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1 - RESUMO

A Lagoa do Oleo é um corpo de agua localizado na Estacéo Ecoldgica de Jatai
(Luiz Anténio — SP) em uma &rea entre esta unidade de conservacdo e
extensivas plantacdes de cana-de-acucar que a contornam. Por este motivo, a
lagoa apresenta um risco potencial de contaminacao pelos pesticidas aplicados
nestas plantagbes, em especial o fipronil. O presente trabalho teve como
objetivo caracterizar esta lagoa sob a ética da distribuicdo de nutrientes nos
compartimentos agua e sedimento, bem como determinar as concentragbes do
fipronil nos diferentes compartimentos deste corpo de agua e elaborar um
modelo para caracterizacdo do destino deste composto quando em contato
com a agua da lagoa. Para avaliar o potencial da degradacéo biolégica dessa
substancia na lagoa, foram também isoladas 11 linhagens de microrganismos
capazes de utilizar fipronil como fonte de carbono de diversos compartimentos
deste ecossistema. Estes aspectos foram discutidos com base em um
diagrama para a avaliagdo de risco da utilizagdo de fipronil no entorno da
Estacdo Ecologica de Jatai e os resultados indicam uma forte contribuicdo
aléctone de matéria organica, principalmente no periodo de chuvas, o que
torna preocupante a aplicagdo de pesticidas no entorno da Estacdo Ecoldgica
de Jatai. Apesar do grande numero de linhagens isoladas de microrganismos
capazes de degradar o composto, este foi detectado no sedimento de um dos
pontos de coleta, o que indica que este compartimento sofreu contaminagao
por este composto. Os experimentos realizados em microcosmos apontam
para uma sedimentagdo rapida (tempo de meia vida de 17 dias) de cerca de
30% do composto e uma degradagéao lenta na agua (tempo de meia vida de 43
dias). No sedimento, a biodegradagédo contribuiu de forma eficiente para o
decaimento das concentragdes de fipronil (tempo de meia vida de 7 dias), sem
que a toxicidade fosse reduzida. Os microrganismos capazes de utilizar o
fipronil como fonte de carbono tiveram um crescimento significativo nos
microcosmos contaminados, no entanto, a diversidade foi, ao longo do tempo,
reduzindo, o que evidencia uma selegcdao de organismos mais eficientes na

utilizacdo do composto em funcédo do tempo de exposicao.



2 - ABSTRACT

Oleo lagoon is a water body located at the border of the Jatai Ecological
Station, next to extensive sugar-cane plantations that surround this
conservation area. For this reason, there is a potential risk for contamination of
this water body by pesticides that are widely used to protect the crops among
them fipronil. This work aimed at characterize the Oleo Lake (an oxbow lake
located at Moji-Guacu river floodplain) under the optics of nutrient distribution,
to access the concentrations of fipronil in the water body, as well as to develop
a mathematical model able to predict the fate of fipronil when in contact to the
water of the lake. Besides, it was carried out the isolation of microbial lineages
from several compartments of the studied ecosystem. All these aspects were
discussed based on a risk assessment diagram in the present work. Results
show a great alloctonous organic matter contribution, especially on the rainy
season, which shows that the application of pesticides in the surroundings of
Jatai Ecological Station can be an object of great concern. The high number of
isolated microorganisms lineages capable of using fipronil as carbon source
demonstrates that the environment can modify this compound into other
molecules. A low but measurable concentration of fipronil was detected in only
one sediment sample, which indicates that the contamination of the studied
water body had already happened. A microcosm experiment showed that,
when in contact to water, about 30% of fipronil moves quickly to the sediment
(17 days half-life time). The other fraction is slowly degraded in water (43 days
half-life time). In the sediment, biodegradation was an efficient pathway to
reduce fipronil concentration (7 days half-life time), without reducing the
toxicity. Microorganism populations capable of using fipronil as carbon source
has grown in the fipronil contaminated microcosms but their diversity was
reduced as a function of time, what is believed to be a result of a selection of
microorganisms that are most efficient in using fipronil molecules as a function

of exposure time.
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1 - INTRODUCAO

3.1 - AGUA COMO UM RECURSO NATURAL

Todas as formas de vida na Terra dependem da agua. Apesar de 75%
da superficie do globo ser recoberta por agua, mais de 97% deste total é de
agua salgada, indisponivel para o consumo direto e para a maioria dos usos
pelo ser humano. Lagos e rios sao as principais fontes de agua potavel, mesmo
constituindo, em seu conjunto, menos de 0,01% do total de agua do planeta
(Baird, 2002). As atividades antropogénicas podem causar modificagdes
ambientais, resultando em mudancas na estrutura dindmica de um
ecossistema. Entre os ecossistemas do planeta, os aquaticos acabam por
constituir-se em receptaculos temporarios ou finais de uma grande quantidade
e variedade de poluentes, sejam eles langados ao ar, ao solo, ou diretamente
nos corpos de agua. Quando atingem os corpos de agua, estes poluentes
podem ter varios destinos, que dependem das propriedades fisicas do
composto, das caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do ecossistema
atingido, bem como da taxa de entrada do composto no ambiente (Rand,
1995).

Segundo Ayibotele (1992), cerca de 70% da agua consumida no mundo
€ utilizada para agricultura, 22% nos processos industriais e 8% para o
consumo domeéstico. Sendo assim, grande importancia deve ser dada aos
residuos gerados pela atividade agricola e suas consequéncias para o0s

ecossistemas adjacentes.

