentracdo 100%, embora os valores de re@odgjam superiores ao controlo.
Segundo Calabrese e Baldwin (1998) quan@aphnia magna exposta a uma baixa
quantidade de toxico, este aumento de neonatosxasb@oncentracdes de elutriado e
consequente diminuicdo a altas concentracdes pesidtar de um efeito hormético.

Este resultado é caracteristico de um fendmenongdeado como Hormese em que
existe uma relacdo (dose/resposta), que produzfeito estimulatério a baixas doses
(30-60% superior ao controlo) e inibicdo a altasedaMasoro, 2000; Chapman, 2001;
Calabrese e Baldwin, 2001). Organismos da esfi#midnia magnajuando sujeitos a

baixas concentracdes de elutriado contaminado, eséimulados a produzir maior

namero de neonatos, em resposta a perturbacdordaib@mm o objectivo de assegurar
a continuidade da espécie; no entanto, maior ctragdio de contaminante origina
toxicidade, pelo que a reproducéo sofre inibicaefé&Xo hormético pode ser observado
em todos os grupos de organismos como bactériamgog, plantas superiores e

animais (Calabrese, 2005).

No presente estudo verificou-se uma diferenca wra taprodutiva nos tratamentos
100%, dos elutriados sem qualquer pesticida e cestigda do ano transacto. No
elutriado de solo sem pesticida a taxa reprodutiaiaou para valores proximos do
controlo (admite-se n&o haver toxicidade), enquguo& no elutriado do ano transacto a
taxa reprodutiva no tratamento 100% baixou pararegal superiores ao controlo
(aproximadamente 60% superior), 0 que nos levaeadnieno de Hormese que €

evidenciado no tratamento 100%.

A persisténcia do pesticida s-metalocloro no soldeé37 dias(Kollman e Segawa,
2000) e da atrazina de 60 dias (Wauchope et &2)19 pesticida s-metalocloro pode
ser degradado a metolacloro etano acido sulfoli&A] e metolacloro acido oxanilico
(OA); por sua vez, estes compostos podem persistisolos agricolas por 3 ou mais
anos apos aplicacdo. O mesmo acontece com as&saatrazina), pois estes derivados
sdo encontrados em muitas aguas de superficie, fmmaaso do lowa Oriental, onde
os derivados de pesticidas correspondiam a 93%odeentracdo total de pesticidas
(Eckhardt et al., 1999; Kalkhoff e Thurman, 1999& acordo com a persisténcia dos
compostos em estudos anteriores, pode-se dizewoguesultados obtidos no nosso
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estudo justificam a presenca dos derivados dogmest no elutriado. No tratamento de
solo com pesticida do ano transacto, verificaramsisais de toxicidade, enquanto no
tratamento que continha pesticida do presente &w s® obteve qualquer sinal
indicativo de toxicidade.

Huijun et al. (2006) realizaram a avaliacdo dost@gecronicos de s-metalocloro em
Daphnia magnaConstataram que uma concentragao entre os 1@&r§/Ing/l causava
mortalidade total antes dos 18 dias. No mesmo egtidbservado um decréscimo no
namero de neonatos por fémea quando a concentdac@esticida era superior a 0,1
mg/L. A atrazina influencia a diminuicdo da reprg@lo de Daphnia magnapois
segundo o estudo de Palma et al. (2009), a taxapeducédo desta espécie baixou
46% para uma concentragao de 0,5 mg/l. Diversagesiapontam no sentido de que a
atrazina actua na fecundidade, diminuindo o nuanu&ojuvenis, e o crescimento
(Kaushik et al., 1985; Dodson et al., 1999). A a@Atra induz a producdo de
hemoglobina ndaphnia magnaatravés da sinalizacdo da hormona terpendide (Rider
et al., 2005). A producdo de hemoglobina podedesequéncias ao nivel da velocidade
de consumo de oxigénio dissolvido no meio. RidéeBlanc (2006) verificaram que
animais D. magna expostos a atrazina consumiam mais rapidamentxigenio
dissolvido presente no meio, conduzindo a sua mpida deplecao. Tal facto deve-se a
maior necessidade energéticallamagnaquando exposta ao toxico. Este facto pode
influenciar a reproducédo dB. magna pois esta entra em stress e produz menos
neonatos, concentrando a energia na sobrevivéagiaguestdes fisioldgicas para a

manutencao da longevidade.

