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If having endured much, we at last asserted our “right to know” and ff,
knowing, we have concluded that we are being asked to take senseless
and frightening risks, then we should no longer accept the counsel of
those who tell us that we must fill our world with poisonous chemicals, we
should look around and see what other course is open to us.

Rachel Louise Carson, Silent Spring
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RESUMO

Os carbamatos sao agrotoxicos amplamente utilizados para a protecao de lavouras.
Muitos inseticidas carbamatos, como o Carbofuran, apresentam atividades tdxicas
elevadas, sendo extremamente perigosos a saude humana. O tempo de
permanéncia do Carbofuran nas lavouras pode variar em dias, semanas ou meses,
de acordo com a sua taxa de meia-vida nas diversas condicdes ambientais. O
Carbofuran, & um inseticida-nematicida amplamente utilizado na regidao da Bacia
Hidrografica do Rio Cubatdo Sul, que destaca-se por ser uma importante regido
agricola da Grande Florianépolis. As lavouras, localizadas nas margens dos rios,
constituem um quadro problematico para a Grande Florianépolis, visto que a
populacao é abastecida pelas aguas do Rio Cubatao Sul, expostas aos agrotoxicos.
O objetivo deste trabalho foi de verificar a presenca deste composto nas aguas e
nos peixes do Rio Cubatdo Sul, a partir de técnicas cromatograficas (CLAE-UV),
bem como avaliar o seu potencial de bioacumulagao a partir de testes com peixes da
espécie Poecilia reticulata. A CLAE-UV de fase reversa foi adaptada para a
determinacdo do Carbofuran em amostras ambientais de agua e peixes. O sistema
foi programado com gradiente isocratico de metanol e agua, vazéo de 1,2 mL/min e
detecgdo no UV a 190 nm. Duas metodologias de extragao de tecidos, com
acetonitrila e éter, foram avaliadas na eficiéncia de recuperagdo dos residuos de
Carbofuran em tecidos de peixes. Ambas utilizaram o sistema SPE com minicolunas
de octadecil C-18 e eluicdo com metanol. Testes de sensibilidade com dicromato de
potassio, foram efetuados para avaliar a aptiddao dos peixes da espécie Poecilia
reticulata para os testes de toxicidade aguda e bioconcentragdo. Os testes de
toxicidade aguda com Carbofuran foram efetuados para a reavaliagdo e comparagao
dos resultados obtidos em trabalhos anteriores. As concentragdes para os testes de
bioconcentragcao foram estabelecidas em valores acima e abaixo da CLsg obtida nos
testes de toxicidade aguda, calculado com o programa “Trimed Sperman-Karber
Method”. A avaliacdo das diferentes metodologias de extragdo do Carbofuran em
tecidos de peixes fortificados, apresentaram baixa eficiéncia de extragao, em torno
de 20 e 40% de recuperacao. Ao contrario das amostras de agua fortificadas, houve
uma recuperac¢ao elevada, com 91,51%. A recuperac¢ao do Carbofuran nas amostras
de agua e peixes do teste de bioconcentracao foi nula, bem como das amostras do
Rio Cubatao Sul. Estes resultados comprovam que o Carbofuran néao é
bioacumulado, pois a degradacao biolégica ocorre rapidamente, nao permitindo a
sua detecgao devido ao longo processo de preparagao e extragao de tecidos. A
auséncia do Carbofuran na agua dos aquarios, deve-se aos processos de hidrélise,
aeracao, degradacao fotoquimica e biolégica, que ocorreram nos experimentos
controle. E possivel que ndo tenha ocorrido a total degradagao do Carbofuran,
devido ao tempo de meia-vida elevado nestas condigdes e, principalmente, devido a
sensibilidade da metodologia de analise aplicada, que pode ter ocultado a presenga
de concentragées menores nao detectadas.



ABSTRACT

Carbamates are pesticides widely used for protection of crops. Many of the
carbamates pesticides such as Carbofuran, are highly toxic and extremely dangerous
for humans. The persisting time of Carbofuran in crops may vary from days to
months, depending on the haif-life of this compound in the adverse environment
condition. Carbofuran is an insecticide-nematicide largely used in the Hydrographic
Basin of Cubatéo Sul River, which is an important agricultural region of Florianépolis-
SC/Brazil and adjacent cities. The crops, located along the riverside, represent a
problematic issue to Floriandpolis, since the population is supplied by the surface
water of Cubatdo Sul River which has been exposed to pesticides. The purpose of
this work was to analyze the presence of Carbamate in the Cubatao Sul River water
and fish, by using High Pressure Liquid chromatography techniques (HPLC-UV). The
bioacumulation potential was also performed in the HPLC-UV using Poecilia
reticulata fish species. The reversed phase HPLC-UV was adapted for determination
of trace concentrations of Carbofuran in water and fish environmental samples. The
system was set to operate with methanol-water in an isocratic gradient, flow-rate of
1.2 mL/min and UV detection at 190 nm. Acetonitrile and ether were tested in tissue
extraction methods to evaluate Carbofuran recovery efficiency. SPE system with C-
18 columns was used in both techniques. Sensibility tests with K,Cr.O7 were required
to determine if P. reticulata fish were able to support acute toxicity and
bioconcentration tests. The Carbofuran acute toxicity tests were performed to
reevaluate and compare with results from recent studies. The concentrations used for
bioconcentration tests were established according to the values of the acute toxicity
test calculated in the Trimed Sperman-Karber Method program. The resuits obtained
from the tissue extraction methods with ether and acetonitrila, showed low recovery
efficiency, around 32,7% e 30,8%, respectively. However, the fortified water samples
showed a high recovery efficiency of 91,51%. Recovery tests were found in either P.
reticulata fortified tissues and fortified water, but neither in the fish and water from
bioconcentration assays and nor in the water and fish samples from the Cubatao Sul
River. These results might be related with the fact that Carbofuran is fast degraded
thus avoiding its detection after a long period of sample preparation and extraction
tissue processes. Since hydrolysis, aeration, photochemical and biological
degradation are currently described for Carbofuran in water samples, these might
explain the very low concentration of this compound or even its absence in the
control experiments set. The high life-time in the experimental conditions and the
poor sensibility of the method applied using HPLC-UV may have hidden detection of
Carbofuran and readings of low concentrations as well.



CAPITULO|

1. INTRODUGAO

Os agrotéxicos, apesar de sua importancia no combate as pragas, que
assolam as plantagcées e, as pestes, transmissoras de doengas mortais para os
humanos, sdo compostos quimicos que trazem graves consequéncias a saulde
humana, animal e ambiental. A questdo dos agrotéxicos, principalmente sobre os
aspectos da contaminagdo ambiental e intoxicagdo humana, tem sido amplamente
abordada em inumeras pesquisas nos ultimos anos. Com base nestes estudos, e
com o objetivo de minimizar a problematica dos agrotéxicos, foram desenvolvidas
novas técnicas nao poluidoras para a protecéao dos cultivos, como por exemplo, o
controle biologico e os transgénicos. Porém, a oportunidade de melhorar a qualidade
de vida com a utilizagcao destas técnicas nao poluidoras, € uma realidade ainda
distante, principalmente para paises subdesenvolvidos. No Brasil, esta tecnologia
esta muito além do alcance de varias comunidades rurais, que ainda utilizam
metodologias antigas de combate as pragas, além dos agrotoxicos.

> Em Santa Catarina, a populagao rural da Grande Florianépolis, concentra-
se na bacia hidrografica do rio Cubatao Sul. Os agricultores da regido utilizam uma
elevada quantidade de agrotdxicos para a manutencao de suas culturas. A regiao
destaca-se por ser a maior produtora de tomates do Estado, e por isso, utilizam
agrotéxicos em quantidades apreciaveis para possibilitar niveis altos de producéo.
Dentre os agrotéxicos mais usados, destacam-se os carbamatos, que sao
compostos pouco persistentes no ambiente, mas possuem formulagées com
ingredientes ativos, classificados como extremamente toéxicos. Entretanto, a
acentuada comercializagao desses produtos quimicos toxicos na regido, deve-se,
principalmente, a facilidade de acesso a compra e ao seu uso excessivo nas
lavouras. A sobreutilizacdo é efetuada por muitos agricultores que desconhecem o



nivel de toxicidade dos produtos e os aplicam sem prote¢do. Com isso, agravam-se
os riscos de intoxicagéo dos agricultores, responsaveis pela aplicagao do agrotoxico,
e da contaminagao ambiental.

Dentre os aspectos ambientais, a contaminacao dos recursos hidricos é
mais preocupante, pois o Rio Cubatdo Sul é responsavel pelo abastecimento de
aproximadamente 500.000 habitantes da Grande Florianépolis. A Bacia Hidrografica
do Rio Cubatao Sul é abastecida por precipitagdes pluviométricas que ocorrem em
todos os meses do ano, com poucas deficiéncias hidricas. As precipitagdes, por
outro lado, facilitam o transporte dos residuos de agrotéxicos presentes no solo para
camadas mais profundas, contaminando aqtiferos subterraneos, além dos rios mais
préximos, através do processo de escoamento superficial. Desse modo, a agua dos
rios apresenta-se comprometida para o consumo humano imediato, além de afetar
diretamente a vida aquatica devido a sua alta toxicidade.

De acordo com pesquisas realizadas por GICQUEL & LEAO (1997), no
Departamento de Engenharia Sanitaria € Ambiental da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), foram detectados elevados niveis de inseticidas
carbamatos, organofosforados e triazinas no Rio Cubatdo Sul. O Carbofuran, um
inseticida carbamato, foi encontrado com maior ocorréncia, o que evidencia o seu
elevado uso na regido. Com isso, ha um alto risco de contaminagao da populacéo
que consome essa agua, visto que o tratamento convencional da agua captada, nao
possibilita a eliminagéo dos agrotéxicos.

O monitoramento da qualidade ambiental da regido tem sido realizado
por grupos de pesquisa do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
UFSC. Para tanto, foram desenvolvidas no Laboratério Integrado do Meio Ambiente
(LIMA), varias metodologias de analises de agua e solo contaminados por
agrotéxicos, principalmente o Carbofuran, utilizando cromatografia liquida e gasosa,
além de testes de toxicidade com organismos aquaticos.

As analises de Carbofuran em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
CLAE (“High Performance Liquid Chromatography” — HPLC) utilizadas no LIMA,
foram aplicadas com derivatizagdo pés-coluna e detec¢éo por fluorescéncia. Esta
técnica, estabelecida pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S.
EPA - “U. S. Environmental Protection Agency”) tem alta eficiéncia na separacéo e
na detec¢do dos carbamatos em geral, além de propiciar limites de deteccao muito

baixos. Entretanto, a andlise de carbamatos também pode ser realizada com



detecgdo por ultravioleta, que fornece uma rapida analise dos agrotéxicos, sem
necessitar a derivatizagio destes.

O presente estudo teve como objetivo geral de avaliar o potencial de
bioacumulacado do Carbofuran em Poecilia reticulata a partir de analises em CLAE
com detecgao ultravioleta (UV).

Como objetivos especificos:

e avaliar a toxicidade do composto quimico Carbofuran em Poecilia reticulata
através de testes de toxicidade aguda em laboratério;

o desenvolver metodologias eficientes de extragcado e purificagdo de Carbofuran e
metabolitos (3-hidroxicarbofuran e 3-cetocarbofuran) em tecidos de peixes;

o detectar e quantificar em CLAE-UV o composto quimico Carbofuran e seus
metabolitos em peixes € na agua do Rio Cubatao Sul.

As amostras foram coletadas em alguns pontos ao longo do Rio Cubatéo
Sul, com base em metodologias convencionais de coleta utilizadas em trabalhos
cientificos. Os procedimentos de preservacdo e extragdo das amostras, foram
realizados de acordo com metodologias estabelecidas pela U.S. EPA, porém,
modificadas segundo alguns autores de trabalhos cientificos: GOEL ef al. (1995),
BRESSA et al. (1996), BROWN et al. (1996) e MARUYA & LEE (1998).

Para a determinacdo de residuos de Carbofuran nas amostras
ambientais do Rio Cubatdo Sul (agua e peixe) em CLAE-UV, também foram
adaptadas algumas metodologias utilizadas em trabalhos cientificos, selecionados

para o desenvolvimento do presente estudo.

| de



CAPITULO Il

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DEFINIGAO E CLASSIFICAGAO DOS AGROTOXICOS

Os agrotoxicos, defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas ou biocidas,
sdo denominagdes dadas a substancias quimicas téxicas, naturais ou sintéticas,
utilizadas para a prevenc¢éao, destrui¢ao, repulsdo ou atenuagao das doencgas e das
pragas que atacam, lesam ou transmitem enfermidades as plantas, aos animais e ao
homem (ZAMBRONE, 1986; GICQUEL, 1998).

Os agrotdxicos podem ser classificados de acordo com sua similaridade
na estrutura € na composi¢cdo quimica. Existem os inorganicos, compostos por
metais (arsénio, cobre, chumbo, mercurio, e outros), e os organicos, que podem ser
encontrados naturalmente em certas espécies de plantas (nicotina, rotenona,
piretroides) ou ser sintetizados (FREEDMAN, 1993). Embora os agrotoxicos da lavoura
incluam alguns componentes naturais, a maioria € constituida por misturas
produzidas em laboratérios. Estas incluem os organometalicos, como o
metilmercurio; os fendis, como os triclorofendis; os organoclorados, como o DDT; os
organofosforados, como o paration; os carbamatos, como o Carbofuran; as triazinas,
como a atrazina; e os piretréides sintéticos, como a piretrina (FREEDMAN, 1993;
RICKLEFS, 1996).

Segundo SCHWARZENBACH et al. (1993) e FREEDMAN (1993), os
agrotoxicos apresentam efeitos biolégicos especificos para um ou varios organismos
alvo, como: as ervas invasoras (herbicidas), os fungos (fungicidas), os insetos
(inseticidas) e outros organismos nao desejados (acaricidas, rodenticidas, piscicidas,



moluscicidas, etc). Dentre estes, o grupo dos inseticidas apresenta a maior
variedade de formulagdes quimicas sintetizadas, devido a elevada biodiversidade’

qgue os organismos desta classe apresentam.

2.2. CARACTERISTICAS GERAIS SOBRE OS INSETICIDAS

Os inseticidas sdo compostos quimicos téxicos sintéticos, em sua grande
maioria, mas também podem ser extraidos de varias espécies de plantas. Apesar de
constituir uma pratica muito antiga, os inseticidas naturais ainda sdo muito utilizados
nas lavouras. A nicotina, extraida da Nicotiana tobacum (o tabaco), e a piretrina,
extraida das flores do género Chrysanthemum sp., apresentam elevada acédo
neurotéxica. Entretanto, sao instaveis a agao do ar, luz, umidade e temperatura, se
comparado com as piretrinas sintéticas ou piretréides, os quais séo obtidos através
da estrutura quimica das piretrinas naturais (SHIBAMOTO & BJELDANES, 1996).

Além das piretrinas naturais e sintéticas, existem outras classes de
inseticidas sintéticos representados pelos organoclorados e os inibidores da
acetilcolinesterase, constituidos pelos organofosforados e carbamatos (ZAMBRONE,
1986). Ao contrario dos inseticidas naturais, apresentam maior estabilidade em
condicoes ambientais (LU, 1996).

As propriedades de a¢do e a estabilidade dos compostos organicos
sintéticos no meio ambiente, sao influenciadas pelas propriedades fisicas e quimicas
especificas que cada composto apresenta. Com isso, a distribuicdo do agrotéxico no
meio ambiente séo influenciadas diretamente pela presenca dessas propriedades,
as quais devem ser consideradas no estudo do movimento destes compostos em
ambientes aquaticos, aéreos e terrestres (SCHWARZENBACH et al., 1993). Sabe-se
que os inseticidas, em sua grande maioria, sdo compostos hidrofébicos, soliveis em
solventes organicos, instaveis em altas temperaturas e decompostos em meio
alcalino.

A diversidade estrutural promovida pelo arranjo, disposicao e numero de
elementos ligados ao esqueleto carbdnico, confere a formagao de diferentes classes

! Estimativas de especialistas concluem que o nimero final de espécies do mundo possa estar entre 10 e 30
milhdes, sendo que a grande maioria esta representada por invertebrados, particularmente os insetos (RICKLEFS, 1996).

)e 30



de inseticidas. A figura 1 representa formas estruturais de um composto
organoclorado (1,1,1-tricloro-2,2-di-(p-clorofenil) etano; DDT), um organofosforado
(0,0-dietil-O-p-nitrofeniltiofosfato; Paration) e a formula geral dos carbamatos.

"
| QC,H;
cl @— C —@ cl u o
I S—-P-0 ‘Q— NO I
Cl_ ¢ _cl | 2 R-OCNH-R
| QCzHs |
Cl
DDT Paration Carbamatos
(organoclorado) (organofosforado)

Onde: R = R’ = C,Han+4

FIGURA 1 — EXEMPLO DAS FORMAS ESTRUTURAIS DOS DIFERENTES SUBGRUPOS
QUIMICOS DE INSETICIDAS

FONTE: LU, 1996.

| Os agrotéxicos em geral, quando lancados ao meio ambiente, podem
sofrer alteracées por processos fisicos (fenébmenos de transporte e mistura),
quimicos (transformagdées em diferentes fases ou compartimentos ou alteragdes
estruturais) e biolégicos (reagées de transformagao) (SCHWARZENBACH et al., 1993).

Os inseticidas, quando absorvidos pelos organismos, causam reagées
neurotodxicas, capazes de provocar efeitos adversos no sistema nervoso central, em
nervos periféricos e 6rgaos do sentido. Estes efeitos sdo considerados reversiveis
quando ocorrem mudancgas funcionais temporarias e, irreversiveis, quando envolvem
mudancas estruturais com degeneragao das células nervosas (LARINI, 1997).

Os inseticidas organoclorados, ao contrario dos organofosforados,
carbamatos e piretréides, apresentam efeitos irreversiveis sobre os organismos
devido as suas propriedades mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas®’. Com
base na elevada lipossolubilidade, os organoclorados acumulam-se na gordura
animal, inclusive na humana. Sendo assim, permanece na cadeia alimentar

2 Os efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos sdo processos identificados como alteragdes
moleculares a nivel de DNA, provocados por compostos quimicos téxicos. A carcinogénese ou oncogénese € um processo
anommal de diferenciagdo e proliferagéo celular, que podem levar o organismo & morte. A mutagéo resulta da alteragéo do
" material genético, podendo resultar em um processo letal para o organismo ou, resultar em uma mutagdo somética, a quat
transmite novas caracteristicas para as geragdes posteriores. O efeito teratogénico compreende o potencial toxico do composto
quimico sobre a fertilidade e o desempenho reprodutivo dos organismos. Os embrides e fetos podem apresentar mortalidade
precoce ou tardia, além de anomalias estruturais internas e/ou externas (LARINI, 1997).

ragoes



tornando-se extremamente toxico ao organismo do topo da cadeia, devido a alta
concentracdo que este apresentara (LARINI, 1997; ZAMBRONE, 1986).

Em razao desta propriedade de persisténcia na cadeia alimentar, e de sua
alta estabilidade & acdo da luz, umidade, calor e acidez, muitos compostos
organoclorados foram completamente banidos (SHIBAMOTO & BJELDANES, 1996).
Apesar da proibigao do seu uso, o Brasil ainda permite a venda destes agrotéxicos,
que ¢é facilitada pelo desrespeito as Leis e Portarias. Muitas firmas de detetizacao de
ambientes continuam a usar esses produtos em aplicagbes domiciliares, em razao
de sua persisténcia no ambiente (ZAMBRONE, 1986).

Os organofosforados, carbamatos e piretréides, ao contrario dos
organoclorados, quando absorvidos pelos organismos, sdo metabolizados e
excretados rapidamente, sem permitir a ocorréncia da acumulagdo nos tecidos
vegetais e animais. Contudo, podem causar intoxicacbes acidentais graves em
mamiferos, sendo os maiores responsaveis pela causa de ébitos (LU, 1996; LARINI,
1997). Os sintomas basicos de envenenamento em insetos € em mamiferos, sao
disturbios neurolégicos capazes de produzir convulsdes, paralisias e morte
(ZAMBRONE, 1986).

O sistema nervoso, também caracteristico dos insetos, € responsavel pela
transmissao de sinais sensoriais por impulsos elétricos através das células nervosas
(CREMLYN, 1979). A atividade da enzima acetilcolinesterase, que participa deste
processo de transmissdo dos estimulos de um ponto do organismo para o outro,
pode ser inibida na presenga de organofosforad'os e carbamatos, como descrito
anteriormente. A alteracdo desse processo resulta em anormalidades da
transmissdo neuromuscular, onde os sinais e sintomas da intoxicagdo, sé&o
proporcionais ao nivel da atividade da enzima. Sendo assim, quanto maior for a
inibicdo da enzima, maior a intoxicagdo do organismo (LARINI, 1997).