3.2 - CULTIVO DE CANA-DE-ACUCAR

O cultivo de cana-de-agucar, no Brasil, teve seu inicio no Nordeste do
pais, durante o periodo colonial, no século XVI e representa até hoje um
importante segmento da economia do pais (Masuti e Mermut, 2007). Durante a
década de 1970, com o Pré-Alcool (programa instituido pelo Governo Federal
para incentivo a substituicdo de parte do consumo de gasolina pelo etanol), o

plantio da cana-de-agucar foi intensificado e difundido em grande parte do pais.
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Atualmente, a produgcdo mundial de cana-de-agucar esta voltada para a
producao de agucar (Waldheim et al., 2006), sendo que o Brasil se sustenta
como o maior produtor de alcool e agucar de cana-de-agucar do mundo (Masuti
e Mermut, 2007). Devido a diversidade agroecoldgica do territério nacional e a
variabilidade sécio-econdmica, a agricultura brasileira é uma realidade
heterogénea e complexa em seus sistemas e estruturas de produgdo. No
entanto, em alguns locais, esta atividade se constitui em um dos sistemas
agricolas mais primitivos, que consomem muitos recursos naturais e em outros,
sistemas intensificados, que consomem menos recursos, porém, introduzem no
ambiente, entre outras substancias, inseticidas, herbicidas e fertilizantes para
garantir uma maior produgdo em uma menor area. Estes dados sé&o
confirmados pela UNICA (unido das industrias de cana-de-agucar), em sua

pagina na internet, como mostrado pelo mapa da Figura 1.

1 2.000 Km

cmnrne et e e W Y. o -

Fonte: NIPE-Unicamp, IBGEe CTC

Figura 1 - Mapa da distribuigdo dos cultivos de cana-de-
acucar no Brasil (extraido da pagina da internet
www.unica.com.br em 25/06/2009).
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3.3 - PESTICIDAS E SUA RELACAO COM AMBIENTES AQUATICOS

Os agrotéxicos, entre eles os utilizados na agricultura,
popularmente denominados de agrotéxicos ou defensivos agricolas, sao
compostos que podem matar diretamente um organismo indesejavel ou
controla-lo de alguma maneira. O uso mais antigo que se tem registro é a
qgueima de enxofre contra insetos, para fumigar os lares gregos, cerca de 1000
a.C. (Baird, 2002). Atualmente, na agricultura, sao utilizados para que possam
ser cultivadas grandes quantidades de determinada espécie em uma pequena
area, sem a interferéncia de organismos que possam reduzir a produgao.

O grande esfor¢co dos produtores de agrotdxicos esta voltado para o
aumento da margem de segurancga entre a toxicidade para invertebrados alvo e
para a saude humana. No entanto, estes compostos podem exercer efeitos em
organismos diferentes dos alvos da aplicagéo, o que pode alterar o equilibrio
dindmico de um ecossistema. Segundo Pimentel e Levitam (1991), em reviséo
sobre a quantidade de pesticidas aplicados, em média, apenas 0,1% do
produto atinge os organismos-alvo. O restante acaba por contaminar os
ecossistemas adjacentes ao da aplicagdo. Tendo em vista que o ambiente
aquatico exerce um papel de receptaculo intermediario ou final de grande
quantidade de compostos, quando ha grande proximidade entre um
agroecossistema e ambientes aquaticos, os riscos de contaminagdo séo
eminentes (Rand, 1995).

Nos ecossistemas aquaticos, os pesticidas podem ter diversos destinos:
permanecerem dissolvidos na coluna d’agua, alcangarem o sedimento ou se

acumularem nos tecidos dos organismos. Compostos como DDT, por exemplo,

14



possuem uma alta tendéncia a sedimentacdo e altissimo poder de
bioacumulagao (Baird, 2002). A baixa afinidade destes compostos pela agua os
torna extremamente persistentes no ambiente aquatico (Masutti e Mermut,
2007) e perigosos aos demais organismos, inclusive ao homem. Por esta razédo
estas substancias tiveram sua utilizacdo regulamentada ou mesmo proibida,

abrindo espaco para o desenvolvimento de novos pesticidas (Zhu et al., 2004).

3.4 - FIPRONIL: ORIGEM E UTILIZACAO

@) fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-4-
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1H-pyrazole-3-carbonitrile) €& um inseticida Fenil
Pirazédlico, descoberto em 1987 pela Rhéne-Poulenc Agro Company (atual
Bayer Cropscience) e registrado como pesticida nos Estados Unidos da
América do Norte (EUA) em 1996. Considerado como um pesticida seletivo
para insetos, ele atua de forma semelhante aos inseticidas ciclodienos, como
endossulfan e dieldrin, interferindo na passagem de ions cloreto pelos canais
de cloro dos neurbnios, processo que € regulado pelo acido gama-
aminobutirico (GABA). Portanto, o fipronil atua no sistema nervoso, paralisando
ou matando o organismo-alvo (Rhone-Poulenc, 1996). Desta forma, tem sido
amplamente utilizado para o controle de formas adultas e larvais de pragas,
como baratas, mosquitos, moscas, besouros, etc., e em plantagbdes, como as
de soja e cana-de-agucar, para o controle de formigas, cupins e larvas de
coledpteros. A ampla disseminacido deste composto deve-se a sua eficacia no
combate a insetos resistentes a outros pesticidas (Bobe et al.,, 1997). O

composto é ingrediente ativo de diversas formulagdes, como Termidor®,
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Frontline®, Regent®, Evolution®, entre outras, e a patente pertence a Bayer
Cropscience até hoje, mas tornar-se-a publica em agosto de 2010 (Anvisa,
2008). No Brasil, o inicio da utilizagao de fipronil foi registrado em 2000, em
plantacdes da regiao Nordeste (Masutti e Mermut, 2007). No pais, o produto
Regent 800 WG, com 80% de fipronil em sua composi¢cédo, € aplicado em
plantagcdes de cana-de-agucar, no periodo entre junho e agosto, logo apds o
plantio, em sulcos no solo, com a finalidade de formar uma barreira contra
insetos na subsuperficie, sendo recomendada pelo fabricante a utilizagcao de
concentragdes que variam de 200 g ha™ a 500 g ha™', dependendo do inseto a
ser controlado.