Nos testes de toxicidade verificou-se variabiliddde efeitos entre os testes realizados,
o teste de toxicidade aguda ndo apresentou efsigpsficativos em nenhum dos

tratamentos avaliados. Ja o teste de toxicidadecardevelou resultados de toxicidade
no elutriado correspondente ao tratamento do arsdcto a aplicacdo do pesticida,

nomeadamente, um aumento da reproducadagidinia magna 42 ninhada.

Os nossos resultados permitem verificar que, emd@qalicacdo do pesticida seja feita
de acordo com o folheto informativo do pesticidade causar alguns impactos,

especificamente na reproducédo dos organismos. Afdesaio serem detectados efeitos
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letais nos organismd3aphnia magnapodem contudo manifestar-se na descendéncia,
que pode ser afectada durante varias geracdesef~{BR02) observou que, no teste de
toxicidade cronica quando testava um percoladadoasem coloracdo, verificou um
aumento da taxa reprodutiva com consequente reddgalmngevidade e tamanho
corporeo dos neonatos @e magna.Pesquisas em ecologia aquatica tém enfatizado o
zooplancton como o elo vital nas cadeias alimestdransferindo massa e energia de
um nivel tréfico a outro (Lehman, 1991). Se existina diminuicdo populacional no
zooplancton, ao qual pertencddaphnia magnaeste vai afectar os niveis superiores,

afectando toda a comunidade bidtica.
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VII.

Conclusao

Este trabalho teve como objectivo avaliar os efette potenciais lixiviados de solos
agricolas, nos quais foi aplicada uma formulac@meroial de pesticidas contendo
atrazina e S-metalocloro (Primestra Gold S®).

A avaliacdo do risco ecotoxicologico desta formatagomercial, de acordo com 0s
resultados de toxicidade aguda, permitiu conclug gsta formulacdo ndo evidenciou
toxicidade para o crustaceo de agua ddaphnia magnaguando aplicado nas doses
recomendadas. Ja o teste de toxicidade crénicdotevesultados de toxicidade no

elutriado correspondente ao elutriado do ano tcoseaplicacdo do pesticida.

Posto isto, mais estudos sdo necessarios paracaerd toxicidade desta mistura de
pesticidas, No entanto, pode concluir-se acercaatidade da metodologia usada para
avaliar os efeitos da mistura, apés um periododoBidutriados de solos nos quais a
aplicacdo foi efectuada ha mais de um ano exibireapacidade de alterar

significativamente os padrdes reprodutivoPaphnia magna
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IX.

Anexos

IX.1. Anexo 1 adaptado de CE (2001)

L 331/4 Jornal Oficial das Comunidades Europeias 15.12.2001
ANEXO
«ANEXO X
LISTA DAS SUBSTANCIAS PRIORITARIAS NO DOMINIO DA POLITICA DA AGUA (%)
Nimero CAS (1) Nimero UE () Designacio da substancia prioritdria Ideurific.?da:'mn.o '(.U.b%mmi“
perigos: prioritaria
(L) 15972-60-8 240-110-8 Alachloro
(2) 120-12-7 204-371-1 Antraceno (X) ()
(3) 1912-24-9 217-617-8 Atrazina X) (")
(#) 71-43-2 200-753-7 Benzeno
(5) ndo aplicdvel nio aplicivel Eteres difenilicos bromados (**) X (b
(5) 7440-43.9 231-152-8 Cddmio e compostos de cadmio X
(7) 85535-84-8 287-476-5 C,o.1y-cloroalquenos (**) X
(8) 470-90-6 207-432-0 Clorfenvinfos
9) 2921-88-2 220-864-4 Clorpirifos (X) (***)
(10) 107-05-2 203-458-1 1,2-Dicloroetano
(11) 75-09-2 200-8§38-9 Diclorometano
(12) 117-81-7 204-211-0 Di(2-etilhexil)ftelato (DEHF) (X) (***)
(13) 330-54-1 206-354-4 Diuron (X) (***)
(14) 115-29-7 204-079-4 Endosulfan (X) (**)
959-95-8 nio aplicivel (alfa-endossulfano)
(15) 206-44-0 205-912-4 (Fluoranteno) (F+*)
(18) 118-74-1 204-273.9 Hexaclorbenzeno X
(17) 87-68-3 201-765-5 Hexaclorbutadieno X
(18) 608-73-1 210-158-9 Hexaclorciclohexano X
58-89-9 200-401-2 (isémero gama, Lindano)
(19) 34123-59-6 251-835-4 Isoproturon (X) (***)
(20) 7439-92-1 231-100-4 Chumbo e composto de chumbo (X) (***)
(21) 7439-97-6 231-106-7 Mercurio e composto de mercirio X
(22) 91-20-3 202-049-5 Naftaleno (X) (***)
(23) 7440-02-0 231-111-4 Niquel ¢ compaosto de niquel
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15.12.2001 Jornal Oficial das Comunidades Europeias L 331/5
Némero CAS {1) Nimero UE (3 Designagdo da substincia prieritiria I49”“&?&2;2:2‘2333:;&”“&