Os inseticidas carbamatos, porém, apresentam uma menor toxicidade que
os organofosforados, pelo fato da inibi¢ao da acetilcolinesterase ser momentanea na
presenca destes compostos. A auséncia do carbamato no organismo, apés um curto
periodo de exposi¢cdo, permite que a atividade da enzima volte ao normal. Enquanto
que, apos a exposicao a organofosforados, a atividade da acetilcolinesterase sera
prejudicada, necessitando da sintese de uma nova enzima (LARINI, 1997).



2.3. UTILIZACAO DOS INSETICIDAS NA REGIAO DE ESTUDO

2.3.1. BREVE HISTORICO

A industria de agrotoxicos do Brasil iniciou sua produgdo logo apds a
Segunda Guerra Mundial. As fabricas dedicadas a sintese local de agrotéxicos
instalaram-se, principalmente, no Rio de Janeiro, a partir da década de 50 (BuLL &
HATHAWAY, 1986). Nos anos 70, as atividades de pesquisa e desenvolvimento
comecaram a tomar impulso com a implantacdo de um parque industrial de
produgdo de defensivos (ALVES, 1986). Para o desenvolvimento deste setor
industrial, foi estabelecida uma politica que obrigava os agricultores a adquirir
insumos e equipamentos, muitas vezes desnecessarios, para o desenvolvimento de
suas culturas. Estas novas culturas, a partir dessa politica de modernizagao agricola,
foram, em grande parte, destinadas a exportacado (RUEGG et al., 1991).

O processo de modernizagdo agricola, contribuiu para o consumo de
agrotoxicos na regido sul do pais, bem como na regido da Bacia Hidrografica do Rio
Cubatao Sul. Este processo implicou no aumento da diversificagao da produgao local
dentro da olericultura, a qual ainda permanece como a produ¢cdo comercial mais
importante da regido desde os anos 60 (GuivanT, 1992). Os produtos mais
cultivados nesta regido sao: o tomate, a batata, o feijao, o milho, o repolho, a couve-
flor, o pimentao e a abébora, sendo que o tomate destaca-se pela sua maior
produgio do Estado de Santa Catarina (MORTARI, 1996). |

2.3.2. INSETICIDAS UTILIZADOS

As hortalicas sédo as culturas mais afetadas por pragas e doengas, e por
isso, recebem aplicagées frequentes e pesadas de diversos tipos de agrotoxicos.
Entre as espécies mais vulneraveis destacam-se as sollanéceass, que incluem o
tomate, a batata e o pimentao (GUIVANT, 1992). Estas, sdo cultivadas em grande
escala na regido de estudo e, por serem vulneraveis, sao tratadas a base de

* Plantas com grande capacidade de retengéo de liquidos em seu interior € de seiva muito rica, e por isso,

muito susceptiveis as pragas e doengas (RICKLEFS, 1986).

r isso,



aplicagdes de agrotoxicos desde a germinagio da planta até a colheita do fruto. Os
agrotoxicos mais utlizados nestas culturas sdo os fungicidas e inseticidas
- carbamatos, organofosforados e piretréides, como demonstra a tabela 1 (MORTAR!,
1996).

TABELA 1 — AGROTOXICOS UTILIZADOS NAS CULTURAS DE TOMATE, BATATA E PIMENTAO.

Agrotoxico Classificacao Agente Nocivo Dosagem
Quimica ' (kg/ha)

Ausystin Benzoiluréia Inseticida 2,00
Cartap Carbamato Inseticida 0,80
Decis Piretréide Inseticida 0,30
Folimat Organofosforado Inseticida 0,60
Tamaron Organofosforado Inseticida 0,80
Orthene Organofosforado Inseticida 0,80
Cerconil Ftalonitrila Fungicida 1,50
Manzate Carbamato Fungicida 2,50
Rovral Carbamato Fungicida 1,00
Gramoxone Paraquat Herbicida 2,00

FONTE: MORTARI (1996)

" TABELA 2 — RELACAO DE FUNGICIDAS, HERBICIDAS E INSETICIDAS MAIS TOXICOS*
UTILIZADOS NA REGIAO DA BACIA DO Rio CUBATAO SuL

Fungicidas Herbicidas ~ Inseticidas
Agrotéxico Grupo Agrotoxico Grupo Agrotéxico  Grupo Quimico
Quimico ' Quimico
Agrimicina Antibiético Totril - Benzonitrila  Carboran  Carbamato
-Vanox Ftalonitrina Paraquat Bipiridilios Carbofuran Carbamato
Isatalonil - Ftalonitrina Gramoxone Bipiridilios Furadan Carbamato
Dacostar  Ftalonitrina Tordon Fenoxiacético Bromex Halogenado
24D Fenoxiacético Folidol Organofosforado
DMA Fenoxiacético Tamaron Organofosforado
Glifosato Glicina Tiomet Organofosforado
Elsan Organofosforado

Paration Organofosforado

Granutox  Organofosforado

Vertimec Origem biolégica
abamectin

* A elevada toxicidade refere-se ao nivel de periculosidade do agrotéxico ao homem e ao meio
ambiente, a qual esta associada com a potencialidade toxicoldgica do composto ativo. Os agrotoxicos
também s3o classificados segundo ao nivel de toxicoldgico (item 2.5.1)

FONTE: OLIVEIRA (1997)
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OLIVEIRA (1997) realizou uma pesquisa de campo para a identificacdo dos
agrotéxicos mais aplicados na bacia hidrografica do Rio Cubatdo Sul. Foram
identificadas 85 marcas comerciais de agrotéxicos, distribuidos em inseticidas,

fungicidas e herbicidas (tabela 2).

2.3.3. LEGISLACAO

O negligenciamento que ocorre nos setores publicos de fiscalizagdo do
cumprimento da legislagao, além das fracas campanhas informativas e educativas
sobre os agrotdxicos, sdo fatores que contribuem para o uso inadequado destes
compostos toxicos na regidao (GUIVANT, 1992).

O uso do Carbofuran ou dos agrotdxicos em geral, fica relegado a
responsabilidade individual dos agricultores, que acreditam estar preparados para
trabalhar com estes compostos quimicos. Com isso, 0 uso torna-se intenso e
excessivo na regiao da bacia hidrografica, pois os agricultores consideram essa
forma de aplicagdo como uma estratégia de garantir a maximizagao da produgao, de
forma a assegurar maior lucratividade. Embora alguns agricultores disponham de
algumas informagdes no procedimento do uso, acreditam que os agrotdxicos sao
recursos com alto grau de confiabilidade, que garantem a produtividade na lavoura e
que podem ser controlados, aplicando-os a sua maneira (GUIVANT, 1992).

Segundo GRANDO (1998), varias intoxicagcbes por agrotoxicos,
principalmente os inseticidas inibidores da acetilcolinesterase, tém sido registradas
na regido da Grande Floriandpolis. Além deste estudo, desenvolvido no Centro de
Ciéncias Agrarias da UFSC, outros referem-se a degradagao ambiental da regiao do
Rio Cubatido Sul. O Projeto PADCT/CIAMB (Tecnologias Ambientais para o
Desenvolvimento Sustentavel da Bacia do Rio Cubatdao Sul), desenvolvido no
Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental, abrange estudos sobre a
mobilidade dos agrotéxicos no solo, a toxicidade dos agrotékicos para a saude
humana, a qualidade da agua fornecida para a populagéo, e outros. |

Alguns 6rgaos governamentais do Estado também participam e auxiliam
nos aspectos relacionados a problematica dos agrotoxicos, principalmente no que
diz respeito a educagdo ambiental e a assisténcia técnica. Entretanto, além dessas

atividades nao atingirem a todos os agricultores, nao conseguem estabelecer uma
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possibilidade de difusdo e adogdo de uma agricultura sustentavel. Segundo GUIVANT
(1992), existe certa resisténcia em tentar algo novo, frente a possibilidade de
aumentar o risco econémico, ao qual os agricultores da regido da Bacia Hidrografica
do Rio Cubatdo Sul manifestaram-se extremamente contrarios.

Atualmente, os agricultores da regido estao satisfeitos com os agrotoxicos
em termos de sua eficiéncia sobre as lavouras e, consequentemente, sobre os
beneficios econdmicos imediatos com o uso irresponsavel de agrotéxicos (GUIVANT,
1992). O acesso a compra destes compostos quimicos altamente toxicos é facilitado
sem a necessidade da apresentagdo do receituario agrondmico. MORTARI (1996)
afirma que os agricultores da regido costumam comprar grandes quantidades de
agrotéxicos sem a orientacdo de profissionais. Os agricultores compram estes
produtos sem saber se sdo apropriados para o seu tipo de lavoura e como devem
ser manuseados, ja que sao extremamente toéxicos. A Lei 7.802/89, em seu Aftigo
13, estabelece que: "a venda de agrotéxicos e afins aos usuarios sera feita através
de receituario préprio, prescrito por profissionais legalmente habilitados". Entretanto,
sdo rarissimas as exceg¢des de casas comerciais que obedecem esta Lei, permitindo
que estes compostos sejam encontrados facilmente nas maos de agricultores sem o

minimo de informagéo possivel sobre os riscos a sua saude (FIER, 1999).

2.3.4. IMPACTOS AMBIENTAIS

Sabe-se que grande parte dos agrotoxicos, quando mal utilizados, podem
atingir ndo s6 a espécie alvo, mas também destruir os recursos naturais em areas
maiores, contaminar a fauna e a flora da regido onde sao aplicados (GUIVANT, 1992).

A aplicacdo de agrotoxicos volateis, mesmo que efetuada com os
cuidados necessarios, acabam contaminando a atmosfera. O impacto dos
defensivos agricolas sobre o ar esta relacionado com a natureza quimica e fisica dos
mesmos, do método de aplicagdo e das condi¢cdes atmosféricas. Apds o processo de
pulverizagdo, ocorre a evaporagao progressiva das formulagées emulsionadas, as
quais sdo transportadas pela atmosfera devido a sua volatilidade, co-destilagéo,
fotodecomposicdo e vento (GooLsBY et al., 1997; OLIVEIRA, 1997). Uma vez na
atmosfera, estes compostos podem ser dispersos pelas correntes de ar e voltar a ser
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depositados no solo e em cursos de aguas, que estao frequentemente localizados
em areas distantes da origem de aplicagdao dos compostos (GOOLSBY et al., 1997).

A contaminacdo dos solos e a sua conseqiiente desertificagdo ocorre,
principalmente, devido a falta de controle e monitoramento da produg¢do e da
aplicacéo dos agrotéxicos (BAIRD, 1995). Os solos, segundo PRIMAVESI (1997), sdo
destruidos pela exposicdo ao sol e a chuva; pela compactacdo por maquinas
pesadas; pela adubagao elevada com somente trés elementos (nitrogénio, fésforo e
potassio), esgotando todos os micronutrientes que seriam indispensaveis para a
producdo e manutencao da saude vegetal; e pela esterilizagdo dos solos a partir do
uso de herbicidas persistentes no meio ambiente, evitando a germinacao de
qualquer semente. A

As atividades de irrigacdo ou mesmo as chuvas, propiciam o movimento
das substancias quimicas do solo em todos os sentidos, de acordo com o
movimento da agua. Estudos realizados na Bacia do Rio Cubatao Sul indicam que a
direcao principal da agua é a vertical ao longo do perfil do solo, sendo que este
processo denomina-se percolagéo)A quantidade dos agrotéxicos carreados ou
percolados, dependem da distancia percorrida, da taxa de aplicagdo, da
precipitagdo, da taxa de infiltragcdo, da topografia do terreno e do tipo e quantidade
da cobertura vegetal do solo (LEAO, 1997). Entretanto, segundo BUCHELI et al.
(1998), a contaminagdo dos aquiferos subterrdneos &€ mais severa quando ha
aplicagdo direta de agrotdéxicos nos cultivos e, mais amena, quando ocorre
precipitacoes e lixiviagbes que contém residuos de agrotoxicos. Durante longos
eventos de precipitagdes, a maior parte dos agrotoxicos atinge os aquiferos, alem de
contaminar profundidades maiores do solo.

De acordo com RUEGG et al. (1991), existem diversas fontes de poluicao
das aguas por agrotéxicos, as quais pode-se destacar: o langamento direto de restos
de formulagdes; lavagem dos equipamentos de pulverizagdo em aguas de riachos,
rios e lagoas; culturas feitas a margem das aguas; lavagem e carreamento dos
pesticidas pelas chuvas; respingos acidentais de formulacbes de pesticidas em
lagoas, fontes, riachos e rios; aplicagéo direta de pesticidas nas aguas para controlar
larvas e mosquitos, caramujos e vegetacao aquatica excessiva.

A contaminagdo dos recursos hidricos por agrotéxicos tém sido
frequentemente divulgada através de estudos de monitoramento ambiental e de

estudos realizados em estagdes de tratamento e abastecimento da agua para
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consumo humano. Recentes pesquisas realizadas por DRISS et al. (1993), CHIRON &
BARCELO (1993), HOGENDOORN et al. (1996), JINNO et al. (1996) e GRIFFINI et al.
(1999), divulgam a presenga de baixas concentragdes de diversos agrotéxicos, como
carbamatos e organofosforados, em aguas tratadas para o consumo humano.

O uso prioritario da agua para consumo humano deveria requerer isengao
de residuos, porém isso ndo mais parece ser possivel devido a presenca de
agrotoxicos, além de metais pesados (PASCHOAL, 1979). A Bacia Hidrografica do
Rio Cubatdo Sul, apresenta um ponto de captagdo de agua da CASAN para o
abastecimento da populacdo da Grande Florianépolis, a qual estd comprometida
devido ao potencial de contaminagao por agrotoxicos, principalmente apds periodos
de chuvas (BRANCO, 1986). GICQUEL & LEAO (1997), a partir de analises de
agrotdxicos no Rio Cubatdo Sul e afluentes, detectaram concentragbes de

X

inseticidas carbamatos, principalmente Carbofuran, que ultrapassou os limites
estabelecidos pela lei (anexo 16). A utilizagdo dos recursos hidricos da regiao para o
abastecimento da Grande Florianopolis € um problema que, segundo a propria
CASAN, deve ser resolvido pela Fundagcdo de Amparo a Tecnologia e ao Meio
ambiente (FATMA), pois esta empresa afirma ser apenas usuaria, captando e
distribuindo o produto tratado sem poder de controle deste mesmo recurso
(MORTARI, 1996).

O uso excessivo destes produtos na agricultura e pecuaria sem a devida
atencao para com os intervalos de seguranga (periodo de caréncia), a contaminagao
durante o armazenamento, o transporte e o abate, 0 consumo de leite sem a
observacéo do tempo minimo recomendado desde a ultima aplicagdo, sao fatores
que ocasionam uma elevada contaminacdo nos alimentos de origem vegetal e
animal (GRANDO, 1998). A exposicédo constante ao agrotoxico e o consumo de
alimentos de origem animal e vegetal, contendo doses ou residuos relativamente
baixos destes mesmos agrotéxicos, resulta em possiveis intoxicacdes, lesbes de
orgaos e sistemas, esterilidade, teores elevados de residuos na gordura humana e
animal, no leite materno e no sangue, entre outros sintomas (OLIVEIRA, 1997).
KaPPER (1998) desenvolveu metodologias de extragdo de pesticidas
organofosforados — especialmente os mais utilizados na regiao — em tomates
cultivados na Bacia Hidrografica do Rio Cubatao Sul, propiciando o monitoramento

da qualidade destes alimentos.
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Os programas de monitoramento de residuos de agrotéxicos em
alimentos in natura sao importantes na abordagem de risco a saide humana. Estes
‘programas permitem que medidas de controle possam ser efetuadas antes que a
contaminagdo se torne um grave perigo e cause grandes perdas econdmicas
(CONACHER & MES, 1993).

Sabe-se que na regido da Bacia Hidrografica do Rio Cubatido Sul nzo
existe fiscalizagdo sobre os agrotéxicos e, portanto, é grande a probabilidade da
populacdo estar adquirindo e consumindo produtos ainda com residuos de
agrotoxicos. Cabe a FATMA fiscalizar o uso de agrotéxicos no Estado, porém, de
acordo com MORTARI (1996), “esta € uma tarefa que ainda nao conseguiu sair do
papel”.

2.4. CARBOFURAN
2.4.1. PROPRIEDADES FisSICO-QUIMICAS

O Carbofuran é um inseticida pertencente ao grupo dos carbamatos, os
quais sao derivados do acido carbamico, mais particularmente do acido N-
metilcarbamico. Os nomes quimicos denominados para o Carbofuran sdo: 2,3-
dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato; 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranil metilcarbamato; 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranol metilcarbamato;
acido metil carbamico 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil éster; 2,2-dimetil-2,3-
dihidro-7-benzofuranil-N-metilcarbamato; 2,2-dimetil-7-coumaranil N-metilcarbamato
(THE MERK INDEX, 1976; COMPENDIO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS, 1987; WORTHING &
WALKER, 1987).

A férmula molecular do Carbofuran (figura 2) pode ser representada por
C12H1sNO3, que tem um peso molecular de 221,26. A estrutura molecular
proporciona a formagdo de um composto sélido cristalino sem odor. Outras
propriedades fisico-quimicas definidas pela estrutura molecular sao: ponto de fusao
a 150-152 °C; pressao de vapor de 2 x 10° mmHg a 33 ‘C; solubilidade (25 °C) de
700 mg/L na agua, de 150 g/kg na acetona, 140 k/kg na acetonitrila; instabilidade e
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decomposicdo em meios basicos (THE MERK INDEX, 1976; WORTHING & WALKER,
1987).

| A persisténcia dos agrotoxicos é expressa com o fator de meia-vida, que
corresponde ao tempo necessario para que a concentragcao do ingrediente ativo seja
reduzida pela metade, estimando-se, assim, a sua permanéncia no ambiente sob
determinadas condi¢bes (GALLO, 1988). De acordo com HOWARD (1989), o tempo de
meia-vida do Carbofuran na agua é de 8, 2, 1 semanas para pH 6,0, 70 e 8,0
respectivamente. Entretanto, o tempo de meia-vida do Carbofuran vai variar de
acordo com as condi¢gées abidticas, degradando-o ou mantendo-o ativo, como é o
caso da acidez do meio. Neste caso, o Carbofuran, ou qualquer outro composto
quimico, vai apresentar diferentes valores de meia-vida de acordo com o
experimento de cada autor, pois este, estabelece diferentes condi¢des abidticas que

influenciam diretamente na persisténcia do composto em estudo.

O—CO-NH—CH,
H,C. O

H,C
Carbofuran
(Furadan®)

FIGURA 2 — FORMULA ESTRUTURAL DO CARBOFURAN.

FONTE: SHIBAMOTO & BJELDANES (1996)

2.4.2. DISPERSAO NO MEIO AMBIENTE

O Carbofuran apresenta propriedades inseticidas, acaricidas e
nematicidas, as quais foram descobertas em 1965 pelos pesquisadores F. L.
McEwen e A. C. Davis (CREMLYN, 1979; WORTHING & WALKER, 1987). Os produtos
comerciais, conhecidos como Furadan, Curaterr e Yaitox, estdao disponiveis em
formulagbes granuladas, contendo uma concentragdo de 5% do composto ativo
Carbofuran, e em suspensao concentrada, com 350 g/L. de Carbofuran (COMPENDIO

- DE DEFENSIVOS AGRICOLAS, 1987).
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A fonte predominante de Carbofuran no meio ambiente é a aplicacdo do
composto como um inseticida, o qual € encontrado normalmente na formulagao
granulada incorporada ao solo (HOWARD, 1989). A dispersdao deste composto no
ambiente, vai depender das reacoes de hidrolise, fotodegradagao®, volatilizagao,
transformagées biologicas, adsorgcao/dessorgao® e bioacumulagao®, que por sua vez,
dependem das condicbes ambientais como a temperatura, o pH, a intensidade
luminosa, a pressao, etc (SCHNOOR, 1992).

O Carbofuran, quando presente no solo, € decomposto principalmente
pelas reagdes biolégicas (microbiolégicas) e hidrélise quimica, sendo que esta,
ocorre mais rapidamente em solos alcalinos do que em solos acidos ou neutros.
LEAO (1997), numa revisdo da literatura, mostrou que o tempo de meia-vida no solo
pode variar em: 2-72 dias em estudos de laboratério, 2-86 dias em solos alagados, e
26-110 dias em solos de campo. Os principais metabdlitos ou derivados da
degradagdo do Carbofuran encontrados no solo s&do: 3-hidroxicarbofuran, 3-
cetocarbofuran e Carbofuran fenol (figura 3). O movimento do Carbofuran no solo
conduzido pela agua (lixiviagao), é influenciado por varios fatores como: textura do
solo, permeabilidade do solo, fluxo hidraulico, adsor¢ao, solubilidade (LEAO, 1997).
Entretanto, em solos com grandes quantidades de matéria organica (65% de
carbono), a lixiviagdo pode nao ocorrer, devido ao fendmeno de adsor¢do. A
volatilizacao do Carbofuran do solo nao é significativa, apesar de ocorrer a presenc¢a
deste composto quimico na evapotranspiragcdo de plantas contaminadas
(EXTOXNET, 1998).

| A presenga do Carbofuran na agua, resulta em hidrélises quimicas
significativas, desde que esteja em condi¢cdes alcalinas. A fotdlise direta e a
fotooxidagdo podem contribuir para a degradagdo do Carbofuran no ambiente
aquatico, e além disso, podem ser fatores extremamente importantes para este
processo de degradacdo se a agua apresentar propriedades acidas. O Carbofuran
também pode ser susceptivel a degradagdes microbiolégicas , assim como ocorre no

4 A fotodegradagdo é uma reagdo quimica organica de oxidagdo que ocorre devido a exposicdo a luz ou
radiagdo ultravioleta. Esta reacdo resulta na quebra do composto orgénico em compostos mais simples (OXFORD
DICTIONARY OF CHEMISTRY, 1996).