Dados de diversas publicacbes demonstram que a maior concentragcao
registrada de fipronil em aguas naturais adjacentes a campos de agricultura foi
de, aproximadamente, 0,12 ug L™ no estado de Louisiana, nos Estados Unidos
da América do Norte (Gunasekara e Troung, 2007). No entanto, as
caracteristicas fisico-quimicas do composto (Tabela 1) demonstram que ha
uma particdo consideravel do fipronil entre agua e sedimento, representada
pelo seu coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow = 4,0), e que o
sedimento representa um compartimento importante na consideracao das

concentracdes de fipronil em um ecossistema aquatico.
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas
Manual, 2000)

do fipronil (retirado de The Pesticide

Grupo Quimico Fenil pirazol
Classe Inseticida
Formula Molecular C12H4ClFgN4OS
Numero CAS (Chemical Abstracts 120068-37-3
Service)
Massa Molar 437,2 g mol”’
Ponto de ebulicdo 200°C

Classe Toxicologica

[l — altamente toxico

log Kow

4,0

Solubilidade em agua a 20°C

pH=5:19mgL"/pH=9:249 mgL"

Quando atinge um ecossistema, o fipronil pode ser degradado por

hidrdlise, fotdlise, oxidacdo ou reducdo, resultando em compostos derivados,

tais como fipronil sulfeto, fipronil sulfona, fipronil desulfinil e fipronil amida

(Masutti e Mermut, 2006; Zhu et al., 2003; Zhou Pei et al., 2004; Wirth et al.,

2004; Hainzl e Casida, 1996;, Gunasekara e Troung, 2007). O fipronil desulfinil

€ um produto de degradagao exclusivamente fotolitica, e os demais produtos

podem ser resultantes de processos quimicos, mediados ou nao por

microrganismos (Figura 2).
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Figura 2 — fipronil e seus produtos de degradagao (modificado de Gunasekara

e Troung, 2007).

Diversos artigos relatam que o fipronil € um composto pouco toxico para

peixes e moluscos (Wirth et al., 2004; Ngim e Crosby, 2001; Mesléard et. al.,

2005) e altamente seletivo para insetos, absorvido por estes organismos

primariamente via ingestao (Chaton et al, 2001). Segundo Beeler et al. (2001),

os produtos de degradacgao do Fiprionil podem ser ainda mais téxicos que o

composto original. Em ordem crescente de toxicidade encontram-se fipronil

amida, fipronil e fipronil desulfinil, fipronil sulfona e o mais téxico dos derivados,

fipronil sulfeto. Gunasekara e Troung (2007) em uma reviséo sobre o destino

ambiental do fipronil, destacaram a toxicidade do composto para insetos,

determinada pela concentracdo letal para 50% dos organismos teste (CLsop),

que variou de 0,4 ug L' a 23 Mg L. Estes valores sdo extremamente baixos,
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quando se compara com os efeitos em outros organismos aquaticos, como

crustaceos, moluscos ou mesmo alguns peixes (Tabela 2)

Tabela 2 - Toxicidade do fipronil para diferentes organismos, evidenciando a maior toxicidade
para insetos (modificado de Gunasekara & Troung, 2007).

Organismos Testes Toxicidade (ug L™)
Truta Arco-iris CEsp (96h) 250
Ostras CEsp (24h) 770
Ceriodaphnia dubia CEsp (48h) 17,7
Aedes aegypti CLso 1,54
Chironomus crassicaudatus ClLso 0,48

CES50 = Concentracao efetiva em 50% dos organismos
CL50 = Concentragao letal para 50% dos organismos
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4 - DESCRICAO DA AREA DE ESTUDOS

A Estacdo Ecolégica do Jatai (Figura 3), inserida na planicie de
inundagao do Rio Mogi-Guagu, localizada no municipio de Luiz Anténio (SP), é
uma das mais importantes unidades de conservacao do Estado de Sao Paulo e
comporta um significativo numero de corpos de agua l6ticos e |énticos. As
lagoas marginais do Rio Mogi-Guagu desempenham um papel fundamental
para a ictiofauna da bacia hidrografica em questdo, funcionando como
criadouros, locais de refugio e forrageamento (Ferreira, 1998). A presenga
abundante de macrdfitas aquaticas nessas lagoas possibilita o

desenvolvimento de uma teia alimentar complexa.

Lusis
Antdnio (SP)
21720 0 217855
AT*IS @ AT'SEW

Figura 3 - Localizag&o geografica da Estagéo Ecologica de Jatai, evidenciando a Lagoa do
Oleo, objeto do presente estudo (modificado de Ferreira-Peruquetti e Fonseca Gessner, 2003).

Esta unidade de conservagao € limitada ao sul pelo Rio Mogi-Guacgu e
em todo o entorno da Estagdo Ecoldgica ha campos de cultivo de cana-de-
acucar e laranja.