(24) 25154-52-3 246-672-0 Nonilfendis X
104-40-3 203-199-4 (4-(para)-nonilfenol)

(25) 1806-26-4 217-302-5 Octillendis (X) ()
140-66-9 ndo aplicavel (para-tert-octilfenol)

(26) 608-93-3 210-172-5 Pentaclorbenzeno X

(27) 87-86-5 201-778-6 Pentaclorfenal (X) (***)

(28) nio aplicavel ndo aplicavel Hidrocarbonetos poliaromaticos X
50-32-8 200-028-5 (Benzo(ajpireno)
205-99-2 205-911-9 (Benzo(b)fluoranteno)
191-24-2 205-883-8 (Benzo(g,h,ijperileno)
207-08-9 205-916-6 (Benzo(k)luorantena)
193.39.3 205.893.2 (Indeno(1,2, 3-cd)pirena)

(29) 122-34-9 204-535-2 Simazina (X) (***)

(30) 688733 211-704-4 Composto de tributilteno X
36643-28-4 nao aplicavel (catido-tributilteno)

(31) 12002-48-1 234-413-4 Triclorbenzenos (X) (¥4
120-82-1 204-428-0 (1,2,4-Triclorobenzeno)

(32) 67 -66-3 200-663-8 Triclorometano (Cloroférmio)

(33) 1582-09-8 216-428-8 Trifluralina (X) (***)

(****) Apenas éter pentabromedifenilico (ndmero CAS 32534-81-9).
O fluoranteno figura na lista como indicador de outrcs hidrocarbonetos mais perigosos.
CAS: Chemical Abstrackt Services.

(=

]
G

Nos casos em que foram scleccionados grupos de substincias, mencionam-se entre paréntesis representantes tipi

s individuais, como ?arﬁmcrros indicatives (eatre

P
paréntesis ¢ sem mimera). O estabelecimento de medidas de controlo seri feito em fungio destas substincias, sem prejuizo da eventual inclusio de outros
representantes individuais, se for caso disso.
Estes grupas de substincias incluem em geral um grande nimero de compostos individuais. Nio é actualmente possivel apontar parimetres indicarivos adequados.
Esta substincia prioritdria estd svjeitz a um exame para identificagio como eventual “substincia perigosa prioritdria”. A Comissdo apresentard ao Parlamento Europeu e
20 Conselho uma proposta para a sua classificagio final num prazo ndo superior a 12 meses apds @ aprovacdo desta lista. Esta revisio nido afectara o calendirio
estahelecida no artiga 16.° da Directiva 2000/&0]CF para as propostas de controles da Comissio.

Nimero UE Inventdrio Europeu das substincias quimicas notificadas (ELINCS).»

51



IX.2. Anexo 2 adaptado de Waxman (1998)

Pode-se diferenciar os herbicidas de acordo coseggintes parametros:

 Tempo da aplicacdo e sementeira ou plantacéo

o Pré-sementeira
o Pre-emergente

o Pro-emergente

« Area de aplicacéo

o Herbicidas para Folhas

0 Herbicidas de solo

* Mecanismo de acc¢ao

0 Herbicidas de contacto
0 Herbicidas sistémicos

« Espectro

0 Nao selectivos

0 Selectivos
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