% O fendmeno de adsorgéo refere-se ao processo pelo qual moléculas de agrotoxicos sio transferidas da fase
mével (liquida ou vapor) para a fase estacionaria (particulas de solo e da matéria orgéanica); dessorgéo € o processo inverso
(LEAO, 1997).

§ A bioacumulagdo é um processo em que substancias quimicas sdo absorvidas e retidas pelos organismos,
diretamente da agua ou através da ingestdo de alimentos (ZAGATTO, 1999)
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solo. A volatilizagdo, a adsorgéo e a bioconcentragédo, no entanto, sdo reagdes que
ocorrem em menor escala no ambiente aquatico (EXTOXNET, 1998).

A volatilizagdo do Carbofuran, como especificado anteriormente, é quase
insignificante. De acordo com PLIMMER (1992) a adsorgéo dos agrotéxicos pelo solo
bem como pela agua, séo forcas maiores capazes de reduzir o fenémeno de
volatilizagcéo. Na atmosfera, o Carbofuran, em sua fase vapor, reage com os radicais
hidroxil, moléculas de OH livres produzidas fotoquimicamente. Desse modo, a
degradacgdo do Carbofuran na atmosfera ocorre pela presenca desses radicais e,
consequentemente, pela fotélise direta (EXTOXNET, 1998).

Carbofuran J3-hidroxicarbofuran _ 3-cetocarhofuran -
OH OH
CH CH CH
3 3
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FIGURA 3 — FORMULAS ESTRUTURAIS DO CARBOFURAN E DE SEUS PRINCIPAIS
METABOLITOS.

FONTE: HAWK & KHAN (1994) apud LEAO (1997)

As reagdes de transformacgao microbiolégicas sdo geralmente efetuadas
por bactérias e fungos, os quais sdo capazes de degradar uma grande variedade de
agrotoxicos. Estas reagdes podem ocorrer (1) através da via de co-metabolismo —
que se refere a degradagdo do composto quimico pelo microrganismo — sem haver a

utilizacdo do agrotéxico como substrato para crescimento; ou (2) metabolicamente,
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onde muitos géneros de bactérias sdo capazes de utilizar certos agrotdxicos como
fonte de carbono, nitrogénio e energia (SCHNOOR, 1992).

A absorgcdo de compostos quimicos toxicos pelos animais ou vegetais
pode ser efetuada de modo passivo, sem que haja qualquer alteragdo na molécula
dos agrotoxicos, ou ativo, envolvendo processos enzimaticos e causando alteragées
nas moléculas. As atividades enzimaticas dos organismos podem transformar a
substancia inicial em um ou mais metabdlitos, ou converter todo o carbono orgénico
do agrotéxico em CO, (HAWK & KHAN, 1994 apud LEAO, 1997). Além destas, varias
outras reacdes e transformagdes podem ocorrer com os agrotoxicos como mostra a
tabela 3.

TABELA 3 — REACOES IMPORTANTES DE ALGUMAS CLASSES DE COMPOSTOS ORGANICOS

QuiMICOS.
Agrotoxicos Carbofuran DDT Paration
(carbamato) (organoclorado) (organofosforado)

Biotransformacgées X X X
Hidrélises Quimicas X _ X X
Fototransformacdes X
Volatilizagao X

Sor¢ao/Bioconcentragao X

FONTE: SCHNOOR, 1992.

A figura 4 representa, esquematicamente, a cinética de bioacumulagao
dos agrotoxicos em animais. Os peixes podem excretar, de modo passivo, os
compostos téxicos através das vias biliares ou pelo processo de dessor¢do que
ocorre nas guelras. Entretanto, compostos organicos com propriedades hidrofobicas,
como os organoclorados, tendem a acumular nos tecidos lipidicos dos animais,
dificultando, assim, a sua excrec¢ao (LARINI, 1997). |

O comportamento dos compostos quimicos organicos no meio ambiente é
geralmente monitorado pelas suas tendéncias relativas de particdo na agua, no ar e
nas fases organicas como lipidios e matéria organica natural. Os fatores que
controlam essas tendéncias sao algumas propriedades fisico-quimicas dos
compostos quimicos organicos: a solubilidade na agua, o coeficiente de particao
octanol-agua (Kow), @ pressao de vapor, e o coeficiente de particdo ar-agua ou lei de
Henry (CoOLE & MACKAY, 1999). O coeficiente de particao é definido como a taxa de
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concentracao de compostos equilibrados em duas fases imisciveis, como as fases
oleosa e aquosa (LI ef al., 1999).

Entrada Entrada Alimento
1 Rapido 1 -. l
Equilibrio
de Sorgdo
Matéria |f—m——— Matéria )
Particulada || Dissolvida W Peixe Wmmabélitos
1 lHidrélise l
Sedimentagéo Bidlise
Fotdlise
VolatilizagZo

FIGURA 4 — CINETICA DE BIOACUMULAGAO DO MODELO DE TRANSPORTE DE AGROTOXICOS.

FONTE: SCHNOOR (1992)

As propriedades fisico-quimicas sado muito utilizadas em modelos
matematicos ambientais para predizer ou estimar a dispersdo dos compostos
quimicos no meio ambiente. Sabe-se que os compostos hidrofébicos presentes no
meio ambiente, acumulam-se principalmente nos tecidos lipidicos dos organismos
aquaticos através de processos de equilibrio de particdo da agua e da absorgéo dos
alimentos através do trato gastrointestinal (RUSSEL et al., 1999). O fator de
bioconcentragdo’ — FBC (“Bioconcentration factor — BCF’) é um parametro
importante para analises de compostos hidrofébicos acumulados em tecidos de
" animais. Entretanto, a analise experimental do FBC & custosa e por isso, 0 seu valor
é frequentemente estimado através do Kow (MEYLAN ef al., 1999). Contudo, segundo
informagdes ecologicas da FMC Co. (1999), o valor calculado para o FBC do
Carbofuran equivale a 9, sendo um composto com baixa capacidade de
bioacumulagéo.

O Kow tem sido considerado como uma ferramenta indispensavel para as
ciéncias ambientais e areas afins, pois € um dos parametros mais importantes nos

estudos do destino de moléculas organicas no ambiente (Sium ef al., 1999).

7 O fator de bioconcentragéo, referente a bioacumulagao de um composto em um organismo, definido pela sigla
FBC, é um termo muito utilizado mundialmente. Desse modo, decidiu-se permanecer com esta sigla ao invés de modificar e
padronizar o termo utilizando a palavra bioacumulagdo, criando uma nova sigla FBA (fator de bioacumulagdo). Os termos
bioacumutagéo e a bioconcentragdo s&o sinénimos.

a sigla
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2.4.3. EFeITos EcoLoaGicos

De acordo com FREEDMAN (1993), os agrotoxicos que apresentam
formulagdes granulares, contém o composto téxico na superficie dos granulos. Apos
a aplicacdo desses agrotéxicos no solo, sdo freqlientes as ocorréncias de restos de
granulos sobre a superficie. Estes, tornam-se atrativos para os passaros que se
alimentam de sementes com o tamanho semelhante aos granulos.

O Carbofuran, quando aplicado no solo, pode contaminar indiretamente
0s passaros, ou outros animais de maior porte, através da ingestdo de carcagas ou
de invertebrados contaminados pelo inseticida carbamato. Outro tipo de exposicao
letal pode ocorrer quando os locais de aplicagcdo tornam-se alagados - ou pela
irrigacado ou por precipitacbes. Nestes casos, a superficie da d4gua pode apresentar
elevadas concentragdes do inseticida carbamato, e, ao mesmo tempo, servir como
habitat para varias espécies de animais. O risco de exposicdo téxica para estes
animais torna-se bastante elevado se a agua for acida, pois em pH 9,5, metade da
quantidade inicial do Carbofuran é decomposta em apenas 0,2 dias, enquanto que
em pH 5,2, a decomposicao leva 1700 dias (FREEDMAN, 1993).

A presenca de agrotéxicos nos rios em quantidades elevadas, pode
resultar numa mortandade grave de organismos aquaticos, principalmente dos
peixes que se alimentam do fundo dos rios. Estes peixes, podem apresentar teores
de residuos de agrotéxicos maiores do que os peixes que se alimentam em aguas
superficiais, devido a grande afinidade que estes compostos apresentam com o solo
e a matéria organica do fundo (RUEGG et al., 1991). Entretanto, segundo a o
Carbofuran ndo apresenta grande afinidade com o solo e o material em suspensao
EXTOXNET (1998). Contudo, os granulos do inseticida (das formula¢des granulares)
podem ser encontrados no fundo, sendo um atrativo alimentar para os peixes
bentdnicos.

De acordo com SCHNOOR (1996), o dano ecoldgico de uma substancia
toxica depende de sua interagdo com o organismo, pois quando introduzida no
sistema aquatico, por exemplo, pode ser eliminada da agua por processos quimicos,

fisicos ou biolégicos (figura 5).
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FIGURA 5 — TRANSFERENCIA E TRANSFORMAGCAO DE POLUENTES EM ECOSSISTEMAS
AQUATICOS ATRAVES DE PROCESSOS QUIMICOS, FiSICOS E BIOLOGICOS.

FONTE: SCHNOOR (1996)

No ambiente aquatico, a quantidade de substancia téxica absorvida pelo
organismo & determinada pela concentragdo desta na agua (diluicdo e dispersao no
meio aquatico), pela concentragdo no alimento (carcagas' contaminadas), pela taxa
de respiracdo (entrada direta da substéncia pelas branquias) e pela quantidade de
alimento contaminado ingerido (CONOLLY & THOMANN, 1992). As reacdes quimicas,
fisicas e biologicas variam de acordo com a estrutura e a atividade quimica
especifica que a substancia em questdo apresenta, além de outros fatores que
podem influenciar, como a volatilizagdo, aeracdo/turbuléncia, sedimentacdo, a
presenca de outras substancias, etc (figura 6).

O conhecimento dos mecanismos basicos dos agentes téxicos sobre o
metabolismo dos organismos (farmacocinética, absorgao, conversao, degradacao e
separagao, disturbio dos mecanismos de regulagéo) € essencial para a
compreensao das respostas biolégicas. Com isso, estudos de toxicologia (item 2.5.1)
séo realizados em experimentos de laboratério, extrapolando os possiveis efeitos

sobre os organismos no ecossistema (SCHNOOR, 1996).
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FIGURA 6 — PROCESSOS NATURAIS QUE AFETAM A COMPOSICAO DO RIO E O
COMPORTAMENTO DOS POLUENTES NO AMBIENTE AQUATICO.

FONTE: REEVE (1994)

2.4.4. INIBICAO ENZIMATICA

Assim como outros compostos carbamatos, o efeito inibidor do
Carbofuran sobre a acetilcolinesterase é reversivel e de curta duragdo. Segundo
LARINI (1997), o mecanismo de agao do Carbofuran ou de outro composto carbamato
sobre a enzima, € explicado pela sua estrutura quimica muito semelhante a
acetilcolina (figura 7).

A acetilcolina € uma substancia neurotransmissora liberada no interior das
jungdes das células nervosas, provocando a propagacao do impulso nervoso de
uma célula para outra. Para que ocorra a transmissdo de um novo impulso nervoso,

a acetilcolina é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase existente na jungéo. Esta
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catalise enzimatica ocorre devido a especificidade estrutural do substrato de ligacao
da enzima que a acetilcolina apresenta (LEHNINGER, 1991).

HiC._CH,
0 O— (CH,)y— N (CHy),
s
CHyNH~C{ CH =S

Carbofuran Acetilcolina

FIGURA 7 — SEMELHANGCA ESTRUTURAL ENTRE OS GRUPOS METILCARBAMIL, DO
CARBOFURAN, E ACETIL, DA ACETILCOLINA (DESTACADOS EM VERMELHO)

FONTE: LARINI (1997)

A catalise enzimatica pode ser bloqueada pelo Carbofuran, e outros
carbamatos ou organofosforados, através de sua capacidade de se ligar com a
acetilcolinesterase. A formagdo do complexo acetilcolinesterase/Carbofuran é
proporcionada pela semelhanca estrutural que o substrato de ligagao do Carbofuran
apresenta, como mostrado na figura 7. Sendo assim, o Carbofuran torna-se um
inibidor competitivo, pois, de acordo com LEHNINGER (1991), ha uma concorréncia
com o substrato (a acetilcolina) pelo sitio ativo da enzima devido as semelhangas
moleculares do substrato de ligagao. O Carbofuran liga-se reversivelmente a enzima,
inibindo a acado desta sobre a acetilcolina. A inibicdo da acetilcolinesterase
determina o acumulo de acetilcolina resultando numa transmissdo continua e
descoordenada de impulsos nervosos, responsaveis pelo aparecimento de uma
sintomatologia grave, como convulsées e morte (CREMLYN, 1979; LARINI, 1997).
Entretanto, o quadro sintomatolégico varia em funcéo da magnitude de exposi¢ao ao
composto toxico (LARINI, 1997).

2.4.5. ASPECTOS SOBRE A INTOXICAGAO

As intoxicacdes por carbamatos representam sério risco a saude humana
como também dos animais. Os sinais e sintomas mais comumente observados em

intoxicagbes elevadas acidentais humanas por carbamatos, estdo resumidos na
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tabela 4. Existem também outros efeitos bioquimicos e farmacol6gicos que podem
ocorrer como: decréscimo na sintese cerebral de fosfolipidios, alteragdes dos niveis
de serotonina no sangue e decréscimo da atividade da glandula digestiva (LARINi,
1997).

TABELA 4 — SiNAIS E SiINTOMAS NAS INTOXICAGOES POR INSETICIDAS CARBAMATOS

Local Sinais e Sintomas
Precoces Tardios
Sistema  Tensdo; ansiedade; Alteragdes do sono com sonhos e pesadelos excessivos;
Nervoso inquietude. dificuldade de concentragido; comprometimento de memoéria;
Central . st
Cefaléia; tonteira e Convulsdes; tremores; torpor e coma; solugos e
vertigens. manifesta¢gdes como: tremores involuntarios e

incoordenagédo dos movimentos; etc.

Sistema Aumento do ritmo Secrecao bronquiolar excessiva; edema pulmonar; dispnéia;
Nervoso respiratério; tosse. opressao toraxica; etc.
Autonomo Perda de apetite. Nauseas; vomitos; dores abdominais; diarréia; defecacio

involuntaria; diurese freqliente e involuntaria.

Pulso diminuido. Bloqueio auriculoventricular; parada cardiaca; etc.
Visdo enfraquecida. Pupilas sem reagdo.
Lacrimejamento; Transpiragdo excessiva

aumento das secregdes
salivar e nasal.

Sistema Fadiga; fraqueza Caimbras; enfraquecimento muscular generalizado; etc.
Somatico Muscular; contragées
involuntarias.

FONTE: LARINI (1997)

Os agrotdoxicos entram no corpo humano geralmente através do trato
respiratério e pela absor¢do através da pele. Entretanto, pequenas quantidades
podem entrar no trato gastrointestinal através das maos e utensilios contaminados.
As intoxicagbes mais graves ocorrem pelas vias digestiva, respiratéria € mucosas
(SHIBAMOTO & BJELDANES, 1996).

Os efeitos das intoxicagées pelo Carbofuran, ou por outros carbamatos,
representam sério risco a saude humana devido ao déficit ventilatério associado ao
edema agudo de pulmao. Apesar de ndo se acumularem nos tecidos dos animais,
podem determinar intoxicagées graves ou letais pelas vias digestivas, respiratoria e
mucosas e, intoxica¢gdes amenas, pela via dérmica (SHIBAMOTO & BJELDANES, 1996).
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As intoxicagcbes mais graves resultam da exposi¢do as elevadas doses em periodos
prolongados (Lu, 1996).

A completa recuperagdo de uma intoxicagdo aguda pode ocorrer se a
exposi¢ao da vitima ao Carbofuran for rdpida. Os carbamatos podem ser excretados
rapidamente pelo metabolismo, principalmente pelas vias urinarias e, por isso, ndo
bioacumulam nos organismos. Nestes casos, a vitima consegue recuperar o nivel
normal de acetilcolinesterase no metabolismo em menos de 24 horas (EXTOXNET,
1998).

A exposicado prolongada ao Carbofuran pode resultar em efeitos mais
graves. De acordo com o Application Manual Carbamates (1999), o consumo de
diario Carbofuran em niveis acima de 40 ppb (partes por bilhdao ou npg/L) em agua
potavel, resulta em graves efeitos a saude humana, além da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Recentes estudos tém demonstrado danos no aparelho
reprodutivo de animais-teste, reduzindo as chances de fertilizagdo e sobrevivéncia
dos fetos (EXTOXNET, 1998). Isso pode ser explicado pela capacidade do
Carbofuran e de seus metabélitos atravessarem a barreira placentaria, causando
efeitos teratogénicos e produzindo sérios efeitos sobre a unidade placentaria-feto-
maternal (GUPTA, 1994).

Efeitos mutagénicos nao foram detectados em animais ou bactérias,
entretanto, foram encontradas alteragées genéticas em algas (EXTOXNET, 1998).
Estudos realizados por BROWN et al. (1996) mostraram que o Carbofuran ndo possui
efeitos deletérios em populagdes de bactérias de ambientes estuarinos, nao
havendo, também, nenhuma evidéncia de bioacumulagéo.

Com relagdo aos efeitos carcinogénicos, dados suficientes realizados em
estudos com animais, indicam que o Carbofuran ndo representa riscos de cancer
para os humanos (EXTOXNET, 1998).

Para o controle dos agentes quimicos introduzidos nos ecossistemas,
especialmente os aquaticos, & necessario o uso de técnicas que possam prever,
com boa exatiddo, o impacto desses agentes sobre os animais, inclusive no homem.
Dessa forma, os testes de toxicidade s&o considerados uma analise indispensavel
no controle da poluicdo hidrica, pois estes testes fundamentam-se na utilizagéo de
organismos vivos que sdo diretamente afetados pelos desequilibrios que
eventualmente ocorram nos ecossistemas aquaticos onde vivem (ZAGATTO, 1999).



26

2.5. METODOLOGIAS DE ANALISE DE AGROTOXICOS

2.5.1. TESTES DE TOXICIDADE

O aumento da contaminagdo ambienta! e das intoxicagées humanas
causadas por compostos quimicos téxicos, proporcionou uma maior preocupagao
em se fazer estudos relacionados a degradagdo ambiental e a saude humana, os
quais envolvem extensos testes de toxicidade em uma grande quantidade de
espécies (FENTEM & BALLS, 1994). Os testes de toxicidade permitem verificar se o
uso e a disposicdo das substancias quimicas causam efeitos diretos ou indiretos
sobre os ecossistemas. Além disso, avaliam o impacto de misturas de poluentes
sobre os organismos, proporcionando um conhecimento profundo do potencial
poluidor dos varios agentes quimicos introduzidos no meio ambiente (ZAGATTO,
1999).

Dentre todos os ecossistemas, os aquaticos tém merecido maiores
estudos, pois, além de serem o0s mais suscetiveis a contaminagdo, recebem
diretamente agentes quimicos provenientes de despejos industriais e domésticos e,
indiretamente, por aguas de chuva ou aqueles carreados pelo escoamento
superficial dos solos (ZAGATTO, 1999). Por esta razédo, RUEGG ef al. (1991) afirma
que as melhores indicagGes da polui¢do das aguas por compostos quimicos como
os agrotoxicos, sdo dadas pelas analises dos residuos em peixes.

Atualmente, as andlises de monitoramento ambiental tém utilizado testes
modernos para detectar, indiretamente, a presenca de compostos quimicos téxicos.
Dentre estes testes, destacam-se os biomarcadores, que, segundo WALKER et al.
(1996), sdo definidos como alteragbes biolégicas que expressam a exposicdo e os
efeitos toxicos dos poluentes presentes no ambiente. A andlise dos parametros
bioquimicos e fisiolégicos de organismos expostos aos contaminantes ambientais,
permite a detecgdo precoce da existéncia de contaminagéo por substancias toxicas
biologicamente significativas; a identificagdo de espécies ou populagées em risco de
contaminagdo; a magnitude da contaminagdo e o que €& fundamental, a
determinagdo do grau de severidade dos efeitos causados pelos compostos

quimicos toxicos (STEGEMAN et al., 1992).
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Apesar dos testes com biomarcadores ambientais apresentarem
respostas bioquimicas imediatas sobre os mecanismos de acdo dos compostos
quimicos, ainda utilizam-se, em grande escala, testes de toxicidade que simulam a
situacdo ambiental na qual determinados organismos sado expostos. Estes sdo os
testes de toxicidade aguda e cronica. Os testes de toxicidade aguda simulam a
situagcdo ambiental na qual o organismo é exposto, durante curto periodo de tempo,
a concentragdes elevadas de um agente toxico. Os testes de toxicidade crénica
distinguem-se do anterior porque expéem o organismo por longos periodos de
tempo, além de utilizar baixas concentra¢des do agente téxico. Com base nestes
testes, sdo avaliados os efeitos de: letalidade; imobilidade; inibicdo do crescimento
de uma populagao; alteragao de comportamento; inibi¢do da reprodugéo; reducéo do
crescimento; inibicdo da fertilizagdo (inviabilidade dos gametas); e inibicdo do
desenvolvimento embrionario (ZAGATTO, 1999).