A maioria dos rios tropicais tem um ciclo anual, o qual é principalmente
ditado pelo regime de chuvas. Se o canal do rio, em fungdo de suas
caracteristicas geologicas e geomorfolégicas, ndo € capaz de conter a

elevagdo do nivel da agua, ocorre o transbordamento lateral deste canal. A
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velocidade e impedimentos na drenagem deste fluxo levam a inundagdes em
extensas areas (Payne, 1986 apud Albuquerque, 1992), como € o caso do Rio
Mogi-Guagu, que exibe um comportamento caracterizado por pulsos de
inundagdo. As condi¢gbes climaticas da regido caracterizam-se por duas
estacbes bem definidas: uma chuvosa (verdo quente e umido) de novembro a
abril e outra seca (inverno seco), de maio a outubro (Cavalheiro et al., 1990).
Dados relativos aos anos de 1994 a 1997 indicam que durante os meses de
chuva, a vazdo do Rio Mogi-Guagu, principal corpo de agua do sistema
hidrolégico da Estagdo Ecolégica de Jatai, pode aumentar em até dez vezes
em relagdo ao periodo de estiagem, gerando pulsos de inundagdo de
diferentes grandezas e duragdes. No entanto, dados mais recentes (de 1997
até 2004) indicam que, com as secas mais severas ao longo dos anos, nao
ocorreram mais inundagdes expressivas no Rio Mogi-Guagu, o que tem
modificado significativamente a fisionomia da Estagcdo Ecolégica de Jatai
(Peret, 2009). Logo, se fazem necessarios estudos mais atuais que
caracterizem os corpos de agua na regiéo.

A Lagoa do Oleo (Figuras 4 e 5) é um corpo de agua léntico tipicamente
de decomposicdo, isto €, o principal reservatério de carbono para o
ecossistema sao as macrdfitas aquaticas que o liberam para o sedimento,
compartimento que apresenta um consideravel volume de matéria orgénica em
decomposicdo. Este corpo aquatico encontra-se proximo do limite da estacao

ecoldgica e € um dos mais proximos dos campos de cultivo de cana de agucar.

Lagoa do Oleo

Figura 4 — Fotografia de satélite evidenciando a Lagoa do Oleo e os
limites da Estacdo Ecoldgica de Jatai com os campos de cultivo de
cana-de-agucar. Retirado do programa Google Earth (maio de 2006).
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Figura 5 Foto ia da Lagoa Olo,
evidenciando a vegetagdo marginal (foto de André
Moldenhauer Peret).

O ambiente aquatico alvo deste estudo constitui-se, portanto, em um
compartimento do ecossistema que, apesar de encontrar-se dentro de uma
reserva ecologica, por consequéncia do ordenamento do uso do solo na regiao
pode sofrer influéncias das atividades antropicas em seu entorno cujas
consequéncias podem influenciar o destino da propria unidade de

conservagao.
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5 - OBJETIVOS

5.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar se ha ou ndo contaminacéo da Lagoa do Oleo pelo pesticida
fipronil, aplicado nas plantacbes de cana-de-acucar em seu entorno e
identificar o destino deste composto quando atinge este corpo de agua e o

potencial da degradagdo do mesmo em seus principais compartimentos.

5.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a contribuicdo aléctone de matéria organica na Lagoa do Oleo e
0 consequente risco de sua exposi¢cao ao fipronil aplicado em seu
entorno;

e Investigar a existéncia, na Lagoa do Oleo, de microrganismos capazes
de utilizar o fipronil como fonte de carbono para seus processos
metabdlicos;

e Avaliar as taxas de degradacdo do fipronil ao atingir a Lagoa do Oleo,

em ensaios com microcosmos em laboratorio.
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6-. MATERIAL E METODOS

6.1 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram realizadas duas expedi¢des para coleta de amostras (setembro e
dezembro de 2007), representando o periodo seco e chuvoso da regiao
estudada. Foram definidos cinco pontos de coleta (P1:
21°35’30,97”S/46°50'14,1070; P2: 21°35°28,22”S/46°50'15,5970; P3:
21°35°26,38”S/46°50'20,34”0; P4: 21°35°27,25”S/46°50'24,66"0; P5:
21°35'29,02"S/46°50°'27,92"’0) na Lagoa do Oleo (Figura 6) onde foram
determinadas in situ, na agua, com auxilio de uma sonda multiparamétrica da
marca Yellowspring modelo YSI 650 MDS, diversas variaveis fisicas e quimicas
(pH, turbidez, oxigénio dissolvido, condutividade e potencial de oxi-redugéo).
As amostras de agua de superficie, meio e interface sedimento-agua, além de
sedimento superficial; foram levadas ao laboratério para analises de nutrientes.
Os pontos de coleta 1 e 2, na porcédo leste da lagoa s&o cobertos por
vegetacdo marginal de grande porte e, por isso, apresentam maior quantidade
de detritos vegetais no sedimento. Os demais pontos sdo expostos, isto €, a
maior parte da vegetagao do entorno é representada por espécies de pequeno
porte.

Todas as amostras foram mantidas refrigeradas em caixa isotérmica
com gelo apds a coleta e durante o transporte até o laboratério, onde foram
acondicionadas em refrigerador (4°C) até o momento das analises, as quais

ocorreram em até 7 dias.
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Figura 6 Desenho esquematico da Lagoa do Oleo com base em fotografia de satélite,
evidenciando os pontos de coleta.

6.1.1 - AMOSTRAS DE AGUA

As amostras de aguas de superficie meio e interface, dispostas em
garrafas plasticas pré lavadas, foram coletadas com auxilio de uma bomba de
agua (Figura 7). As andlises de carbono organico total foram realizadas nas
aguas armazenadas em pequenos frascos de vidro previamente lavados e
descontaminados. As aguas de cada ponto de coleta foram separadas em
duas aliquotas para analises de nutrientes: uma das aliquotas foi filtrada em
membranas de acetato de celulose (0,45 um de porosidade pré lavados com
100 mL de acido cloridrico 10 % e secos em estufa a 50 °C) para as
determinagdes de nutrientes dissolvidos e a outra fragdo foi mantida intacta
para as determinacdes de fésforo e nitrogénio totais. Para a analise de fipronil
foi obtida uma amostra integrada contendo o mesmo volume de agua de
superficie, meio e interface, mantida refrigerada (4 °C) at¢ o momento da

analise.
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TR { o :
Figura 7 - Coleta de agua com bomba de imerséo e coleta de sedimento com
draga tipo van-Veen (fotos de André Moldenhauer Peret).

6.1.2 - COLETA DE SEDIMENTO E EXTRACAO DE AGUA INTERSTICIAL

As amostras de sedimento foram coletadas com auxilio de uma draga
tipo “Van Veen” (Figura 7) e dispostas em sacos de polipropileno pré-lavados
até a chegada em laboratério, onde foi extraida a agua intersticial por
centrifugacdo a 832 g por 15 minutos em centrifuga refrigerada. O
sobrenadante (agua intersticial) foi removido dos tubos da centrifuga com
auxilio de uma seringa, descartando-se o restante do sedimento. As aguas
intersticiais passaram pelo mesmo fracionamento das aguas de superficie,
meio e interface. Uma aliquota do sedimento foi acondicionada em marmitas
esterilizadas de aluminio com 1L de capacidade e mantida sob refrigeragao

para posterior obteng¢ao do inoculo de microrganismos e analise de fipronil.
6.1.3 COLETA DE PERIFITON

Raizes de diversas macrofitas aquaticas, as quais foram coletadas e
mantidas sob refrigeragdo até a chegada em laboratério, onde foram raspadas
assepticamente com auxilio de uma espatula de ago estéril para remogao do
perifiton, posteriormente utilizado para isolamento de microrganismos capazes

de degradar o fipronil.

6.1.4 COLETA DE SOLO
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Foi escolhido um ponto para coleta de solo do entorno da Lagoa do
Oleo, nas proximidades das plantacdes de cana-de-aclcar, com a finalidade de
se obter microrganismos capazes de degradar o fipronil. Com o auxilio de uma
pa, foi coletada uma amostra de solo superficial de 10 cm de profundidade, que
foi acondicionada em frasco de vidro estéril e refrigerada em caixa isotérmica

com gelo até a chegada em laboratério.

6.2 ANALISES DE NUTRIENTES

6.2.1 DETERMINAGCOES DE NUTRIENTES EM AGUA

As concentragbes das fragdes dissolvidas de nitrato, nitrito, nitrogénio
amoniacal, sulfeto, sulfato, cloreto, fluoreto e ortofosfato das aguas foram
determinadas nas amostras filtradas em membranas de acetato de celulose.

As anadlises da concentracdo de carbono total dissolvido e carbono
organico total dissolvido foram realizadas em analisador de carbono organico
TOC-5000 (Shimadzu, Japao). Nas aliquotas de aguas nao filtradas foram
determinadas as concentra¢des de nitrogénio organico total e fésforo total. As

determinagdes de nutrientes sao descritas a seguir.

6.2.1.1 - Nitrogénio Amoniacal

O método utilizado para a determinagao de nitrogénio amoniacal esta
baseado na metodologia descrita por Koroleff (1976). Em meio moderadamente
alcalino, e tendo como catalisador o nitroprussiato de sédio a aménia é oxidada
por hipoclorito de sédio e fenol resultando em indofenol. Este ultimo é
quantificado espectrofotometricamente no comprimento de onda de 630 nm. O

limite de detecgdo da metodologia 0,2 pug L™.

6.2.1.2 — Nitrito

A determinacdo de nitrito foi realizada pelo método descrito por
Strickland e Parsons (1960). Em solucdo acida o nitrito reage com a

sulfanilamida. O composto formado reage com bicloridrato(N-(1-
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naftil))etilenodiamina formando um complexo de cor violeta, que é lido em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 540nm. O limite de deteccgéo da

metodologia empregada € de 0,1 ng L
6.2.1.3 - Nitrato

O nitrato foi determinado a partir da metodologia descrita por Makereth
(1978) que consiste em um procedimento onde o nitrato da amostra é reduzido
a nitrito usando-se cadmio amalgamado. O nitrito é entdo, determinado por
reacao acida com a sulfanilamida. O composto formado reage com bicloridrato
de N-(1-naftil) etilenodiamina resultando num complexo de cor violeta que é lido
em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 540 nm. O limite de

deteccdo da metodologia empregada é de 0,1 ug L
6.2.1.4 - Fluoreto

Determinado por colorimetria, com a utilizacdo do espectrofotometro
HACH, com o método 8029 (SPADNS), que envolve a reagao do fluoreto com
uma solugédo vermelha de zircénio. A quantidade de fluoreto € proporcional ao
clareamento da solu¢do vermelha original (A = 580 nm). O limite de deteccao

da metodologia é de 0,04 mg L™.

6.2.1.5 - Cloreto

A determinacdo de cloreto foi realizada pelo método HACH 8113. O
cloreto na amostra reage com tiocianato de mercurio para formar cloreto de
mercurio, liberando o ion tiocianato. Este ion reage com ions férricos para
formar um complexo, cor laranja, de tiocianato férrico, proporcional a
concentragéo de cloreto (A = 455 nm). O Limite de detecgao calculado para a

metodologia foi de 0,583 mg.L™".