Os efeitos causados pelos testes de toxicologia aguda e crdnica nos
organismos-teste sdo deletérios em ambos os casos. Porém, o efeito agudo
manifesta-se rapida e severamente apés curto periodo de exposi¢ao (0 — 96 horas);
enquanto que o efeito crénico, normalmente manifesta-se apés dias ou anos,
dependendo do ciclo vital da espécie estudada. Sdo observadas as incidéncias letais
de 50% dos organismos-teste em funcdo da exposicdo a uma determinada
concentracdo do agente téxico. Esta concentracdo denomina-se Concentragao Letal
Mediana, ClLsp ou Dose Letal Mediana, DLsp. As concentracbes que causam
diferentes efeitos, como imobilidade, em 50% dos organismos-teste, sé&o
denominadas Concentragdes Efetivas Medianas, CEsp. Existem outras terminologias
utilizadas para definir o limite de tolerancia mediano (LTsp), a concentracao letal
inicial mediana (CLlsp), a concentracdo de efeito observado (CEO), e etc. (BAccl,
1994; ZAGATTO, 1999).

FRELLO (1998) desenvolveu a metodologia do teste de toxicidade aguda
com o Carbofuran nos organismos-teste: Poecilia reticulata (peixe) e Daphnia magna
(microcrustaceo). Este método consistiu no estabelecimento das concentragées do
agente toxico Carbofuran para a obtencéo da Concentragéo Letal Média (CLso) para
os diferentes organismos-teste. Como estabelece a Norma da CETESB (1987), a
autora realizou testes preliminares para a avaliagao da sensibilidade dos organismos
com a substéncia dicromato de potassio (KCr2Oy7), além de efetuar o monitoramento

das condigdes do pH, condutividade, temperatura e dureza da agua do experimento.
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As faixas de concentracbes definidas para o teste de toxicidade aguda em ambos os
organismos, estdao demonstradas na tabela 5.

TABELA 5 — CONCENTRAGOES DO CARBOFURAN UTILIZADAS POR FRELLO (1998) Nos
TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM POECILIA RETICULATA E DAPHNIA MAGNA.

Poecilia reticulata Daphnia magna

Periodos de Exposicao (horas) 3; 6; 24; 48 24; 48

Numero de individuos por recipiente 10 5

Volume de agua (mL) 1000 25

Concentragoes utilizadas ug/L 70; 100; 150; 200; 3,5; 5,8; 9,7; 16,2;
300 27,0; 45,0

Numero de testes realizados 6 9

Além disso, FRELLO (1998) estabeleceu em seus experimentos de
toxicologia aguda, diferentes periodos de exposicdo dos organismos teste e
observou a variagao da Clso. Foi estabelecido que o valor da concentragao letal
média é inversamente proporcional ao tempo em que o organismo fica exposto. Este
mesmo autor observou que a concentragdo maxima que nao causa nenhum efeito
de letalidade estd abaixo de 100 pg/L, enquanto que os efeitos de letalidade

proximos a 100% estao na faixa de concentragédo entre 200 e 300 ug/L em 48 horas.

TABELA 6 — CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAO TOXICOLOGICA DOS AGROTOXICOS.

Classificagao Toxicologica DLsp para ratos (mg/kg)
Oral Dérmica
Sélidos  Liquidos Sélidos Liquidos
| — Altamente perigosos 5-50 20-200 - 10-100 40-400

Il — Moderadamente perigosos  50-500 200-2000 100-1000  400-4000
Il - Ligeiramente perigosos 500-2000 2000-6000 1000-4000 4000-12000
IV — Praticamente sem perigo >2000 = >6000 >4000 >12000

FONTE: NORMAS E MANUAIS TECNICOS (1982)

Os testes de toxicidade sao utilizados no procedimento de avaliacdo de
risco de agentes quimicos através da mensuracao dos efeitos nos organismos vivos
expostos a concentragbes conhecidas e da estimagdo da concentracdo da
substancia no ambiente. Os resultados obtidos destas duas etapas permitem a

decisdo, tecnicamente justificavel, que servira de base para a aprovagao, proibigéo
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ou restricdo de uso de um agrotoxico, de acordo com o risco determinado (MORTARI,
1996). Segundo as Normas e Manuais Técnicos Il do Ministério da Saude (1982), os
agrotdéxicos podem também ser classificados em quatro categorias, de acordo com o
perigo que oferecem. A categoria varia conforme a concentragdo do ingrediente
ativo na formulagédo e com o estado fisico, sélido ou liquido. Os critérios para a

classificagao estao resumidos na tabela 6.

2.5.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA DETECCAO DE RESIDUOS DE CARBAMATOS

Devido a sua rapida degradacao e baixa acumulagcédo na cadeia tréfica, os
carbamatos sao amplamente utilizados em uma variedade de cultivos,
principalmente os hortifrutigranjeiros. Entretanto, o seu uso em grande escala resuita
na contaminagédo do meio ambiente, deixando residuos nao apenas nas culturas,
mas também no solo e nas fontes hidricas mais préximas, como os rios, lagos e
aguas subterraneas. Desse modo, o monitoramento dos residuos nas areas de
agricultura, bem como nos -produtos alimentares -cultivados, tornou-se uma
prioridade nas pesquisas e analises de agrotdxicos (MARTINEZ et al., 1992).

A cromatografia gasosa (CG) tem sido a técnica mais utilizada para a
andlise de residuos de agrotéoxicos em alimentos, solos, aguas superficiais e
subterraneas (MARTINEZ ef al., 1992). Entretanto, a temperatura da coluna
cromatografica de fase gasosa pode chegar até 200°C, propiciando modificagoes
das estruturas quimicas de alguns agrotéxicos carbamatos (KRAUSE, 1988). Segundo
BROWN et al. (1996), “a cromatografia gasosa € comumente empregada para a
determinagdo de agrotéxicos. Infelizmente, apenas alguns carbamatos podem ser
analisados diretamente, pois, na sua maioria, sao termolabeis®, ocorrendo a
decomposicdao de seus fendis correspondentes”. Como visto anteriormente, o
Carbofuran apresenta seu ponto de fusdo a 150-152 °C, sendo inadequado para a
analise por CG.

A metodologia de analise para residuos de agrotéxicos nao volateis ou
termolabeis, como os carbamatos, foi desenvolvida na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). O método de detec¢do mais utilizado pela CLAE é a absorgéo

8 Compostos que apresentam elevada instabilidade em temperaturas elevadas (OXFORD Dictionary of
Chemistry, 1996). .

ary of
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ultravioleta (UV), a qual baseia-se na absorvancia da luz pela amostra (GUIMARAES
& COLLINS, 1993). As amostras que ndo apresentam absorgao ultravioleta suficiente
para a detecgdo, sdo submetidas a derivatizacdo (REEVE, 1994). Esta técnica
consiste na hidrélise das moléculas da amostra e na transformacdo destas
moléculas em compostos fluorescentes. Neste caso, a espectroscopia de
fluorescéncia é utilizada como um método de detecgdo (detecgdo de compostos
fluorescentes) muito sensivel, capaz de detectar quantidades em nivel de picograma
(102 g) (GUIMARAES & COLLINS, 1993). o

2.5.3. SiISTEMA OPERACIONAL CLAE-UV

A CLAE (figura 8) é um método fisico-quimico de separacdo de
compostos amostrais, que resume-se basicamente nas seguintes partes:

a) Fase movel: responsavel pelo deslocamento da amostra em todo o sistema com
a utilizagdo de componentes liquidos (geralmente agua, metanol ou acetonitrila).
Estas substancias liquidas podem ser misturadas de forma isocratica, em partes
iguais, ou com gradiente, variando-se o volume dos solventes;

b) Bomba quaternaria: permite a melhor separagdo das substdncias analisadas
devido a precisédo do fluxo e do gradiente dos sblventes, previamente
estabelecidos;

¢) Sistema de injecao: proporciona a medida exata e precisa do volume da amostra
que sera analisada;

d) Coluna analitica: separa as substancias para posterior detec¢do e quantificagao;

e) Detector UV: como o préprio nome diz, proporciona a deteccdo da amostra e
permite escolher 0 comprimento de onda para obter a melhor deteccgéo;

f) Integrador: é o responsavel pela integragéo das areas dos picos cromatograficos,
permitindo a quantificacdo do residuo analisado. Atualmente, sdo utilizados

computadores especificos para cada tipo de sistema.
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FIGURA 8 — ESQUEMA GERAL DA CLAE com DETECTOR UV

2.5.4. ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM CLAE-UV
2.5.4.1. EXTRACAO DE AMOSTRAS

As analises de residuos de agrotéxicos em amostras ambientais como
alimentos, solo e agua podem ser avaliadas utilizando técnicas de CLAE com
detector UV. Entretanto, por ser uma técnica muito sensivel, exige a auséncia de
interferentes, 0s quais sao encontrados nas substancias das plantas, ahimais, solos
e agua (MARTINEZ et al., 1992). ‘

Para a obtengdo de bons resultados, cada passo no procedimento
analitico vai depender do tipo de amostra a ser analisada, pois os procedimentos
envolvidos, como a extragdo, a eliminagdo de interferentes, a separacdo e a
quantificagao, sdo diferentes e especificos para cada tipo de substrato (MUKHERJEE &
GorAL, 1996). Estes procedimentos especificos poderdo consumir muitas horas de
trabalho no laboratério, entretanto, proporcionardo uma preparagao correta para a
analise em CLAE-UV (MARTINEZ ef al., 1992).

BROWN et al. (1996) estabeleceu técnicas de extragdo de agrotéxicos em
tecidos de animais e determinou as melhores condi¢des para esta atividade. De
acordo com este mesmo autor, os tecidos devem ser cortados em pedagos muito

pequenos, a fim de proporcionar uma grande superficie de contato ao solvente de
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extragao utilizado. O processo de extragdo continua com a maceragdo ou agitagédo
do tecido utilizando um homogeneizador ou um banho ultra-sénico. Também pode-
se utilizar, para essa etapa, outras técnicas de extracdo como: Soxlet e fluido
supercritico (“SFE - supercritical fluid extraction”).

A escolha do método e do solvente para a extragao vai depender do tipo
de tecido e da quantidade de compostos quimicos téxicos a serem extraidos. Os
solventes misciveis a agua, como a acetona, extraem praticamente todos os
agrotoxicos, mas também muitos co-extrativos (ihterferentes) que estao presentes
nos tecidos. O solvente hexano pode oferecer uma extragao muito mais “limpa”, sem
interferentes. Entretanto, pode nao extrair todos os compostos necessarios. Este
solvente imiscivel, pode ser substituido pelo dietil-éter, o qual apresenta polaridade
eficiente para extracdo de uma grande quantidade de pesticidas sem muitos co-
extrativos. Além disso, sua volatilidade permite a concentracdo dos extratos sem
grandes perdas dos compostos tdxicos a serem avaliados, contudo, € altamente
inflamavel e pode provocar misturas explosivas na atmosfera. O dietil-éter e o
diclorometano sé&o solventes convenientes para a extragdo de organofosforados e
carbamatos de materiais biolégicos. Para amostras biolégicas extraidas com
solventes e que ainda apresentam agua ou fluidos biolégicos, sao utilizados agentes
secantes como o sulfato de sédio anidro para eliminar estes fluidos (BROWN et al.,
1996). Outros solventes organicos utilizados para a extragao de carbamatos séao:
acetato de etila, metanol, acetonitrila, ciclohexano, n-hexano, etanol ou a mistura de

dois solventes (BiziUK et al., 1996).

2.5.4.2. PURIFICACAO E CONCENTRAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras que apresentam material em suspensdo, sao geralmente
filtradas em filtros de 0,45 um de diametro, permitindo a eliminagao total dos
interferentes macroscopicos.

TORRES et al. (1996), em suas pesquisas bibliograficas, observou que os
métodos oficiais de analises de residuos em frutas e vegetais, promovidos pela
Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (‘“AOAC - Association of Official
Analytical Chemists”), determinam a extracdo de agrotoxicos com o solvente
acetona. Este método também estabelece a eliminagdo de interferentes com a
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utilizacao de outro solvente organico ou com a utilizacdo de uma minicoluna de silica
ou florisil.

Outras alternativas para a eliminagdo dos interferente§ de tecidos
contaminados por agrotoxicos (organofosforados e carbamatos), seriam: a utilizacao
da cromatografia por permeacéo em gel (“GPC — Gel Permeation Chromatography”);
técnica de co-destilagdo a vapor; cromatografia por exclusdo; ou a completa
desidratagdo da amostra seguida de sua redissolugdo em um solvente, e a
passagem deste em uma minicoluna descartavel de silica (BROWN et al., 1996).

As minicolunas de silica ou florisil, sdo colunas capazes de reter residuos
organicos, como os inseticidas carbamatos e alguns co-extrativos (BENEY et al.,
1996). Com isso, ha uma concentracdo de compostos-tracos e a eliminagdao de
interferentes inorganicos de amostras ambientais. Desse modo, as amostras de
agua, de solo ou de tecidos animais e vegetais, sdo extraidas diretamente com a
utiizagdo de uma minicoluna especialmente desenvolvida para amostras
contaminadas com agrotéxicos (Hu et al., 1999). Esta técnica de utilizacdo de
minicolunas, também conhecida como extracdo em fase sélida (“Solid Phase
Extraction — SPE”") é aplicada freqiientemente em amostras com muita quantidade
de interferentes inorganicos (WAN & WONG, 1996). Em termos mais simples, o
tratamento de amostras ambientais utilizando a minicoluna de octadecil-C18 permite
a retengéo de analitos organicos que, posteriormente, sao eluidos com um solvente
organico (BENEY et al., 1996).

As técnicas de cromatografias utilizadas envolvem a injecdo de apenas
poucos microlitros da solucdo, e portanto, € necessario que a amostra seja
concentrada para possibilitar a detec¢ao de possiveis compostos toxicos presentes
(REEVE, 1994). Por isso, as minicolunas C-18 sdo comumente utilizadas para a
concentracdo de analitos organicos, que requerem volumes menores para uma
recuperacgao 6tima destes analitos na amostra (BARCELO et al., 1993).

O solvente utilizado para a eluicdo ou dessorcdo dos carbamatos da
minicoluna deve apresentar uma solubilidade eficiente, capaz de remover grande
parte dos compostos organicos da C-18. BAILEY ef al. (1996) determinou a eficiéncia

de extracdo do Carbofuran em minicolunas C-18 com o solvente organico metanoi
| (eficiéncia de eluicdo). Os resultados mostraram que a utilizacdo de apenas 6 mL de
metanol puro (MeOH) é suficiente para a eluicdo de 95% do Carbofuran retido na

minicoluna (90% de todo o Carbofuran foi eluido nos primeiros 2 mL e 5% nos 4 mL
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seguintes). Foram testadas diferentes fragbes de MeOH misturado em agua, e o
resultado demonstrou uma recuperagao de 97% de todo o Carbofuran na C-18,
onde: 2% foi recuperado na fragdo de 25% MeOH; 30% na fragdo de 50% MeOH:
60% na fragao de 70% MeOH; e 5% na fragao de 75% MeOH.

2.5.4.3. DETERMINACAO DE CARBAMATOS

Segundo MUKHERJEE & GOPAL (1996), um procedimento analitico
quantitativo utilizando técnica de cromatografia é valido somente se: (1) a extragao
da amostra for completa; (2) a retirada dos interferentes da amostra for eficiente e se
a recuperagao for quantitativa; (3) a resolugdo cromatografica para analise for
adequada; (4) a detecgéao dos inseticidas e a medida da resposta do detector for
sensivel, especifica e reproduzivel; e (5) a comparagdao com padrdes de calibragao
desconhecidos for reproduzivel. KAIPPER (1998) afirma que o método para a
determinacdo de agrotoxicos, em geral, deve ser realizado por estudos de
recuperag¢ao, onde sdo contaminadas amostras livres destes compostos téxicos por
solugdes padrao com concentragbes conhecidas. Todo o procedimento normal de
analise é, entao, realizado e, a seguir, quantifica-se os respectivos padroes. Desta
forma, testa-se a eficiéncia do método, incluindo os solventes e adsorventes
empregados no mesmo.

As solugdes padrdes utilizadas para a quantificacdo dos agrotéxicos em
estudo, sdo obtidas através de compostos puros produzidos em laboratérios e
industrias quimicas. Para as analises, sao utilizados somente os agrotoxicos em
questao, e quando sdo avaliados muitos compostos ao mesmo tempo, as solugdes
padrao sao preparadas em forma de multipadrao. Hu et al. (1999), em seu estudo
com métodos analiticos de multirresiduos para a determinagéo de residuos de
agrotoxicos em aguas para consumo, selecionou 31 agrotoxicos termolabeis e com
baixa polaridade. A solugdo padrédo de cada composto puro foi preparada na
concentragao de 1000 mg/L. A partir desta, o autor preparou a solugao multipadrao
com a adicao de uma pequena aliquota de cada composto em um volume de agua
destilada. _

O detector seletivo mais apropriado para a analise de residuos de

carbamatos em CLAE, é o detector de fluorescéncia. Para tanto, & necessario o
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procedimento da técnica de derivatizagao pés-coluna, a qual realiza a hidrélise dos
compostos e a formagéo de um composto fluorescente para a detecgdo. Entretanto,
varios estudos a partir da detecgéo de carbamatos com UV foram realizados. Estes,
de acordo com DALLAGO et al. (1997), apesar de ter uma menor sensibilidade se
comparado ao detector de fluorescéncia, apresentam rapida analise dos pesticidas
estudados, sem necessitar da derivatizagao destes.

Segundo CHIRON & BARCELO (1993), muitos compostos carbamatos,
incluindo o Carbofuran, apresentam o UV maximo abaixo de 220 nm. TORRES et al.
(1996) também afirmam que os carbamatos, apesar de poderem ser determinados
utilizando o detector UV, apresentam baixa seletividade e sensibilidade devido ao
comprimento de onda muito baixo (190 nm) em que estes sa0 absorvidos. Por isso,
o método mais valido para a analise de residuos de carbamatos ainda permanece
sendo com a coluna de derivatizagdo e a detecgdo por fluorescéncia, como
estabelecido pela U.S. EPA (1989; 1994; 1996).

2.5.4.4. SEPARAGCAO CROMATOGRAFICA

De acordo com GICQUEL (1998), para a determinagdo de carbamatos em
CLAE, emprega-se uma coluna analitica composta por particulas de octadecil-C18
em seu interior. Existem diversos tipos de colunas empregadas para a analise de
outros tipos de compostos com diferentes propriedades, as quais definem os
processos de separacgao: fisica, quimica ou mecanica. Dentre estes, identificam-se
os mecanismos de: adsor¢gdo (Cromatografia Soélido-Liquido); particdo
(Cromatografia Liquido-Liquido); troca de ions (Cromatografia por troca ionica);
exclusdo estérica (Cromatografia por “Permeacdo em Gel’); e bioafinidade
(Cromatografia de Bioafinidade).

As caracteristicas da fase mével, como o gradiente de eluicdo e o fluxo do
eluente, tém sido estabelecidas de diversas formas, de acordo com os objetivos de
cada trabalho cientifico proposto pelos autores (tabela 7). |

As diferentes condi¢cbes estabelecidas na fase mdvel, como a presenca
de um gradiente de eluicio e o bombeamento de um fluxo determinado,
proporcionam uma analise rapida e eficiente do composto estudado. Estas

condicdes sdo responsaveis por alterar a composi¢ao ou a polaridade da fase moével,
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resultando em diferentes tempos de reten¢do do composto. Uma vez encontrada a
melhor condi¢do do gradiente e do fluxo de eluicdo, aplica-se na analise. As
condigées de andlises também podem ser efetuadas sem um gradiente de eluigao,
utilizando-se a fase mével de modo isocratico, ou seja, de composicao igual durante

toda a analise.

TABELA 7 — CARACTERISTICAS DE FASES MOVEIS UTILIZADAS NA DETERMINAGAO DO
COMPOSTO CARBOFURAN EM AMOSTRAS AMBIENTAIS.

Composigao da Gradiente de Eluigao Fluxo Referéncias
Fase Movel Inicio — Fim (ml/min) Bibliograficas
ACN : agua 12:82; 70:30 1,5 KRAUSE, 1988
ACN : agua 35 :65 0,8 DE Kok et al., 1990
ACN : agua 20:80; 85:15 1,0  CORCIA & MARCHETTI, 1992
ACN : agua 12:88; 57:43 1,0  CORCIA & MARCHETTI, 1992
ACN + MeOH + agua: 20:80; 30:70; 65:35 2,0; 0,8 CHIRON & BARCELO, 1993
acetonitrila + agua .
MeOH : agua 70:30; 100:0 1,0 BAILEY et al., 1996
MeOH : agua 70:30; 100:0 1,0 BROWN et al., 1996
ACN : agua 3:97; 27:73; 37:63; 100:0 1,0 BROWN et al., 1996
ACN : MeOH : agua 15:0:85; 25:25.50; 1,0 MOTOHASHI et al., 1996
40:40:20; 15:0:85

ACN : agua 35:65; 40:60; 35:65 1,0 MOTOHASHI et al., 1996
MeOH : agua 18:82; 70:30; 100:0; 18:82 1,0 LEAO, 1997

O sistema.de bombeamento, controlado por uma pressdo alta, é
responsavel por eluir a fase movel através do sistema cromatografico. A vazao varia
de acordo com o sistema de pressdo, o qual é indispensavel na otimizacao de
separagao da amostra e na indicacdo de problemas com o sistema (vazamentos,

entupimentos e etc.).

2.5.45. REGISTRO DAS ANALISES

A separacao de uma mistura por cromatografia liquida € caracterizada por
um grafico, denominado cromatograma, onde cada composto esta representado por
um pico e um tempo de retencdo, como demonstrado na figura 9. O registro desta
representacdo, depende do detector utilizado na metodologia, o qual deve estar
conectado na saida da coluna para medir a variagdo da composigao da fase mévei,
fornecendo um sinal elétrico (GICQUEL, 1998).
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Cromatograma da analise de agua contaminada por diversos agrotdxicos. O picos
demonstrados podem ser numerados no computador apés a analise do detector,
eles sdo: 1 = aldicarb sulfoxide; 2 = aldicarb sulfone; 3 = 3-hidroxi-7-
fenolcarbofuran; 4 = 3-hidroxicarbofuran; 5 = 3-cetocarbofuranfenol; 6 = aldicarb; 7
= 3-cetocarbofuran; 8 = Carbofuran; 9 = carbaril; 10 = clortoluron; 11 = 1-naftol; 12
= isoproturon; 13 = metolaclor. Esse cromatograma foi efetuado com a utilizacdo
de um detector UV e comprimento de onda de 220 nm (CHIRON & BARCELO, 1993).

FIGURA 9 — REPRESENTAGAO DE UM CROMATOGRAMA

FONTE: CHIRON & BARCELO (1993)

Os sinais elétricos sdo processados a partir de um microcomputador, que
define o tempo de retengao, a altura e a area do composto separado da mistura
(GUIMARAES & COLLINS, 1993). Atualmente, com o recurso do computador, pode-se
controlar as condi¢bes cromatograficas e dos cromatogramas.

Os picos serao detectados de forma. correta se o equipamento estiver
preparado com uma padronizagdo interna especifica para o composto que esta
sendo estudado. Como estabelecido anteriormente, é preciso determinar todas as
condi¢bes cromatograficas, como a fase moével utilizada, o tipo de coluna, o fluxo da
fase moével, a pressdo do fluxo, a utilizagdo de um gradiente ou néo, o tipo de
detector e o comprimento de onda aplicado. Para isso, deve-se obter solugdes
padroes referentes ao composto estudado, pois, a partir destas & que s&o

estabelecidas as condi¢gées cromatograficas.
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CAPITULO Il

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. AVALIAGAO DA AREA DE ESTUDO
3.1.1. LoCALIZAGAO

A Bacia do Rio Cubatio Sul esta localizada no litoral leste do Estado de
Santa Catarina, entre os paralelos 27°35" e 27'50° de latitude Sul e 49" e 48°30° de
longitude Oeste do meridiano de Greenwich (figura 10). Possui uma area de 738,04
km? com 167,44 km de perimetro, abrangendo os municipios de Aguas Mornas
(integralmente), Palhoga (extremo norte), Santo Amaro da Imperatriz (integralmente)
e Sao Pedro de Alcantara (sudoeste). '

9° v30"
BRASIL at ' )
"‘ ,\/J_.( f;’;\a .
®,
,
slertmal 7]

LY
ATLANTICO

™

20 30km ESCALA 1:750:000

FIGURA 10 — MAPA DE LOCALIZAGAO DO R10 CUBATAO SuL

FONTE: ATLAS ESCOLAR DE SANTA CATARINA (1991)
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3.1.2. CARACTERIZACAO FisICA E AMBIENTAL

O Rio Cubatao Sul origina-se da jungéo dos rios Cedro e dos Bugres, e
tem sua foz na baia sul da regido da grande Florianépolis, no municipio de Palhoga.
O comprimento dos cursos de agua somam 1.284 km, distribuidos entre os afluentes
principais do Rio Cubatao Sul: Rio do Bagre, Rio das Antas, Rio de Forquilhinha, Rio
Matias, Rio Ribeirdo Vermelho, Rio das Aguas Claras e Rio Vargem do Brago. Os
rios mais importantes da Bacia sdo drenados para leste, onde desaguam no Rio
Cubatao e dirigem-se para a Baia sul, formando em sua foz um Ecossistema de
manguezal (UFSC - Projeto PADCT/CIAMB, 1997).

De acordo com a classificagdo de KSppen, o tipo climatico desta regido é
o Cfa — subtropical Umido com verao quente, apresentando temperaturas que variam
dos 25 a 38°C. Os invernos sao frios e com geadas nas regibes mais elevadas,
devido as constantes entradas de frente fria, sendo que a variagdo da temperatura
fica entre -3 °C e +18 °C. As precipitagbes médias mensais sd0 maiores nos meses
de dezembro a fevereiro (200 mm) e, menores nos meses de maio, junho e julho
(100 mm). As chuvas na regido sdo causadas pela passagem de frente frias que
atuam durante todos os meses. Estas, provocam enchentes com grande potencial
erosivo quando alcangam uma precipitagdo acima de 200 mm em 24 horas
(BUCHELE et al., 1994). Além disso, o solo da Bacia € o chamado podzélico
vermelho-amarelo, muito susceptivel a erosdo, caso fique sem cobertura vegetal. O
relevo possui duas unidades bem distintas. Os depédsitos sedimentares que
demarcam as planicies litoraneas planas e os relevos elevados, resultantes da agao
de falhas, dobramentos e metamorfismos que formaram os vales profundos e -
encostas ingremes (UFSC - Projeto PADCT/CIAMB, 1997).

As formagbes vegetais existentes na Bacia do Rio Cubatdo Sul integram
as florestas nativas ou Mata Atlantica, denominada Floresta Ombroéfila Densa, a qual
situa-se entre o planalto e o oceano da regido leste de Santa Catarina. Atualmente,
essa floresta encontra-se intensamente explorada pela retirada das madeiras de
significativo valor econdémico para ceder lugar as pastagens e a agricultura (figura
11). Entretanto, face ao relevo bastante acidentado e de dificil acesso, grande parte

da floresta encontra-se em estado original (NETO ef al., 1994).



40

FIGURA 11 — A AGRICULTURA ENTRE A MATA ATLANTICA DOS MORROS. LOCAL:
DIVISA DOS MUNICIPIOS DE SANTO AMARO DA IMPERATRIZ E AGUAS MORNAS.

3.1.3. DETERMINAGCAO DOS PONTOS DE COLETA

Sabe-se que a Bacia Hidrografica do Rio Cubatao Sul é uma regiao que
apresenta muitas atividades agricolas devido a grande quantidade de produtos que
sdo cultivados. Para a manutencao destas culturas, séo aplicados agrotoxicos em
todas as culturas, abrangendo grandes areas que estao localizadas na bacia, e que,
por sua vez, € banhada por muitos rios.

O Rio Cubatao Sul foi escolhido para a analise de residuos de pesticidas
devido a sua grande extensdo e a sua importdncia como um recurso hidrico
indispensavel para o abastecimento da populacdo da Grande Floriandpolis. Foram
estabelecidas quatro estacées de amostragem, distribuidas ao longo de todo o Rio
Cubatao Sul, as quais foram determinadas de acordo com a equidistancia entre
estas e a facilidade de acesso para a coleta (figura 12). Os pontos de coleta estdo

demonstrados na figura 13.
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Ponto de Coleta 2

Ponto de Coleta 3 | Ponto de Coleta

FIGURA 13 — PONTOS DE COLETA REALIZADOS AO LONGO DO Rio CUBATAO SuUL.

3.2. COLETA E PRESERVAGAO DAS AMOSTRAS

3.2.1. AMOSTRAS LiQUIDAS

As amostras de agua foram coletadas a 1 metro de profundidade da
superficie e armazenadas segundo as metodologias 8318 (EPA, 1994), 8325 (EPA,
1996) e segundo Hu et al. (1999). Estas foram armazenadas em frascos ambar de 1
litro para evitar a luz solar direta e transportadas dentro de uma caixa de isopor com
gelo até o laboratério. Antes de serem armazenadas nos frascos ambar, foram
medidas a temperatura (°C) e o Oxigénio Dissolvido (OD) em mg/L. No laboratério, o
pH foi analisado nas amostras de agua, onde posteriormente foram ajustadas a um
pH de 3,5 com acido nitrico (HNO3), com o objetivo de manter a atividade dos N-
metilcarbamatos estavel. Os frascos com as amostras foram mantidos a —20 °C para
posterior analise.
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3.2.2. AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras biolégicas do Rio Cubatdo Sul foram capturadas com uma
rede de pesca e acondicionadas em sacos plasticos previamente identificados para
cada ponto de coleta. Os peixes foram transportados até o laboratério em uma caixa
de isopor com gelo e mantidos a —20 °C para sua preservagdo e posterior
identificacdo e analise, como estabelecido pelo método 1613 da EPA FisH
CONTAMINANT WORKGROUP (1997).

3.2.3. DESCRICAO DAS ESPECIES COLETADAS

A identificacao sistematica foi realizada com o auxilio de profissionais do
Departamento de Aquicultura da UFSC e com as chaves dicotdmicas pertencentes
as literaturas de MENEZES (1987) e VARI (1991).

3.2.3.1. CARA

Os ciclidios pertencem a Ordem Perciformes, constituindo uma das
familias de peixes tele6steos de agua doce mais expressivas em comunidades
aquaticas tropicais. A familia Cichlidae apresenta elevada diversidade ecolégica e
morfolégica, além de serem amplamente distribuidos na Africa e na América do Sul.
Na América do Sul, estao distribuidos em varios rios ao longo da costa Atlantica do
Brasil e da Argentina, desde a Bahia até La Plata (MEURER, 1994).

O ciclidio Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824), popularmente
conhecido como cara ou acara-topete, € o maior e mais comum dos ciclideos do
nosso Estado predominando entre os demais em nosso mercado consumidor. Difere
das demais espécies do grupo por ter a borda da nadadeira caudal arredondada.
Atinge cerca de 20 centimetros e, quando jovem, apresenta um vistoso colorido
(Buckup & REIS, 1993).

O nome cientifico Geophagus, refere-se ao tipo de habitat alimentar: Geo
= terra, phagus = comer. Os “comedores de terra” vivem em ambientes com
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substratos arenosos, que sao ingeridos mas nao fazem parte da dieta desses
peixes. O substrato € ingerido porque nele sdo encontrados os alimentos procurados
(animal, vegetal ou detrito) sendo que esses peixes contam com um aparelho
digestivo adaptado para seleciona-lo. Devido a este habito alimentar, sdo peixes que

nadam proximo ao fundo do meio em que se encontram (Buckup & REIs, 1993).

Espécie: Geophagus brasiliensis
Género: GEOPHAGUS
Familia: CICHLIDAE

Ordem: PERCIFORMES

FIGURA 14 — DESENHO ESQUEMATICO DO CARA.

FONTE: BUCKUP & REIS (1993).

3.2.3.2. DENTUDO

A espécie Oligosarcus jenynsii (Glunther, 1864), pertencente a familia
Characidae, distribui-se nos arroios, rios e lagoas da regido costeira e da planicie
interior do Rio Grande do Sul, Brasil, Uruguai e Argentina (MENEZES, 1971). A familia
Characidae engloba a maior parte dos peixes de agua doce do Brasil (cerca de 400
espécies). Vivem em uma grande diversidade de ambientes apresentando uma
imensa variedade de formas, que variam em tamanhos desde 2 centimetros até
mais de 1 metro, como o dourado, por exemplo. Os peixes do género Oligosarcus
ndo ultrapassam 15 centimetros de comprimento, apresentando pouco interesse na
pesca comercial. Sdo espécies onivoras®, com preferéncia para peixes (MENEZES,
1987).

’ Os peixes onivoros utilizam de alimento animal e vegetal vivo, em partes bastante equilibradas. Quando ha
um certo dominio de algum dos itens. Referem-se as espécies como: onivoras com tendéncia a carnivora ou onivoras com
tendéncia a herbivora. Em relacéo a ecologia tréfica, usa o termo onivoro para se referir as espécies que se utilizam de
alimentos pertencentes a dois ou mais niveis tréficos.

> ha
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Espécie: Oligosarcus jenynsii
Género: OLIGOSARCUS
Familia: CHARACIDAE

Ordem: CHARACIFORMES

FIGURA 15 — DESENHO ESQUEMATICO DO DENTUDO.

FONTE: MENEZES (1988)

3.2.3.3. BIRU

Os curimatideos distribuem-se por toda a América do Sul, ocorrendo
desde a Bacia do Rio Orinoco na Regido Amazénica e o oeste da Cordilheira dos
Andes até a Bacia do Rio da Prata, na regidao Argentina (VARI, 1991). Embora
apresentem uma ampla distribuicdo, varias espécies ainda sdo desconhecidas
devido a falta de amostragens nos diversos afluentes interiores da América do Sul
(VARI, 1991).

Espécie: (ndo identificada)
Género: STEINDACHNERINA
Familia: CURIMATIDAE

Ordem: CYPRINIFORMES

FIGURA 16 — DESENHO ESQUEMATICO DO BIRU.
FONTE: VARI (1991)

Os birus ou curimbatizinhos, cientificamente conhecidos como
Steindachnerina sp., sdo peixes pertencentes a Ordem Characiformes e a familia
Curimatidae (figura 16). Quando adultos, alcangam até 15 centimetros de
comprimento, ndo representando grande valor comercial. Sdo peixes detritivoros,

que se alimentam de matéria organica de origem animal em putrefacdo e/ou matéria
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vegetal em fermentagéo, normalmente encontrados no fundo de rios e lagos (VAR],
1991).

3.3. LAVAGEM DE VIDRARIA

Para a lavagem da vidraria, utilizou-se uma solugdo de detergente neutro
3% (VETEC Quimica Fina Ltda.) previamente aquecida a 60 °C. A vidraria foi lavada
com esta solugdo com o auxilio de escovas e esponjas. Apos este procedimento, as
vidrarias receberam agua destilada por varias vezes e, finalmente, agua ultra-pura.

3.4. METODOLOGIA DE EXTRAGAO E PURIFICAGCAO

3.4.1. AMOSTRAS LiQUIDAS

As amostras de agua foram descongeladas e filtradas com membranas de
47 mm de diametro e 0,22 um de poro (MILIPORE), e com o auxilio de uma bomba
a vacuo. A membrana foi utilizada com o objetivo de eliminar material em suspenséo
e, consequentemente, reduzir as impurezas. As amostras filtradas foram
depositadas em balées volumétricos, os quais permaneceram em geladeira a uma
temperatura de 4 °C. Apés 12 horas, 500 mL das amostras foram percoladas através
de uma minicoluna de 3 mL contendo 500 mg de octadecil-C18 (SPE-ED™ C18/0OH),
as quais foram previamente ativadas com 5 mL de metanol (grau HPLC) e 5 mL de
agua ultra-pura (figura 17). As minicolunas estavam conectadas a uma camara ou
"manifold" ligada a uma bomba a vacuo, a qual propiciava a passagem da amostra

de agua do baldo volumétrico a minicoluna (figura 18).
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Extracéo e Eluicdo e
Purificagdo Concentragéo

. Matriz

Octadecil-C18*

Amostra
Aguosa

(volume: 500 ml)

Solvente

Eluente (solvente)
U= Interferentes

® Carbofuran

{volume: 5 ml)

(d)

* Octadecil-C18: ¢ um material adsorvente da minicoluna que retém compostos polares.

(a) Passagem dos 500 mL de amostra pela minicoluna.

(b) Retencao de todos os compostos organicos (inclusive o Carbofuran) e poucos interferentes
(extragéo do Carbofuran e purificagdo). Todo o volume passado pela minicoluna é
descartado.

(c) Os compostos de Carbofuran s3o liberados da coluna (dessor¢cdo) com a passagem de 5
mL do solvente organico, obtendo-se o eluente (solvente e Carbofuran).

(d) O volume final do eluente obtido (5 mL) € menor que o volume da amostra aquosa (500
mL), o que proporciona a concentragdo.

FIGURA 17 — ESQUEMA DOS PROCESSOS DE EXTRAGAO, CONCENTRAGAO, ELUIGAO E
PURIFICAGAO DE AMOSTRAS CONTAMINADAS COM CARBOFURAN UTILIZANDO
MINICOLUNAS.

1‘ = bomba de vacuo; 2 = amostra aquoéa enﬁ balé"o‘ VOI‘umétfico; 3 = minicoluna C-1 8, 4=
cuba de estocagem da agua.

FIGURA 18 — SISTEMA (MANIFOLD) PARA EXTRAGCAO E PURIFICACAO DA AMOSTRA
LiQUIDA.
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Apds a passagem da amostra de agua, foi adicionado aproximadamente 5
mL de metanol para a elui¢cdo do residuo. Este foi coletado em tubos de ensaio e
transferido para balées volumétricos de 10 mL. O eluente foi, entdo, conservado em
geladeira a uma temperatura de 4 °C. O procedimento de extragcdo esta

representado na figura 19.

Filtragem da amostra aquosa
e reducao das impurezas

Estocagem da amostra aquosa
em balbées volumétricos

Passagem da amostra aquosa
nas minicolunas C-18

Eluigao do residuo
com metanol

Coleta e armazenamento
do eluente

Analise em CLAE-UV

FIGURA 19 — FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO DE EXTRAGCAO E PURIFICACAO DA AMOSTRA
DE AGUA DO Ri0 CUBATAO SUL.

3.4.2. AMOSTRAS BIOLOGICAS

A metodologia utilizada para a extragdo do Carbofuran, foi desenvolvida e
adaptada com base nos trabalhos cientificos de GOEL (1995), BRESSA et al. (1996),
BROWN et al. (1996) e MARUYA & LEE (1998). De acordo com a pesquisa realizada
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por estes autores, foi possivel perceber técnicas de extragéo distintas para analise
de agrotoxicos em peixes. Desse modo, foram realizadas duas técnicas de extragao,
identificadas como Metodologia de Extracdo de Tecidos | e Il (MET | e MET Il), as
quais foram avaliadas quanto a eficiéncia de extragcdo do Carbofuran.

Em ambas as metodologias as amostras biolégicas foram primeiramente
descongeladas e medidas segundo o peso e o comprimento de cada individuo. Apés
a biometria, os organismos e o material cirirgico foram limpos com agua e acetona,

evitando, assim, qualquer tipo de contaminagao externa.

3.4.2.1. METODOLOGIA DE EXTRACAO DE TECIDOS |

Esta metodologia consiste na aplicagdo direta de um solvente sobre o
tecido a ser analisado. O solvente utilizado para o procedimento foi a acetonitrila
(TEDIA, grau HPLC). O tecido, antes de entrar em contato com o solvente, foi
cortado e triturado. O volume do solvente adicionado nos tecidos foi o equivalente a
20 vezes o peso do tecido. Apds a adigdo do solvente, a amostra foi sonificada
(BRANSONIC® Ultrasonic Cleaner, modelo 2210 R-MT) por 10 minutos.

Para a obtencdo da fragdo sobrenadante, a amostra foi centrifugada
(HITACHI, modelo Himac CR20B2) a uma velocidade de 12.000 rpm durante 15
minutos para proporcionar a redugdo das impurezas. O sobrenadante coletado
recebeu o agente secante sulfato de sédio anidro, o qual tinha a capacidade de
retirar a agua fisiolégica da amostra. Esta, foi novamente centrifugada a 3.000 rpm
durante 10 minutos para evitar a presengca do agente secante na fragao
sobrenadante. A fragdo foi evaporada com o auxilio de um evaporador rotatorio
(FISATOM Schott Duran, modelo 802 D) e redissolvida em agua ultra pura. A
amostra foi, entdo, percolada sob vacuo através das minicolunas C-18 de 3 mL, as
quais foram previamente ativadas.