6.2.1.6 - Ortofosfato
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A determinacado de ortofosfato foi realizada pelo método descrito por
Strickland e Parsons (1960). Ortofosfato, ou fésforo dissolvido, reage com
molibdato em meio acido, produzindo um complexo de fosfomolibdato. O acido
ascorbico reduz este complexo, originando uma coloragdo azul (A = 882 nm).

O limite de detecgdo da metodologia é de 0,08 ug L.
6.2.1.7 - Sulfeto

A determinacdo de sulfetos foi realizada pelo método HACH 8131.
Sulfetos reagem com oxalato de N,N dimetil-p-fenienediamina, formando azul
de metileno. A intensidade do azul é proporcional a concentragao de sulfeto na

amostra (A = 665 nm). O limite de deteccdo da metodologia é de 5,96 ug L.
6.2.1.8 - Sulfato

A determinacdo de sulfatos foi realizada pelo método HACH 8051. ions
sulfato da amostra reagem com bario, originando sulfato de bario, sal insoluvel,
proporcionando turbidez a amostra. O grau de turbidez é proporcional ao teor
de sulfato da amostra (A = 450 nm). O limite de detecgdo da metodologia é de
1,75 mg L.

6.2.1.9 - Nitrogénio Organico Total (Kjeldahl)

A metodologia utilizada é uma adaptacdo de Voegel (1992). Na
presenca de acido sulfurico, sulfato de potassio e sulfato de mercurio como
catalisador, o nitrogénio organico é convertido em sulfato de ambnia. Apds
decomposicdo, a amodnia é destilada em meio alcalino e adsorvida em acido

bdrico ou sulfurico. A aménia é determinada por titulagéo.

6.2.1.10 - Fosforo total nas aguas
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A amostra é digerida com persulfato de potassio em autoclave, liberando
o foésforo na forma de ortofosfato. A analise de ortofosfato segue o
procedimento descrito anteriormente. O limite de deteccdo da metodologia

empregada é de 0,08 g L™

6.2.2 - DETERMINAGOES DE NUTRIENTES EM SEDIMENTO

Nos sedimentos dos cinco pontos de coleta foi determinada a
concentragado de carbono organico total com a utilizagdo de um analisador de
carbono Shimadzu TOC 5000 acoplado ao médulo para amostras sélidas
(SSM) da mesma marca. Enxofre total e nitrogénio total foram analisados com
a utilizacdo do analisador elementar Carlo Erba EA 1108. As concentracdes de
fésforo total foram determinadas pelo método de Andersen (1976) que consiste
no aquecimento da amostra em forno tipo mufla por uma hora a 550 °C,
seguido de digestdo em meio acido em chapa aquecedora. No extrato acido é

realizado o procedimento ja descrito para fosforo total em agua.

6.3 TESTES DE TOXICIDADE

Foi determinada a toxicidade da agua com a utilizagdo da bactéria Vibrio
fischeri como organismo teste, seguindo a norma CETESB L5.227 (2001). Este
teste baseia-se na medida da quantidade de luz emitida pelo organismo na
presenca e na auséncia da amostra em teste (Umbuzeiro e Rodrigues, 2004;
Rodrigues, P. F. 2006).

A toxicidade aguda do sedimento foi determinada pelo mesmo tipo de
ensaio, porém, utilizando o elutriato do sedimento como amostra para teste,
que foi obtido agitando-se 100g de sedimento homogeneizado com 400 mL de
agua deionizada por 24 h a 30 rpm. As amostras foram, anteriormente a cada
teste, filtradas em membranas de acetato de celulose de 0,22 um de didmetro
de poro.

A faixa de sensibilidade do organismo-teste ao fipronil comercial foi
estimada por meio do calculo da concentracéo efetiva média (CE50) testando-

se diversas diluicdes do composto. A faixa de sensibilidade equivale a média
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das concentracdes efetivas médias somadas e subtraidas do dobro do desvio
padrao dos resultados obtidos (USEPA, 1985).

6.4 EXTRACAO E ANALISE DE FIPRONIL

6.4.1 RECUPERACAO DOS COMPOSTOS

Para todas as metodologias utilizadas para a extragao de fipronil, foram
realizados testes de recuperacgao, adicionando-se 1 mL de solugdo padrao na
concentracdo 1 mg L™ a agua ou sedimento da Lagoa do Oleo e realizando-se
a extracdo e analise de fipronil antes e apds a adi¢cao padréo. O procedimento
foi repetido 10 vezes para cada matriz analisada e a média de recuperagao
obtida foi posteriormente utilizada para o calculo das concentracbes apos

deteccao.

6.4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA EXTRAGCAO DE FIPRONIL EM
AGUA

A um volume de 100 mL das amostras de agua foi acrescida solugao de
acido cloridrico 2 N, até que as solugdes atingissem pH 2. As amostras foram
filtradas em membranas de acetato de celulose (0,45 um de poro) previamente
tratadas com 100 mL agua deionizada. Em seguida, as amostras foram

encaminhadas para o processo de extragao de fipronil e metabdlitos.

6.4.3 EXTRACAO DE FIPRONIL EM AGUA

O composto fipronil foi extraido da agua seguindo metodologia
estabelecida por Brondi (2000), que consiste do processo de extragdo em fase
sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) com a utilizagado de cartuchos de
silica ligada a octadecilsilano (C1g) com 6mL de capacidade. Este processo foi
realizado com auxilio de bomba a vacuo e consistiu das seguintes etapas,
esquematizadas na Figura 8:

e ETAPA A — Condicionamento do cartucho
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Inicialmente, cartuchos foram condicionados passando-se através deles 10
mL de acetato de etila, seguindo-se de 10 mL de agua deionizada ajustada
para pH 2 com solugao de acido cloridrico 2 M .

e ETAPA B - Inser¢cao da Amostra
Posteriormente, foram passados pelo cartucho 50 mL de amostra, e o
cartucho foi seco com a passagem de ar a 10 mm Hg por 30 minutos.

e ETAPA C - Eluigao dos analitos retidos
Os analitos retidos no C4g foram eluidos com a passagem de 20 mL do

solvente acetato de etila.
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Figura 8 - Diagrama mostrando as etapas utilizadas
na extragao de fipronil em agua, por extragcdo em fase
solida (SPE).