Ap6s a passagem da amostra de agua, foi adicionado 5 mL de metanol
para a eluicdo do residuo organico. Este foi coletado diretamente em balbes

volumétricos de 5 mL e conservado em geladeira a uma temperatura de 4 °C.
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3.4.2.2. METODOLOGIA DE EXTRAGAO DE TECIDOS |l

Esta metodologia diferencia-se da anterior devido a utilizacdo de uma
solugcdo tampao na homogeneizagdo da amostra (figura 20). Apds a limpeza com
agua e acetona, os tecidos foram homogeneizados em uma solugao tampao (TRIS
50 mM; NaCl 0,1 M; EDTA 20 mM; pH 8,0), estabelecida por MATIAS (1996). O
volume do tampéao foi o equivalente a 20 vezes o peso do tecido. Apdés a adi¢ao da
solucédo tampéo, a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm durante 15 minutos com o

mesmo objetivo de reduzir impurezas.

Biometria do material biolégico

Limpeza do material cirirgico e biolégico

I
[ ]

Corte e maceracgao do tecido Corte e maceragao do tecido
com solvente com solugao tampao
Metodologia 1 (MET I) Metodologia 2 (MET II)
Sonificagao Centrifugagao
Centrifugagao Mistura do sobrenadante com o solvente
para obtengao de solugao difasica

Adigao do agente secante Evaporagao da fase com solvente
e redissolugao em agua ultra pura

Nova centrifugagao Eluigao do sobrenadante
na minicoluna C-18

Evaporagao do sobrenadante e Analise em CLAE-UV
redissolugao em agua ultra pura

Eluigao do sobrenadante
na minicoluna C-18

Analise em CLAE-UV

FIGURA 20 — PROCEDIMENTO GERAL DA EXTRACAO E PURIFICACAO DAS AMOSTRAS DE
TECIDO DE PEIXES REALIZADO PELAS METODOLOGIAS MET | E MET |II.
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O sobrenadante foi coletado e homogeneizado com o solvente organico
éter, proporcionando uma solugao difasica e a extragcdo do Carbofuran do tecido e
outros compostos organicos. Foram realizadas trés fragdes com este solvente para
extrair todo o Carbofuran presente no tecido. Todas as trés fragées sobrenadantes
que continham o éter e o Carbofuran, foram totalmente evaporadas com o auxilio do
evaporador rotatério e, logo apés, redissolvidas em agua ultra pura. A amostra foi,
entdo, percolada a vacuo através das minicolunas C-18 de 3 mL. Apds a passagem
da amostra, foi adicionado 5 mL de metanol para a eluigao do residuo. Este, também
foi coletado diretamente em balées volumétricos e conservado a uma temperatura
de 4 °C.

3.5. DETERMINAGAO DE CARBAMATOS

3.5.1. SEPARACAO E DETECCAO

As analises foram realizadas em um cromatoégrafo de fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE) da Hawllet Packard™ — HP, modelo 1050. Para a separacéo, foi
empregada uma coluna analitica de 25 cm de comprimento contendo octadecil-C18
(particulas de 5 um de diametro) em seu interior.

Foi programado um gradiente isocratico com a fase mével constituido por
60% metanol e 40% agua ultra pura. A vazao utilizada para a analise foi
estabelecida em 1,2 mL/min, a qual possibilitou a separagdo e a detecgao de
carbamatos em apenas cinco minutos. Para a detecgao, foi empregado o detector
ultravioleta (Hawllet Packard™ — HP, modelo 1050) utilizando o comprimento de
onda de 190 nm. Este comprimento de onda foi previamente determinado com base
nas metodologias de analise utilizadas por CHIRON & BARCELO (1993) e TORRES et al.
(1996), e a partir da analise de absorbancia do composto Carbofuran em
espectrofotdmetro  (HACH Flight®, modelo FN12B0X). O Carbofuran, como

esperado, mostrou a maior absorbancia no comprimento de onda de 190 nm.
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3.5.2. CurRVA PADRAO DO CARBOFURAN

Apods estabelecer a técnica de detecgdo de Carbofuran na CLAE, foi
realizada a preparagéo das curvas padrées de calibragcdo externa a partir de uma
solugcdo méae. Esta foi preparada com o composto Carbofuran puro em pd, diluido em
metanol. A concentragdo da solugdo mae preparada foi de 1000 ppm ou 1000 mg/L,
no qual dissolveu-se 0,025 g de Carbofuran em 25 mL de metanol. De acordo com a
EPA (1994), esta solugdo méae pode permanecer estocada em refrigeracéo (4 °C) e
sem contato com a luz por um periodo de 6 meses.

Para possibilitar a quantificacdo do Carbofuran em amostras ambientais
possivelmente contaminadas por residuos deste agrotéxico, deve-se preparar uma
curva de calibragao externa. De acordo com a metodologia 531.1 da EPA (1989), a
curva de calibracdo externa deve ter, no minimo, cinco niveis de concentracéo.
Foram preparadas seis niveis de concentragao da solugdo mae diluida em agua ultra
pura, obtendo-se: 0,050 mg/L; 0,125 mg/L; 0,250 mg/L; 0,500 mg/L; 1,000 mg/L e
2,000 mg/L. Essas concentragdes, utilizadas para a curva padrdo, apresentam uma
quantidade minima de Carbofuran, visto que este pode ser encontrado também em
quantidades minimas no ambiente em virtude da época de aplicagdo nas
plantacées. Como pode-se observar no item 4.2.2 do capitulo IV, a concentragéo
minima do Carbofuran estabelecida na curva padrao é de 50 ppb.

As solugbes padrao foram injetadas no Cromatégrafo Liquido
impreterivelmente no dia de injecdo das amostras, com o objetivo de estabelecer
uma curva padrdo do composto Carbofuran e possibilitar a detec¢do deste nas

amostras aquosas e biolégicas que porventura possam estar contaminadas.

3.5.3. INJECAO E ANALISE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Apoés estabelecer as curvas padrao, as amostras aquosas e biolégicas
foram injetadas no CLAE-UV. Todas as amostras foram injetadas em triplicata. O

volume de amostras ou de solugdo padréo injetado no cromatégrafo foi de 100 L.
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3.6. TESTES CONTROLE PARA DETERMINAGAO DO FATOR DE RECUPERAGAO

Todos os testes realizados na extragdo de amostras aquosas e bioldgicas
foram previamente avaliados quanto a eficiéncia de recuperagcdo do Carbofuran,
utilizando-se solugdées padrao para fortificar amostras controle. De acordo com a
metodologia 531.1 da U.S.EPA (1989), a fortificagdo de branco (amostra controle) e
de amostra bioldgica € essencial para determinar, em porcentagens, a eficiéncia de
extracdo. Para tanto, foram preparadas amostras controle contendo uma
concentracao conhecida de Carbofuran que, apds passarem pelos procedimentos da
extragdo, sao analisadas no CLAE-UV para a determinagado de sua concentragao
final obtida.

Para a determinacdo da melhor técnica de extracdo de peixes e/ou a
eficiéncia dessas técnicas, individuos da espécie Poecilia reticulata (item 3.7.1)
foram sacrificados. Os tecidos foram fortificados, antes de serem homogeneizados,
com a adigao de uma concentragao conhecida da solugao padrao de Carbofuran.

A recuperacao do Carbofuran foi determinada pela comparagao das areas
dos picos da amostra juntamente com as obtidas de misturas de padrdes de

concentracdo conhecida, por curvas de calibragao externa.

3.7. TesTE DE TOXICOLOGICOS

O teste de toxicidade aguda foi realizado de acordo com FRELLO (1998),
que desenvolveu ensaios de toxicidade aguda com o mesmo reativo bioldgico

(Poecilia reticulata) exposto ao composto Carbofuran.

3.7.1. DESCRICAO DA ESPECIE UTILIZADA PARA OS TESTES

Pertencentes a familia dos poecilideos (Poecilidae), a Poecilia reticulata
(Bloch & Schneider, 1801), € uma espécie originaria da América Central, Trindade e
Barbados; e de paises sul-americanos vizinhos, como a Venezuela e a Guiana. Esta

espécie foi introduzida no Brasil e em outros paises para combater o mosquito da



54

malaria, pois as larvas deste mosquito servem de alimento para o referido peixe. As
Unicas espécies originarias do Brasil, segundo IHERING (1931), sdo Poecilia vivipara,
Poecilia branneri e Poecilia parae.

Sao denominados popularmente como barrigudinho, guaru, sarapintado,
bobé e gupi ou “guppy’. O nome reticulata provém do aspecto de rede que as
escamas deste peixe formam, pois tem bordas mais escuras e bem definidas. Sao
peixes muito pequenos, com diferencas sexuais externas ou dimorfismo sexual
externo, onde os machos destacam-se pela variedade de nadadeiras caudais
coloridas e pelo tamanho (figura 21). Os machos medem aproximadamente 3,5
centimetros de comprimento e, as fémeas, 5,5 centimetros. Devido ao aspecto
colorido, ao seu tamanho e ao curto periodo de reproducdo da fémea — que pode
repetir-se a cada 4 ou 5 semanas — sado peixes muito importantes na aquariofilia.
Devido a falta de cuidado parental, os alevinos sdo freqiientemente comidos pelos
peixes adultos. Sdo onivoros ou polifagos e buscam seus alimentos na superficie
(ROSEN & BAILEY, 1963).

FIGURA 21 — DIMORFISMO SEXUAL EXTERNO DE POECILIA RETICULATA.

FONTE: http:/Mww.guppys.cjb.net/

Espécie: Poecilia reticulata
Género: POECILIA

Familia: POECILIIDAE

Ordem: ATHERINIFORMES

FIGURA 22 — DESENHO ESQUEMATICO DA ESPECIE POECILIA RETICULATA.

FONTE: IHERING (1931)


http://www.guppys.cjb.net/
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3.7.2. CAPTURA E ADAPTACAO

Os individuos da espécie Poecilia reticulata, provenientes do lago do
Centro de Convivéncia da Universidade Federal de Santa Catarina, foram
capturados com redes de nylon de malha %”. Os peixes foram acondicionados em
um recipiente plastico contendo agua do préprio lago e, posteriormente,
transportados para o Laboratério de Toxicologia Ambiental visando a adaptacédo nos
aquarios e posterior utilizagdo em testes de toxicidade.

No laboratério, os organismos que ainda permaneciam dentro do
recipiente plastico (recipiente 1 — R1), receberam aeragao ao mesmo tempo em que
era preparado o aquario de capacidade para 60 litros (recipiente 2 — R2) com 20
litros de agua do lago e 10 litros de agua tratada da CASAN'® (Companhia
Catarinense de Agua e Saneamento). Todo o contetido (peixes e agua) do R1 foi
depositado no R2 onde continha um aerador para aquario.

A cada 2 horas, aproximadamente, eram retirados cerca de % de litros do
R2 por sifonagdo e o mesmo volume era reposto com agua tratada da CASAN. As
varias trocas de agua resultaram na obtengdo de um aspecto mais limpido da agua,
pois era necessario para a adaptacdo dos peixes neste tipo de ambiente. Apds esta
etapa, os peixes foram transferidos para outro recipiente (R3), com capacidade para
60 litros, contendo agua de diluicao'" e da CASAN, na proporgéo de 1 para 2, além
de aerador para aquario. O tempo de permanéncia no R3 foi aproximadamente de 2
a 3 dias, com a constante troca de alguns litros de agua (o necessario para retirar o
material depositado no fundo — restos de alimentos e fezes) por sifonamento e
reposi¢do do mesmo volume por agua de diluigéo.

Por fim, os peixes foram transferidos para um quarto recipiente (R4) de
adaptacdo. Este apresentava capacidade para 30 L e continha 100% de agua
destilada e filtro para aquario. Os organismos permaneceram em aclimatagao neste
recipiente pelo minimo 2 dias, onde finalmente, estariam prontos para serem

utilizados em testes de sensibilidade.

1% Esta agua permaneceu em um recipiente com aeragéo durante 96 horas com o objetivo de propiciar a
retirada do cloro presente por evaporagao.

"' A 4agua de diluigdo para testes de toxicidade com peixes € uma agua constituida, preparada pela dissolugéo
de sais em &gua destilada ou deionizada. A agua de diluicdo deve ter pH 7,4 + 0,2; dureza total de 40 a 48 mg/l em CaCO; e
condutividade aproximada de 160 uS/cm (ver modo de preparagéo no anexo 1).
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Antes de iniciar os testes, foi realizada a biometria de cada individuo
(peso e comprimento), tomando-se o cuidado para que a massa total dos
organismos ndo ultrapassasse 1,0 g/L de solugado-teste, de acordo com as
recomendacdes da CETESB (1987). Além disso, a alimentagao dos organismos-
teste, que até entdo era controlada, foi interrompida 24 horas antes do inicio dos
ensaios, sendo que e os individuos com malformagées ou doentes foram
descartados.

O procedimento do transporte e aclimatagao dos organismos em todos os

recipientes até o inicio dos testes esta representado esquematicamente na figura 19.

Coleta no Lago do Convivéncia (UFSC)

Transporte dos organismos pelo R1

Adaptacado dos organismos no R2
Recipiente com agua do lago e agua da CASAN desclorada
(Tempo de adaptacao: até obter-se transparéncia na agua)

Adaptacao dos organismos no R3

Recipiente com agua de diluicdo e agua da CASAN desclorada
na propor¢ao inicial de 1:2

(Tempo de adaptacgéao: 2 ou 3 dias)

Adaptacao dos organismos no R4
Recipiente com agua de diluicdo 100%
(Tempo de adaptacdo: 2 dias)

Biometria dos organismos e inicio dos testes]

FIGURA 23 — FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO DE TRANSPORTE E ADAPTACAO DOS
ORGANISMOS.

3.7.3. REALIZACAO DO TESTE DE SENSIBILIDADE

O teste de sensibilidade refere-se a avaliagdo da sensibilidade dos lotes

dos peixes coletados, através da determinagdo da Concentragédo Letal Inicial Média
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— CL(I)so. O resultado desta avaliagao permite verificar se os organismos estdo aptos
para um teste de toxicidade aguda.

Como descrito pelas normas da CETESB (1987), os testes de
sensibilidade sao realizados num periodo de 24 horas e os peixes sdo expostos a
diferentes concentracdes de dicromato de potassio (K2Cr207), que é a substancia de
referéncia utilizada.

Os testes foram realizados em aquarios com capacidade para 2000 mL,
os quais foram mantidos com aeragéo constante e em banho-maria, para o controle
da temperatura, como mostra o esquema representado na figura 20. Foram
realizados apenas 2 ensaios com 5 diluicdes diferentes (56; 110; 320; 480; 800
mg/L), que, posteriormente, foram comparados com os resultados obtidos por
FRELLO (1998). A comparagado dos resultados permitiu avaliar se os organismos

estavam aptos ou ndo para o teste de toxicidade aguda.

AERACAO

| -T sl -
P - |9 - w9
CONTROLE 56 mgfl 110 mg/L 320 mgfL 480 mg/L 800 mg/L

FIGURA 24 — ESQUEMA DO TESTE DE SENSIBILIDADE DOS ORGANISMOS COM DICROMATO DE
POTASSIO

3.7.4. REALIZACAO DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Apbés a avaliagdo dos organismos do teste de sensibilidade, foram
realizados os testes de toxicidade aguda. Este método consistiu na exposicao direta
dos organismos a varias concentragbes do composto Carbofuran comercial
(Furadan®). Em cada aquario, foram estabelecidas diferentes faixas de
concentragdes do Furadan e foram utilizados 10 peixes, os quais permaneceram sob
observagao no periodo de 3, 6, 24 e 48 horas da duragédo do teste. Nestes periodos,
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foram observados os comportamentos anormais dos peixes, além da retirada dos
peixes mortos com redes de nylon.

As faixas de concentragdes utilizadas para os testes de toxicidade aguda
foram de 70, 100, 150, 200 e 300 pg/L, como estabelecido por FRELLO (1998). Para
a realizagao deste teste de toxicidade aguda, foram utilizados 6 aquarios, cada um
com capacidade para 2 litros e colocados em banho-maria. Cada aquario recebeu
diferentes concentracdes de Carbofuran, sendo que um deles foi estabelecido como
aquario controle, mantendo-se com agua de dilljigéo.

Analises de condutividade (uS/cm), temperatura (°C), pH e Oxigénio
Dissolvido (OD) em mg/L também foram efetuadas ao longo de todo o experimento
de toxicidade aguda (a cada periodo de observacao).

3.7.5. REALIZACAO DO TESTE DE BIOACUMULACAO

Foram realizados 5 ensaios com trés diluigées (110; 130; 200 ug/L), além
de 1 ensaio controle sem reativos bioldgicos para determinar a eventual degradacgéo
do Carbofuran a partir de processos'abiéticos. No teste de bioacumulagao, os
valores das trés diluicbes utilizadas permitiram, segundo os calculos obtidos por
FRELLO (1998), a obtencdo dos reativos vivos nas menores concentragées e mortos,
nas maiores. Ou seja, as concentragdes utilizadas foram estabelecidas nos valores
abaixo da CLsp (110 e 130 pg/L) e acima (200 pg/L). Nos testes de bioacumulagéao,
foram utilizados 5 reativos biolégicos em cada aquério.

Assim como no teste de toxicidade aguda, foram efetuadas as analises
fisicas do teste (Temperatura e OD) a cada periodo de observacao, onde foram
retirados os reativos biologicos mortos. Sendo assim, o tempo de exposi¢ao deste
teste foi de 48 horas, com observagdes as 3, 6, 12, 24 e 48 horas.

Amostras dos reativos bioldgicos e de agua dos aquarios, foram
- armazenadas segundo as metodologias previamente definidas, para posterior
andlise na CLAE-UV. As concentracbes dos aquarios, também foram estabelecidas
devido a elevada concentracdo que pode ser detectada pela metodologia do

presente trabalho.
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3.7.6. COLETA E PRESERVACAO DOS REATIVOS BIOLOGICOS

Apos cada periodo de observagéao (3, 6, 24 e 48 horas), as amostras
bioldgicas mortas eram coletadas com uma rede de nylon e armazenadas em papel
aluminio a -20 C. Ao fim dos testes (toxicidade aguda e bioacumulagdo), as
amostras biolégicas ainda vivas, eram sacrificadas e armazenadas do mesmo modo.

Além dos reativos biolégicos, foram coletadas aliquotas de
aproximadamente 10 mL da agua de todos os aquarios que estavam contaminados
por Carbofuran. Estas foram mantidas em uma temperatura de 4 °C e conservadas a
auséncia total de luz.

Todos os materiais coletados nos testes realizados foram preparados
para posterior analise de residuos de Carbofuran em CLAE-UV. Os procedimentos
de extracdo e analise seguem os mesmos estabelecidos para as analises

ambientais.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. DETERMINAGCAO DOS LIMITES DE DETECGAO
4.1.1. SENSIBILIDADE DO SISTEMA DE DETECCAO UV

As anadlises na CLAE-UV foram realizadas no comprimento de onda de 190
nm, como determinado previamente no espectrofotdmetro, possibilitando a melhor
deteccdo possivel. Este comprimento de onda, além de constituir o limite minimo de
detecgéo do aparelho, apresentou o melhor pico de absorgéo do Carbofuran no UV.

Os cromatogramas obtidos apresentaram linhas de base muito sensiveis,
com diversos picos pequenos ou ruidos devido a elevada sensibilidade do comprimento
de onda utilizado. Estes, comprometem a deteccdo e a analise de amostras com
concentragées muito baixas de Carbofuran. Os picos destas amostras apresentaram-se
alterados e irreais, devido a presenga de ruidos que ocorreram no mesmo tempo de
retencéo do Carbofuran. Portanto, foram estabelecidas concentragées mais elevadas
até a determinagao do valor minimo, posteriormente definido como o limite de detecgéo
do Carbofuran na CLAE-UV (190 nm). O valor minimo estabelecido, em geral, €
definido como a concentracdo minima de um composto na amostra necessaria para
resultar em um pico com razéo sinal-ruido de 3:1 (SUNDARAM & NOTT, 1992; AGUERA &
CONTRERAS, 1993; MAGDIC et al., 1996).
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A presenga de picos negativos em todos os cromatogramas analisados,
também prejudicou a interpretacio das amostras devido a integracdo errénea dos picos
do Carbofuran. Portanto, era necessario integrar manualmente cada pico de detecgéo,
tracando uma linha base para permitir a definicdo da area real do pico detectado (figura
25).
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FIGURA 25 — CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA INTEGRAGAO MANUAL PARA A
CORRECAO DO CALCULO DA AREA REAL DO PICO DO CARBOFURAN.

Os picos negativos sao frequentemente encontrados em cromatogramas de
diversos trabalhos cientificos. O pico negativo na regido inicial do cromatograma é
provocado pela amostra que, normalmente diluida em agua, é mais transparente no UV
do que a propria fase mével. Como a agua nao é retida, esta é liberada, ocorrendo o

pico negativo.
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4.1.2. CURVA DE CALIBRACAO EXTERNA

Os cromatogramas obtidos pelo método de deteccao do presente trabalho,
apresentaram limites de detecgdo de 50 ppb, como definido pela curva de calibragao
externa (figura 26). Faixas de concentragcbes menores que 50 ppb nado foram validas
devido a presenc¢a de muitos ruidos na linha de base do cromatograma. DALLAGO et al.
(1997), em anadlises de residuos de Carbofuran e carbaril em amostras de agua por
CLAE-UV, também determinou o limite minimo de 50 ppb. Sabe-se que as analises de
carbamatos a partir da utilizagdo da coluna de derivatizagdo e da detecgao por
fluorescéncia fornecem resultados mais sensiveis. DE KoK et al. (1990) destaca que os
limites de deteccao obtidos por esta metodologia de analise pode atuar em faixas de 1
a 10 ppb, ou seja, inferiores aos niveis de deteccdo por ultravioleta. Entretanto, o
“Application Manual Carbamates” (1999) determina que o limite de detec¢éo encontrado
para a metodologia de derivatizagdo chega a 0,2 ppb. Desse modo, apesar dos
diferentes limites de detec¢do, a metodologia com o uso de derivatizagdo é, sem
divida, mais sensivel que a metodologia de detecgao por UV. Entretanto, a CLAE-UV
ainda destaca-se por ser uma metodologia eficiente e de rapida analise de amostras
ambientais.