Logo apds a eluicdo, cada amostra foi concentrada em evaporador
rotativo, com temperatura mantida em 52 °C, até aproximadamente 1 mL e o
volume foi aferido para 1mL em fluxo de nitrogénio. As amostras foram, entéo,
encaminhadas para andlise em cromatoégrafo gasoso acoplado a um detector
de espectrometria de massas, no qual foi desenvolvida metodologia de
detecgdo adequada, otimizando-se parametros estabelecidos por Jiménez et
al.(2007).

6.4.4 - EXTRACAO DE FIPRONIL EM SEDIMENTO
A extracdo de fipronil no sedimento da Lagoa do Oleo foi procedida com
a utilizagcdo de 10 g de amostra previamente seca em estufa a 40 °C. A

amostra foram adicionados 50 mL da mistura de solventes diclorometano-

34



hexano na proporgao volumétrica 3:2. O conjunto foi submetido a agitagao
severa em ultra-som por 15 minutos e submetido a filtragdo em filtros de papel
Whatman com 8 ym de abertura de poro (Figura 9). Uma nova aliquota de
50mL de solventes foi adicionada e o conjunto submetido ao mesmo processo
de agitagdo. Este procedimento foi repetido trés vezes para cada amostra,
gerando 150 mL de extrato. O extrato teve seu volume reduzido para
aproximadamente 1 mL em um evaporador rotativo a 52 °C e encaminhado a

etapa de clean-up (limpeza do extrato).

Figura 9 — Parte do processo de extragdo em sedimento

6.4.5 - PROCESSO DE “CLEAN-UP “(LIMPEZA DO EXTRATO)

Quando se realiza um processo de extracdo em sedimento com
solventes orgénicos, ndo somente o analito alvo do processo é extraido, como
também inumeros interferentes com a mesma afinidade pelos solventes
utilizados. Para a obtengdo de um extrato mais puro, contendo apenas os
compostos de interesse, foi realizada uma limpeza do extrato em colunas de
vidro de 10 cm de comprimento (Figura 10) contendo 5 g de silica ativada
(previamente seca em estufa a 100 °C por 24 h) e 1 g de alumina. A amostra
concentrada foi introduzida no sistema, seguindo-se a adi¢dao de mais 20 mL
da mesma mistura de solventes utilizada na extragdo. A mistura percolou pela
coluna e o extrato resultante do processo foi recolhido na base do sistema, ja

com uma quantidade reduzida de interferentes.
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Apds o processo de limpeza, o extrato foi novamente concentrado em
evaporador rotativo a 52 °C até atingir, aproximadamente 1mL (Figura 11). O

volume foi levado a exatos 1 mL com auxilio de fluxo de nitrogénio.

Figura 11 — Concentragdo de amostra em
evaporador rotativo.

Figura 10 - Coluna
de vidro para
limpeza de extrato.

6.4.6 - ANALISE DE FIPRONIL POR CROMATOGRAFIA GASOSA

O fipronil foi analisado em um cromatografo a gas da marca Shimadzu
(Japao) Modelo QP2010 acoplado a um detector de espectrometria de massas
da mesma marca. Os parametros utilizados para a deteccédo foram otimizados
com base em trabalhos desenvolvidos por Brondi (2000) e Jiménez et al.
(2007). Para a determinagado dos limites de detecgdo da metodologia, foram
realizadas sete extragcdes de amostras contendo 1 mL de padrdo de cada um
dos compostos na concentragdo 15 ug L. O limite de deteccdo equivale ao
produto do desvio padrao obtido na analise pelo valor de t-student para seis
graus de liberdade (USEPA, 2002).

36



Para o posterior calculo das concentragdes reais, apos a detecgao, os
valores foram ponderados utilizando os volumes ou massas utilizados durante

as extragdes, como descrito pela equacgao 1.

C,, V..100

Vf _R(%) (Equacgéo 1)

f

onde:

Ct = Concentragao real

Cqet = Concentragao detectada

Vi = Volume (ou massa) da amostra
V¢ = Volume final do extrato

R = Recuperagéao da extragéo (%)

6.5 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRESENTES NAS MATRIZES
COLETADAS CAPAZES DE UTILIZAR O FIPRONIL COMO UNICA FONTE
DE CARBONO EM MEIO ENRIQUECIDO COM ESTE COMPOSTO