A curva de calibragdo externa do Carbofuran, de acordo com a metodologia
da U.S. EPA (1996), deve conter um numero suficiente de pontos de calibragdo para
determinar, de forma precisa, a equac¢ao da curva. Segundo o método 531.1 (U.S. EPA,
1989), o nimero minimo requerido de niveis de concentragdes (pontos) para a curva de
calibracdao é 3, entretanto, recomenda-se 5 pontos. No presente trabalho, foram
realizadas, para cada dia de analise, curvas de calibragao externa com 6 concentragées
diferentes, como destacado no item 3.5.2.

As curvas de calibracao externa, preparadas e plotadas em todos os dias de
andlise, apresentaram bons coeficientes de linearidade, em torno de 0,998, o que
demonstra um alto grau de confiabilidade nas preparagdes das concentracées e nas
injecdes (figura 26). De outro modo, o erro metodolégico ndo percebido ou a falta de
precisdo na preparagdo das concentragdes, poderia resultar em um coeficiente linear

inferior nao aplicavel.
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FIGURA 26 — CURVA DE CALIBRAGAO EXTERNA DO CARBOFURAN.
4.2. AvVALIAGAO DA EFICIENCIA DE EXTRAGAO DO CARBOFURAN

Para determinar a eficiéncia da recuperagdo do Carbofuran nos
procedimentos de extragdo, foram preparadas algumas amostras fortificadas com o
carbamato em estudo, conforme exige a metodologia 531.1 da U.S. EPA (1989). As
amostras foram fortificadas com a solugdo padrdo de Carbofuran e analisadas, apds a
extracao, em CLAE-UV com base nas comparagdes das areas dos picos obtidos e dos
picos da curva de calibragdo externa. .

Os resultados obtidos estao mostrados nas tabelas 9, 10 e 11, seguidos pela
representagdo dos cromatogramas de recuperagdo (cromatograma das amostras
destacadas em vermelho nas tabelas).
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4.2.1. EFICIENCIA DE RECUPERAGCAO PELAS MINICOLUNAS C-18

O procedimento de analise para a determinagdao da eficiéncia de
recuperacdo do Carbofuran apés a eluigdo pelas minicolunas C-18, consistiu na
passagem direta da amostra de agua ultra pura e a posterior eluicdo com metanol
(tabela 8). '

TABELA 8 — PORCENTAGENS DE RECUPERAGAO DAS AMOSTRAS CONTROLE DO
PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DO CARBOFURAN EM AGUA. ELUICAO comMm 5 ML DE
METANOL EM MINICOLUNAS C-18.

Volume da Amostra Fortificagao Recuperacao
(mL) (mgiL) (%)
5 : 1 93,542
5 1 92,21
5 1 89,48
5 1 87,96
5 1 94,35

T Resultado demonstrado pelo cromatograma ilustrado na figura 27 B.
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A =1 mg/L (curva de callbragdo); B = 1 mg/L (amostra de agua fortificada).

FIGURA 27 ~ CROMATOGRAMAS DA AMOSTRA DA CURVA DE CALIBRAGAO (1 MG/L) E DA
AMOSTRA LIQUIDA (AGUA ULTRA PURA) FORTIFICADA COM 1 MG/L. DETERMINACAO DA
EFICIENCIA DE EXTRAGAO DO CARBOFURAN PELA MINICOLUNA C-18.

Os resultados apresentaram uma recuperacdo elevada do composto
Carbofuran, com uma média de 91,51%. Entretanto, melhores resultados foram obtidos

por BAILEY et al. ('1 996), que utilizou 6 mL de metanol para a extracao do Carbofuran de
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amostras aquosas e obteve uma média total de recuperacao de 95%. De acordo com
este mesmo autor, os primeiros 2 mL de metanol eluiram cerca de 90% do Carbofuran,
enquanto que os outros 5% foram obtidos gradualmente nos 4 mL restantes.

4.2.2. EFICIENCIA DE RECUPERACAO DAS AMOSTRAS BRANCO FORTIFICADAS

- As amostras branco fortificadas ou “Laboratory Fortified Blank (LFB)" sao
requisitos necessarios para o controle de qualidade das analises. Segundo a
metodologia 531.1 da U. S. EPA (1989), estas amostras tém o objetivo principal de
determinar se a técnica utilizada permite uma medi¢do acurada e precisé nos limites de
deteccao previamente estabelecidos.

As amostras seguiram os procedimentos das metodologias de extragao de
tecidos | e Il (MET | e MET Il), porém, sem a presenca do tecido biolégico e, portanto,
sem a necessidade dos procedimentos de homogeneizagdo, centrifugacdo e
sonificagdo. Os resultados mostraram uma maior eficiéncia de extragdao com a MET Il
do que com a MET I (tabela 9).

TABELA 9 — PORCENTAGENS DE RECUPERACAO DAS AMOSTRAS CONTROLE DO
PROCEDIMENTO DE EXTRAGCAO DO CARBOFURAN EM MET | € MET Il. ELUICAO
COM 5 ML DE METANOL EM MINICOLUNAS C18.

Volume de Fortificagao Recuperagao
Amostra (mg/L) (%)
(mL)

MET | METII METI METIN METI METI
5 5 1 1 36,15 72,36°
5 5 1 1 42 91 71,68
5 5 1 1 51,46 83,72
5 5 1 1 35,21 77,52
5 5 1 1 54,96 84,10
5 5 1 1 47,35 84,23

¥ Resuitado demonstrado pelo cromatograma llustrado na figura 28 B.
® Resultado demostrado pelo cromatograma ilustrado na figura 29 B.
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A =1 mg/L (curva de calibragéo); B = 1 mg/L (amostra branco da MET | fortificada).

FIGURA 28 — CROMATOGRAMAS DA AMOSTRA DA CURVA DE CALIBRACAO (1 MG/L) E DA
AMOSTRA BRANCO DA MET | (LFB 1) FORTIFICADA COM 1 MG/L. DETERMINACAO DA EFICIENCIA
DE EXTRAGAO DO CARBOFURAN NO PROCEDIMENTO DE MET |I.
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A =1 mg/L (curva de callbragdo); B = 1 mg/L (amostra branco da MET Il fortificada).

FIGURA 29 — CROMATOGRAMAS DA AMOSTRA DA CURVA DE CALIBRAGAO (1 MG/L) E DA
AMOSTRA BRANCO DA MET Il (LFB II) FORTIFICADA cOM 1 MG/L. DETERMINACAO DA
EFICIENCIA DE EXTRAGAO DO CARBOFURAN NO PROCEDIMENTO DE MET |II.

Sabe-se que um processo com muitas etapas implica na perda de residuos
devido & grande quantidade de vidraria e objetos que entram em contato com a
amostra. Desse modo, o procedimento da MET |, que requer menos etapas que a MET
Il, deveria apresentar uma maior eficiéncia de recupera¢ado do Carbofuran. O MET |
apresentou uma média de recuperacdo equivalente a 44,67%, enquanto que a média
obtida pela MET Il foivde 78,94%. Esta contradi¢do pode ser explicada pelo fato de que
o éter, utilizado na MET I|l, segundo BROWN et al. (1996), é o solvente mais conveniente
para a extragdo de tecidos contaminados por agrotoxicos devido as suas propriedades
fisico-quimicas. A eficiéncia de extracdo do Carbofuran pelo solvente organico éter
pode ser definida pela elevada volatilidade (p.e. 34,5 °C). Esta propriedade torna o
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processo de evaporagéo, no evaporador rotatério, rapido e sem a necessidade de
temperaturas elevadas, propiciando pouca instabilidade do composto termolabil
Carbofuran.

A acetonitrila, solvente utilizado para a homogeneizagdo e extracdo dos
tecidos (MET 1), apresenta ponto de ebuligdo em torno de 80 °C. Para tanto, foi aplicada
uma temperatura em torno de 100 °C para a sua total evaporagdo, podendo ter
influenciado na estrutura do Carbofuran, visto que é um composto termicamente
instavel. Além disso, uma ineficiente extragdo com acetonitrila pode ter ocorrido no
procedimento de evaporagdo da amostra. Esta, ndo foi completamente evaporada
devido a provavel presenca de agua, definida pelo tempo gasto neste procedimento. A
redissolugcdo desta pequena aliquota restante do proceéso de evaporagdo em &gua
ultra pura e a passagem desta na minicoluna C-18, pode ter propiciado a perda de uma
porcentagem do Carbofuran. Esta perda pode ter ocorrido devido a presenca de uma
pequena fragao de acetonitrila que pode ter causado a eluigdo e a conseqiiente perda

do Carbofuran apés a passagem na minicoluna.

4.2.3. EFICIENCIA DE RECUPERAGCAO DE AMOSTRAS DE TECIDO FORTIFICADAS

As amostras de tecido fortificadas, também denominadas “Laboratory
Fortified Sample Matrix (LFM)”, foram utilizadas para determinar a eficiéncia de
extracdo do Carbofuran a partir de tecidos de peixes. As amostras foram fortificadas
com a adicdo das mesmas concentragdes utilizadas nas amostras branco na solugao
homogeneizadora. Os resultados obtidos, em ambas as metodologias, demonstraram
um baixo percentual de recuperagdo do composto Carbofuran, como destacado na
tabela 10. Estes também mostraram uma eficiéncia um pouco melhor com o
procedimento da MET Il, que utiliza a solugdo tampédo para a homogeneizagdo do
tecido, e o éter, para a extragao do Carbofuran.
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TABELA 10 — PORCENTAGENS DE RECUPERACAO DO CARBOFURAN UTILIZANDO
AMOSTRAS BIOLOGICAS FORTIFICADAS (LFM). ELUICAO cOM 5 ML DE METANOL
EM MINICOLUNAS C-18.

Volume de Fortificagao Recuperagao
Amostra* (mg/L)
(mL)

MET | METII METI METI METI METI
2,996 1,670 1 1 38,212 37,54°
3,410 1,810 1 1 36,25 37,25
2,290 1,810 1 1 24,87 29,21
3,426 1,892 1 1 34,78 27,64
2,246 1,498 1 1 21,57 36,67
2,882 1,786 1 1 29,48 28,32

* Volume da amostra no inicio do procedimento de extracao.

? Resultado demonstrado pelo cromatograma ilustrado na figura 30 B.
® Resultado demonstrado pelo cromatograma ilustrado na figura 31 B.
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A =1 mg/L (curva de calibragdo); B = 1 mg/L (amostra de tecido da MET | fortificada).

FIGURA 30 — CROMATOGRAMAS DA AMOSTRA DA CURVA DE CALIBRAGCAO (1 MG/L) E DA
AMOSTRA DE TECIDO DA MET | FORTIFICADA cOM 1 MG/L. DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE
EXTRACAO DO CARBOFURAN NO PROCEDIMENTO DE MET |I.
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A =1 mg/L (curva de calibracdo); B = 1 mg/L (amostra de tecido da MET Il fortificada).

FIGURA 31 — CROMATOGRAMAS DA AMOSTRA DA CURVA DE CALIBRAGAO (1 MG/L) E DA
AMOSTRA DE TECIDO DA MET Il FORTIFICADA COM 1 MG/L. DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE
EXTRAGAO DO CARBOFURAN NO PROCEDIMENTO DE MET II.
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A baixa eficiéncia de extracdo do Carbofuran com as amostras de tecido
fortificadas, pode ter ocorrid‘o devido as atividades quimicas do Carbofuran. Desse
modo, a degradacgdo do Carbofuran, ao longo do experimento, contribuiu para a baixa
recuperacao deste em ambas as metodologias de extracio.

De acordo com a U. S. EPA (1995), o monitoramento e a andlise de
agrotoxicos em peixes € recomendado, principalmente, para compostos que atuam
sobre a ecologia da populagédo, bem como o ecossistema e também, sobre a saude
humana. Os critérios para a selegdo destes agrotéxicos estdo destacados em quatro
pontos relevantes: toxicidade oral (Classificacdo | e Il da DLsy para animais de
laboratério — | equivale a concentragdes de 0-50 mg/kg e, I eqUivale a concentragcdes
de 50-500 mg/L); meia-vida de 30 dias ou mais; e fator de bioconcentragdo (FBC) acima
de 300. O tempo de meia-vida e o fator de bioconcentragdo de um composto quimico
sdo propriedades indispensaveis para a avaliagdo e a quantificagdo deste em uma
amostra biolégicé, pois permitem uma analise eficiente sem que ocorra a degradagéao
do composto ao longo do experimento.

O Carbofuran, apesar de apresentar uma toxicidade de classificagao I, ndo
propicia uma analise eficiente, visto que o seu FBC corresponde a 9, sendo
rapidamente degradado ou expelido pelo organismo (EXTOXNET, 1998). Em peixes da
espécie Heteropnenstes fossilis, o Carbofuran é bioacumulado por um curto espago de
tempo, sendo rapidamente excretado sem que ocorra a permanéncia deste composto
ou de produtos derivados (KALE et al.,, 1996). MOSTAFA et al. (1992), em estudos com
mamiferos roedores, determinou que 46% do Carbofuran é eliminado via CO; e urina,
25% é retido nos tecidos por pouco tempo e o restante é degradado em metabdlitos,
encontrados na urina.

Os resultados obtidos nos cromatogramas, como representado nas figuras
30 e 31, apresentaram sinais de deteccdo anterior ao Carbofuran. Estes sinais foram
considerados como possiveis metabdlitos, visto que o Carbofuran é faciimente
metabolizado em tecidos animais. Sendo assim, foram injetadas amostras padrdes de
dois dos trés principais metabdlitos encontrados em tecidos animais: 3-
hidroxicarbofuran e 3-cetocarbofuran (figura 32). Estas, foram preparadas a partir de

solugdes concentradas (100 ppm) em acetonitrila, as quais foram diluidas para a



70

obtencao de 50 ppm e evaporadas para a redissolugdo em metanol — solvente utilizado
para a preparagcao da amostra padrao do Carbofuran e demais carbamatos.

O tempo de retengdo do composto 3-hidroxicarbofuran obtido, em torno de
2,5 minutos, coincidiu com o tempo de retencdo dos picos detectados nos
cromatogramas das amostras LFM | e Il. Com isso, & provavel que estes sinais de
deteccdo possam ter sido causados pela presenca deste metabdlito na amostra.
Porém, a hipétese de que este nao seja o pico do 3-hidroxicarbofuran também deve ser
valida, visto que nao foi analisado o tempo de retencdo do terceiro metabdlito (3-
cetocarbofuran fenol). A identificacdo deste pico como sendo um interferente de origem
bioldgica & desprezada pois, ao longo de todo o experimento, com as diversas

amostras bioldgicas, nao foi detectado nenhum pico que coincidisse neste tempo de

retencao.
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FIGURA 32 — CROMATOGRAMAS DOS METABOLITOS 3-HIDROXICARBOFURAN (A) E 3-
CETOCARBOFURAN (B) EM CONCENTRACOES DE 2 MG/L.

Os resultados da eficiéncia de extracdo dos procedimentos anteriormente
descritos, estdo representados no grafico a seguir (figura 33). Os coeficientes de
variacao (CV) também estéao representados. O grau de confiabilidade do CV nao deve
ser maior do que 20%, o que resultaria em uma metodologia ndo exequivel. A eficiéncia
de extracdo da LFM | com a utilizacdo do solvente acetonitrila, apresentou um CV
equivalente a 21,62%, o qual demonstra um grau de confiabilidade baixo.
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Percentual das Amostras

c18 LFBI LFBII LFM | LFMII
@ Média Percentual @ Coeficiente de Variagao Percentual

C 18: eficiéncia de extragcdo da agua; LFB |. eficiéncia de extracdo das amostras branco
fortificadas na MET I; LFB II: eficiéncia de extragdo das amostras branco fortificadas na MET II;
LFM I: eficiéncia de extragdo das amostras de tecido fortificadas na MET I; LFM II: eficiéncia de
extragdo das amostras de tecido fortificadas na MET II.

FIGURA 33 — REPRESENTACAO GRAFICA DA EFICIENCIA DE EXTRAGAO NOS DIFERENTES
PROCEDIMENTOS AVALIADOS E RESPECTIVOS COEFICIENTES DE VARIACAO.

4.3. ENsaAlos ToxicoLOGICOS EM LABORATORIO

4.3.1. TESTES DE SENSIBILIDADE E TOXICIDADE AGUDA

Os testes com dicromato de potassio e Carbofuran foram realizados de
acordo com as condicoes e as concentragdes determinadas por FRELLO (1998).
Contudo, os periodos de observagédo para o teste de toxicidade aguda foi modificado,
apresentando um horario a mais para a observacdo. Os resultados das observagées
para a determinagdo do comportamento e contagem dos peixes mortos, estdo
destacados no anexo 8.

Os parametros fisico-quimicos da agua de diluicdo de ambos os testes,

previamente medidos, estdo demonstrados em anexo (anexos 12, 13, 14), bem como
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os parametros biométricos dos peixes (anexo 11). Entretanto, com relacdo aos
parametros biologicos, nao foi realizada uma biometria completa dos peixes utilizados
para o teste de sensibilidade com dicromato de potassio. Houve apenas uma selegdo
de organismos com aproximadamente o mesmo tamanho, sendo que alguns deles
foram pesados para estimar o valor do peso médio total obtido em cada aquario, ndo
ultrapassando o valor recomendado pela CETESB (1987).

Os resultados de ambos os testes foram equivalentes aos obtidos por FRELLO
(1998), exceto alguns testes que apresentaram resultados nao confiaveis, sendo
posteriormente descartados e substituidos por outros lotes de peixes. Foram realizados
somente dois ensaios validos para a analise, pois os resultados foram complementados
e, consequentemente, melhorados com as médias dos resultados obtidos por FRELLO
(1998), como demonstram os graficos e a tabela a seguir.

Teste de Sensibilidade com K,Cr,0; Teste de Toxicidade Aguda com Carbofuran
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Concentragao (%) Concentracao (%)
[——TESTE 1 —=—TESTE 2 —— Média FRELLO (1998) | ‘—o—TESTE 1 —=—TESTE 2 —a—Média FRELLO (1998) |

* No teste de sensibilidade, a concentragdo 100% equivale a 800 mg/L, ou seja, a maior concentracéo
aplicada. No teste de toxicidade aguda, o principio € o mesmo, onde 100% equivale a maior
concentracgéo utilizada: 300 pg/L.

FIGURA 34 — EFEITO DA CLsp SOBRE OS REATIVOS BIOLOGICOS DOS TESTES DE SENSIBILIDADE
E TOXICIDADE AGUDA. COMPARAGAO ENTRE OS DADOS OBTIDOS POR FRELLO (1998).
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TABELA 11 — ClLsgp EM uG/L CALCULADA NO PROGRAMA “TRIMMED SPEARMAN-KARBER
METHOD FOR ESTIMATING MEDIAN LETHAL CONCENTRATIONS IN TOXICITY BIOASSAYS” PARA
POECILIA RETICULATA NOS TESTES DE SENSIBILIDADE E TOXICIDADE AGUDA.

Teste de Sensibilidade Teste de Toxicidade Aguda

(24 horas) (48 horas)
(mg/L) (ngiL)
TESTE 1 - 157,61 - 145,15
TESTE 2 182,62 149,75
Média 170,12 147,45

* As médlas dos testes de sensibilidade e toxicidade aguda obtidas por FRELLO (1998), apresentaram
resultados proximos aos obtidos nos testes do presente trabalho. FRELLO (1998) obteve a média de
170,48 mg/L para o teste de sensibilidade, e 153,27 ug/L para o teste de toxicidade aguda.

4 4.2. TESTE DE BIOACUMULAGCAO

Os testes de bioacumulacdo com Carbofuran foram realizados para
determinar a ocorréncia do evento de absor¢ao deste composto em peixes da espécie
Poecilia reticulata. As concentracées estabelecidas (110, 130 e 200 png/lL)
apresentavam abaixo e acima da ClLsy, porém, detectaveis no método da CLAE-UV.
Estas concentragoes foram utilizadas com o objetivo de manter uma baixa ou uma
elevada taxa de mortalidade dos reativos bioloégicos apds 48 horas de exposi¢cdo ao
Carbofuran.

O Carbofuran, quando liberado na agua, nao é volatilizado, adsorvido em
particulas de suspenséo ou sedimentada, ou bioacumulado em animais aquaticos e,
por isso, permanece na agua (EXTOXNET, 1998). Apesar disso, o Carbofuran foi
analisado nos reativos biolégicos de todas as diferentes concentragbes, nao
apresentando nenhum sinal de detec¢ao deste composto.

A freqliéncia da hidrélise do Carbofuran na agua varia de acordo com o seu
tempo de meia-vida que, por sua vez, depende diretamente do pH do meio. Com base
nisso, foram analisadas amostras de agua dos aquarios dos reativos biolégicos
expostos e, também, amostras de agua de aquarios controle — sem reativos bioldgicos.
Os cromatogramas obtidos néo apresentaram picos de retengdo do Carbofuran e nem
mesmo de seus dois produtos metabdlicos analisados.
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A auséncia do Carbofuran nas analises realizadas em CLAE-UV pode ter
sido causada pela hidrolise e fotdlise do composto. O pH da agua utilizado para o
experimento de bioconcentracao, apresentou um valor de 7,6. Sabe-se que a meia-vida
do Carbofuran em ecossistemas aquaticos com pH 6,0; 7,0 e 8,0 é de 690; 8,2 e 1
semanas, respectivamente (EXTOXNET, 1998). Sendo assim, este composto héo
poderia ter sido degradado pela hidrélise em apenas 48 horas.

A fotdlise do Carbofuran pode ser inibida na presenga de matéria orgénica
em suspensao em aguas naturais, como rios e lagos (BACHMAN & PATTERSON, 1999).
Contudo, a presenga da luz solar, o Carbofuran apresenta um tempo de meia-vida
muito curto, variando de 4 a 12,5 dias, sendo que seu principal produto de degradagao
fotoquimica esta representado pelo composto 3-hidroxi-7-fenol (CHIRON et al., 1996).
Sendo assim, mesmo com a auséncia de matéria organica em suspensao, a
degradagao total do composto quimico em estudo nao poderia ter ocorrido em apenas 2
dias com a presenca da luz.

A degradagao do Carbofuran ao longo de 48 horas nos experimentos com os
reativos biolégicos, pode ter ocorrido devido as atividades metabdlicas biolégicas sobre
o composto, durante o ensaio toxicolégico. Entretanto, os experimentos sem reativos
biolégicos, também nédo apresentaram evidéncias do composto Carbofuran. Pode ser
que a aerac¢ao tenha sido um fator contribuinte para a decomposicido do composto
quimico.

Todos estes aspectos de decomposicdo do Carbofuran podem ter
contribuido para a degradagado do composto em uma quantidade suficiente para nao ser
detectado na metodologia utilizada (CLAE-UV).

4.5. ANALISE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Os resultados das analises dos cromatogramas das amostras de agua do Rio
Cubatado Sul e dos peixes, nao registraram picos de deteccao de Carbofuran. Foram
registrados outros picos em tempos de retengdo diferentes nas amostras de agua, os
quais foram comparados com amostras padrao de outros compostos carbamatos. Para
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tanto, foram injetadas concentragées equivalentes a 2 mg/L dos carbamatos: metomil,
carbaril, aldicarb e metiocarb, preparados exatamente como o Carbofuran. Nenhum dos
tempos de retencao destes carbamatos coincidiu com o obtido na amostra de agua do
Rio Cubatdo Sul. Os picos de retengdo obtidos podem ter sido provocados pela
presenca de algum interferente organico, proveniente da amostra do Rio, que foi eluido
juntamente com o Carbofuran, atravessando a minicoluna C-18.

A auséncia do Carbofuran nas amostras ambientais, entretanto, pode ter sido
causada por causa da época em que foram coletadas e que ndo havia sido aplicado
este inseticida na regido de estudo. Apesar da metodologia de extracdao do Carbofuran
para peixes ser pouco eficiente, a analise das amostras liquidas seria suficiente para a
deteccdo e a quantificacdo deste no meio ambiente, como ja foi observada em
pesquisas anteriores (anexo 16). Com isso, seria possivel estimar o risco de toxicidade

deste composto sobre as populagbes aquaticas, bem como todo o ecossistema.
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CAPITULO V

5. CONCLUSOES

A CLsp dos testes de Sensibilidade e Toxicidade Aguda apresentaram valores
proximos aos obtidos por FRELLO (1998), o que permitiu a utilizacdo dos lotes de

peixes para a realizagao do teste de bioacumulagao.

O teste de bioacumulagao foi realizado com o objetivo de avaliar a possibilidade
da absor¢do e permanéncia do composto Carbofuran no organismo animal,
~ através do teste com os peixes da espécie Poecilia reticulata. A auséncia do
Carbofuran, a partir da analise dos cromatogramas, esta de acordo com o fato
deste composto possuir um baixo Fator de Bioconcentragdo (FBC) que este

composto apresenta.

Os processos de fotodecomposigao, biodegradacao, hidrdlise e aeragéo, como
observado no presente trabalho, sao fatores que contribuem para a degradagao

do composto Carbofuran.

A andlise dos cromatogramas, em geral, mostraram poucos interferentes co-
extratrivos, o que demonstra a eficiéncia da eliminacao destes interferentes apos
o processo de Extracdo de Fase Sdlida (“SPE - Solid Phase Extraction”),
utilizando a minicoluna C18. A

O solvente organico acetonitrila, utilizado para a extragdo do Carbofuran de

tecidos de peixes, mostrou uma baixa eficiéncia de recuperacao do inseticida.
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¢ A andlise de compostos carbamatos a partir da técnica de deteccao CLAE-UV,
aplicando-se o comprimento de onda de 190 nm, indica um grande potencial da

metodologia empregada para a analise destes residuos em amostras ambientais.

e O fato de nao terem sido detectados compostos carbamatos no Rio Cubatdo Sul,
nao significa que este nao esteja contaminado por outros agrotoxicos como
organofosforados e organoclorados, também utilizados na regido. A agua foi
analisada somente para compostos carbamatos, e as amostras representam

apenas um dado de um dia de coleta.
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CAPITULO VI

6. RECOMENDAGCOES

A extragdo de compostos com baixo FBC em tecidos animais, como o
Carbofuran, € um procedimento que requer- um tempo minimo para a
manipulagcdo do material, devido as atividades metabdlicas de degradacdo que
ocorrem sobre o composto quimico. Com isso, recomenda-se este procedimento
de extragdo em compostos com elevado FBC.

Para futuros experimentos com peixes expostos ao Carbofuran, seria adequado

-efetuar experimentos para comparar a degradagdo do composto em aquarios
aerados e nao aerados. Os resultados poderiam demonstrar se este fator
influencia ou nao no processo de degradag¢do do Carbofuran. Para tanto, as
analises devem ser efetuadas com detecgéo por fluorescéncia, para permitir uma
analise mais acurada. Em resultados positivos, na qual a aeragdo poderia efetuar
a degradagdo do composto, esse procedimento poderia ser recomendado no
tratamento de aguas contaminadas por este tipo de agrotoxico.

Novos testes de extragcdo devem ser efetuados com ambos os solventes
utiizados no presente trabalho (éter e acetonitrila), visto que a eficiéncia de
extracdo pode ter sido comprometida por erros metodologicos. Deve ser
enfatizada a metodologia com a utilizagao de acetonitrila para a extragao, visto

que é um solvente organico muito indicado em trabalhos cientificos.

A derivatizacédo e detecgéo por fluorescéncia sdo metodologias de analise mais
sensiveis do que a deteccéo por UV. Entretanto, a quantificacdo e detecgao por

CLAE-UV permite a determinagdao de compostos carbamatos na faixa de ppb,
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sendo uma metodologia adequada para analises de monitoramento da qualidade
ambiental em regidées agricolas. Portanto, pode ser recomendada a utilizacao da

CLAE-UV em amostras ambientais.

A substituicdo da técnica de andlise de tecidos biolégicos contaminados por
compostos quimicos com baixo FBC, é recomendada. Outras técnicas de
detecgao para este tipo de composto, como analises enzimaticas e histoldgicas,
podem oferecer vantagens sobre a CLAE-UV. As andlises desses pardmetros
permitiiam uma rapida deteccdo de compostos toxicos, além de determinar a
magnitude da contaminagao e o grau de severidade dos efeitos causados sobre

0 organismo e, consequentemente, sobre a populagio e o ecossistema.

Para a efetivacdo de uma atividade de monitoramento da qualidade do meio
ambiente, devem ser realizadas coletas ao longo de um ano, além do
acompanhamento do tipo de agrotoxico utilizado nas lavouras, a quantidade, as
formas e as épocas de sua aplicacdo. Sendo assim, recomenda-se coletas
mensais para a obtencado de dados confiaveis e aplicaveis em uma avaliagao do

meio ambiente.
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ANEXOS

ANEXOS SOBRE AS SOLUGOES UTILIZADAS

ANEXO 1 ~ AGUA DE DILUICAO

Para o preparo da agua de diluigdo, utilizar agua destilada ou deionizada,

com condutividade menor que 10 uS/cm.

TABELA 12 — QUANTIDADES DOS REAGENTES UTILIZADOS PARA A PREPARAGCAO DA
AGUA DE DILUIGAO.

Reagentes Quantidade
Cloreto de potassio (KCI) 0,04 ¢
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) 0,96 g
Sulfato de magnésio (MgSO.,) 1,22 g
Sulfato de Calcio (CaSO.) 0,60¢
Agua (destilada ou deionizada) 20,00 L

A agua de diluicdo preparada recebe aeragao por 24 horas, permitindo a
solubilizacdo e a manutencgéao da saturagao de oxigénio dissolvido e pH.

A agua de diluicao deve apresentar os seguintes parametros:

e pH:74+0,2

e dureza total: 40 a 48 mg/L

e condutividade: = 160 uS/cm

Antes de qualquer uso, sao registrados os parametros acima, além de
medir o oxigénio dissolvido. O pH pode ser ajustado ao valor requerido com
solugdes de acido cloridrico, HCI 1 mol/L ou, hidréxido de s6dio, NaOH 1 mol/L.

Apds o acerto de pH, a agua nao deve ser mais aerada. Se a dureza estiver fora da
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faixa de 40 a 48 mg/L em CaCOs;, esta agua deve ser desprezada e um novo lote
deve ser preparado. '

ANEXO 2 — SoLUGAO TAMPAO

A solugao tampao utilizada na Metodologia de Extragao de Tecido Il (MET
II), foi utilizada para impedir as mudang¢as bruscas do pH que eventualmente
poderiam ocorrer durante a manipulagido do tecido. A solugdo tampao TRIS é

constituida pelas seguintes concentragoes:

TABELA 13 — REAGENTES UTILIZADOS PARA O PREPARO DO TAMPAO TRIS.

Reagentes Quantidade (g)
Cloreto de sédio (NaCl) 0,1 M 5,844
EDTA 20 mM 7,444
TRIS 50 mM 6,057

As concentragdes acima referem-se a um volume de 1000 mL. Os
volumes preparados para a homogeneizac¢ao dos tecidos variaram de acordo com a
quantidade de tecidos utilizados para a analise.

O pH da solucado, para apresentar o valor de 8,0, foi ajustado com
solugdes de acido cloridrico, HCI 1 mol/L ou, hidréxido de sédio, NaOH 1 mol/L.

ANEXO0 3 - SoLuGAO0 DE K2Cr.0; PARA TESTE DE SENSIBILIDADE

O dicromato de potassio (K2Cr207), substancia de referéncia utilizada nos
testes de sensibilidade, foi preparado em uma solugdo-méae com uma concentragéao
de 2 g/L. ‘

Cada um dos cinco aquarios, contendo 1000 mL de agua de diluigao,
recebeu um volume da solugdo-mae equivalente a concentragao a ser obtida:
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TABELA 14 — VOLUMES DA SOLUCAO-MAE DE K2CR207 UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DAS
CONCENTRACOES ESTABELECIDAS PARA O TESTE DE SENSIBILIDADE.

Concentracao da solugao Volume da solugcao-mae Volume de agua de
no aquario (mg/L) de K.Cr.07(2 g/L) diluicao (mL)
56 28 mL 972
110 55 mL 945
320 160 mL . 840
480 240 mL 760
800 400 mL 600

ANEXO 4 — SOoLUGAO DE FURADAN PARA TESTES

Para os testes de toxicidade aguda e bioacumulagéo, foi preparada uma
solugdo-mae de Carbofuran granular com uma concentragao de 100 mg/L. Sabe-se
que o Furadan apresenta somente 5% do produto ativo Carbofuran e, portanto, a
concentragao foi calculada e preparada em um béquer de 50 mL com:

e 50 mL de alcooal etilico

e 0,2 gdeFuradan

O alcool etilico foi utilizado para facilitar a dessorgao do agénte ativo
Carbofuran presente nos granulos do inseticida comercial. Os granulos foram
triturados com o auxilio de um bastéo de vidro com o objetivo de eliminagao destes e
a completa homogeneizagcdo da solugdao. Foi possivel eliminar os grénulos,

entretanto, permaneceram muitas particulas menores na solugéo.

TABELA 15 — VOLUMES DA SOLUGCAO-MAE DE FURADAN, UTILIZADOS NOS AQUARIOS
CONTENDO 1 L DE AGUA DE DILUICAO, PARA OBTENCAO DAS CONCENTRACOES
PREESTABELECIDAS.

Teste de Toxicidade Aguda Teste de Bioacumulagao
Concentragoes Volume da Concentragoes Volume da
(ngll) solugao-méae (mL) (ng/L) solugdo-mae (mL)
70 0,7 110 1,1
100 1,0 130 1,3
150 1,5 200 2,0
200 - 2,0

300 3,0




83

A solugdo-méae de 50 mL permaneceu sob constante agitagdo (agitador
magnético) para a retirada de uma solugdo homogénea. Os volumes da solugcéo-
mae foram retirados com pipetas volumétricas de 1 e 2 mL. Antes de serem
adicionados aos aquarios, para a obtengdo de determinadas concentragées, foram
retirados os mesmos volumes da agua de diluicdo presente nos aquarios.

Apesar dos volumes utilizados representarem uma aliquota muito
pequena, essa corregéo foi estabelecida para evitar erros maiores para obtencao
das concentragées determinadas.

ANEXO 5 — CURVA DE CALIBRAGAO EXTERNA

- A curva de calibragao externa, utilizada para quantificar o Carbofuran e
alguns de seus metabdlitos das amostras analisadas, foi preparada segundo as
metodologias da U.S. EPA (1989, 1994 e 1996).

O Carbofuran, o 3-Hidroxicarbofuran e o 3-cetocarbofuran foram
preparados em uma solugao de concentragdo igual a 50 mg/L. Para tanto, retirou-se
uma pequena por¢do de 0,025 g do carbamato que foi adicionado em 25 mL de
metanol, obtendo-se uma concentragdo de 1000 mg/L ou 1000 ppm. Desta solucgao,
retirou-se uma aliquota de 2,5 mL, a qual foi diluida em 50 mL de metanol, obtendo-
se a concentragao de 50 mg/L ou 50 ppm.

Para a curva de calibragdo externa, definiram-se as seguintes
concentragdes: 0,050; 0,125; 0,250; 0,500; 1,000 e 2,000 mg/L.

TABELA 16 — PREPARAGCAO DA CURVA DE CALIBRAGAO EXTERNA EM 5 ML.

Concentragao da Concentragiao da Volume Volume
solugao-mae (mg/L) curva (mg/L) adicionado (uL) total (mL)
(C1) (C2) (V1) (V2)
(Vi=CaoVy)
C4
50 0,050 50 50
50 0,125 12,5 50
50 0,250 25,0 50
50 0,500 50,0 50
50 1,000 100,0 50

50 2,000 2000 50




84

ANEXOS SOBRE AS OBSERVAC@ES REALIZADAS EM CAMPO

ANEXO 6 — OBSERVAGOES REALIZADAS NOS PONTOS DE COLETA DO Rio CUBATAO SuL

Os pontos de coleta estabelecidos abrangem uma grande extensdo ao
longo do Rio Cubatdo Sul. O primeiro ponto estabelecido (ponto 1) localiza-se
proximo ao Hotel Fazenda Jomar, situado no interior do municipio de Santo Amaro
da Imperatriz. O segundo, o terceiro e o quarto ponto de coleta foram realizados no
municipio de Aguas Mornas. Também foi realizada uma coleta de peixes em uma
piscicultura particular localizada em Santo Amaro da Imperatriz, com o objetivo de
obtencdo de amostras biolégicas ndo contaminadas por agrotoxicos.

A coleta de agua e dos peixes foi realizada no segundo dia do més de
dezembro, com variagbes bruscas de condigcbes climaticas, com repentinas

precipitagées, ventos e sol em todo o periodo de coleta.

TABELA 17 — DADOS SOBRE AS OBSERVACOES REALIZADAS EM CAMPO.

Pontos de Coleta Ponto Ponto1 Ponto2 Ponto3 Ponto4
Controle

Hora 07:20 08:20 09:15 10:00 11:00
T°Cdoar 23,0 24,0 27,0 26,0 25,5
T °C da agua 20,7 22,8 23,8 23,7 22,3
PH 6,91 6,87 702 - 725 7,26
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 6,27 4,85 5,85 5,39 5,45
Salinidade* 0 2 0 0 0

Peixes coletados (numero) Cara (7) Cara (5); Cara (4); Cara (4) -
Biru (2) Dentudo
3)

* A salinidade foi medida devido a proximidade do primeiro ponto de coleta a foz do Rio Cubatio Sul.
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ANEXOS SOBRE AS AMOSTRAS BIOLOGICAS
ANEXO 7 — TRATAMENTO DAS AMOSTRAS BioLoGIcASs

As amostras dos peixes coletados no Rio Cubatdo Sul, foram
armazenadas conforme a metodologia estabelecida pela U.S. EPA (1995). O tempo
maximo de armazenamento permitido para analise de varios compostos quimicos e
metais, estdo definidos na tabela abaixo.

TABELA 18 — RECOMENDAGOES PARA ESTOCAGEM, PRESERVAGAO E TEMPO DE
ARMAZENAMENTO DE TECIDOS DE PEIXES, MOLUSCOS, CRUSTACEOS E TARTARUGAS PARA
PROCEDIMENTO DE ANALISE EM LABORATORIO.

Estocagem
Composto Matriz Material para Preservagado Tempo de
armazenamento armazenamento
Mercurio Tecido (fatias e por¢des, Plastico, vidro de Congelarauma 28 dias
homogenatos) .borosilicato, quartzo, temperatura de
PTFE <-20°C
Outros Tecido (fatias e por¢des, Plastico, vidro de Congelarauma 6 meses
metais homogenatos) borosilicato, quartzo, temperatura de
PTFE <-20°C
Organicos Tecido (fatias e porgdes, Vidro de borosilicato, Congelarauma 1 ano
homogenatos) PTFE, quartzo, e temperatura de -
folha de aluminio <-20°C
Metais e Tecido (fatias e por¢des, Vidro de borosilicato, Congelarauma 28 dias (para o
organicos  homogenatos) quartzo, PTFE temperatura de mercurio); 6 meses
' <-20°C (para outros
metais); e 1 ano
(para organicos)
Lipidios Tecido (fatias e por¢des, Plastico, vidro de Congelarauma 1ano
homogenatos) borosilicato, quartzo, temperatura de
PTFE <-20°C

PTFE = Pdlitetrafluoroetileno (Teflon).
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ANEXO 8 ~ OBSERVACOES E MORTALIDADE DE PEIXES NOS TESTES TOXICOLOGICOS

TABELA 19 — NUMERO DE PEIXES MORTOS NOS TESTES DE SENSIBILIDADE COM
DICROMATO DE POTASSIO APOS UM PERIODO DE 24 HORAS (N = 5).

Concentragao (mg/L) Numero de peixes mortos (24 horas)

TESTE 1 TESTE 2
0 0 0
56 0 0
110 1 1
320 5 4
480 5 5
800 5 S

TABELA 20 — NUMERO DE PEIXES MORTOS NOS TESTES DE TOXICIDADE AGUDA
coM CARBOFURAN APOS UM PERIODO DE 48 HORAS (N = 10).

Concentragédo (ng/L) Numero de peixes mortos (24 horas)

TESTE 1 TESTE 2
0 0 0
70 0 0
100 1 2
150 6 5
200 8 7
300 10 10

As observacgées realizadas ao longo de ambos os experimentos revelaram
sintomas de toxicidade aguda, como movimentos irregulares e acelerados. Estes
sintomas, provenientes de alteragbes neurolégicas, resultaram na morte dos
individuos. Além disso, foram observados nascimentos prematuros de alguns

alevinos.
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ANEXOS SOBRE AS CONCENTRAGOES DE CARBOFURAN

ANEXO 16 — CONCENTRAGAO DE RESiDUOS DE CARBAMATOS ENCONTRADOS EM AGUAS
SUPERFICIAIS DO Rio CuBATAO SuL

Substéancia Concentragao (ppb)

Aldicarb 4.25
Carbofuran 6.65
: 7.32
10.10

4.35
23.97

9.47
21.76

Carbaril _ 2.83
2.64

3.76

2.47

2.04

2.58

0.83

Metiocarb 0.64
0.55

0.59

0.74

1.82

1.26

FONTE: GicQUEL & LEAO (1997)
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