As amostras de sedimento dos cinco pontos de coleta da Lagoa do
Oleo, uma amostra de solo do entorno da lagoa e uma amostra de perifiton
foram utilizadas como inoculo para o isolamento de microrganismos capazes
de degradar o fipronil em sua forma comercial. A massa de 100 g de cada
amostra foi adicionada a 100 mL de meio de cultura FTW (K;HPO4, 0.225 g L°
TKH,PO4, 0.225 g L; (NH4)2S04, 0.225 g L™"; MgS04-7H,0, 0.05 g L™; CaCOs,
0.005 g L™; e FeCly4H,0 0,005 g L' somados a 1ml de solucdo de elementos
traco com MnSO4H,0 , 169 mg L"; ZnSO,7H,0, 288 mg L™ CuS0O,-5H,0,
250 mg L™ NiS0O4-6H,0, 26 mg L™!; CoS0O4, 28 mg L™; e Na;MoO,-2H,0, 24 mg
L") (Siddique et al., 2003) contendo fipronil comercial & concentragéo de 100
mg L™, conforme metodologia descrita por Focht (1994). O material foi deixado
sob agitacado a 25°C por duas semanas. Aliquotas de um volume de 100 uL de
cada sistema foram transferidas para novos Erlenmeyers contendo 100 mL do
meio de cultura enriquecido com o pesticida, na mesma concentracdo, com a

finalidade de eliminar a interferéncia do carbono presente no sedimento. Os
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sistemas foram mantidos sob agitacdo e temperatura controladas por mais
duas semanas. Com a finalidade de isolar as linhagens de microrganismos
presentes em cada sistema, apds o periodo de incubagédo, os Erlenmeyers
foram deixados em repouso por 2 horas e 100 uL de sobrenadante de cada
sistema foram transferidos para placas de Petri contendo o mesmo meio de
cultura enriquecido com fipronil e 2 % de agar. As placas de Petri foram
incubadas a 25 °C por 10 dias. As colénias de microrganismos foram repicadas
para novas placas contendo o mesmo meio de cultura, até que se conseguisse

o completo isolamento das linhagens.

6.5.1 — CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DAS LINHAGENS DE
MICRORGANISMOS ISOLADAS

As linhagens de bactérias foram caracterizadas pelo método de
coloracéo de Gram (Gram, 1884), que consiste no preparo de esfregacos
bacterianos fixados na chama do bico de Bunsen e posterior coloragdo com
um corante primario (cristal violeta 20 g L) seguido de fixagdo com
solugdo de lugol 10 g L™, descoloragdo com solvente organico etanol e
coloragdao com um corante secundario (safranina 0,25 %).

As linhagens de fungos foram analisadas microscopicamente pela
técnica do microcultivo em laminas. A técnica consiste em inocular os
fungos em meio de cultura agarizado fundido que é posteriormente
espalhado, com alga de platina estéril, sobre Iaminas e cobertos por
laminulas, ambos estéreis. Essas laminas foram incubadas assepticamente
em camaras Uumidas por cinco dias para permitir o crescimento das hifas e
estruturas reprodutivas do fungo.

Em seguida, todas as laminas foram levadas a um microscopio

optico acoplado a cadmera de video para registro das imagens.

6.6 - ENSAIOS EM MICROCOSMOS PARA AVALIACAO DA DINAMICA DE
FIPRONIL NA LAGOA DO OLEO

Com a finalidade de entender o destino do fipronil na Lagoa do Oleo,

foram desenvolvidos estudos em microcosmos, que visaram avaliar, ao longo
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do tempo, as concentragcbes de fipronil em agua e sedimento da Lagoa do
Oleo. A partir dos resultados, foi proposto um modelo cinético que contemplou
etapas importantes para caracterizacdo do destino do composto, tais como,
taxas de sedimentagdo, degradacdo quimica e biolégica na agua e no

sedimento.
6.6.1 - MONTAGEM DOS MICROCOSMOS

Foram montados um total de vinte microcosmos (um microcosmo e uma
réplica por periodo de abertura) utilizando frascos de cerca de 5 L de
capacidade que continham 3 L de agua e 650 g de sedimento. Para a
montagem dos sistemas, foram utilizados, ao todo, 120 L de agua de superficie
do ponto de coleta que exibiu contaminacdo com fipronil nas analises
cromatograficas em amostras de sedimento e cerca de 26 kg de sedimento do
mesmo ponto. Antes de adicionar 650 g de sedimento a cada sistema, a massa
total coletada foi homogeneizada com auxilio de uma pa previamente limpa e
descontaminada com acetona, em um recipiente protegido por sacos plasticos.
A agua foi disposta em outro tonel plastico e adicionada de fipronil comercial
Regent 800 WG atingindo a concentragao final de 1g L™ do composto. A alta
concentragdo de fipronil introduzida nos microcosmos visou avaliar a
biodegradagao e o crescimento de microrganismos sem interferéncia da rapida
reducdo das concentragdes (problema citado por Zhou Pei et al.,, 2004, que
obtiveram curtos tempos de meia vida por, entre outros fatores, utilizarem
concentracbes muito baixas em seus experimentos, fazendo com que o
composto fosse prontamente absorvido pelos vegetais estudados, tornado-se
rapidamente indetectavel). Foram também montados 10 microcosmos nos
quais nao foi adicionado fipronil (branco sem fipronil para controle de
caracteristicas fisicas e quimicas) e 10 microcosmos com fipronil sendo que a
agua contaminada com o inseticida, o sedimento e os frascos foram
previamente esterilizados em autoclave, por 30 minutos a 120 °C em 1 atm de
pressao. Deve ser ressaltado que estes ultimos sistemas visaram o controle da
oxidacdo quimica e sedimentacdo do composto. Os procedimentos de
montagem dos microcosmos estéreis foram feitos assepticamente em capela

de fluxo laminar previamente esterilizada com luz ultra violeta por 30 min.
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6.6.2 - ANALISES NOS MICROCOSMOS

Pelo periodo total de 97 dias foram analisadas as concentragdes de
fipronil em agua e sedimento de dois microcosmos e um branco estéril. As
extragcdes seguiram os mesmos procedimentos supracitados, exceto a extragao
de fipronil da agua, que utilizou apenas 20 mL de amostra para que nao
saturassem os cartuchos de Cys, dadas as altas concentracdes de fipronil nos
microcosmos. As analises foram realizadas em dez dias amostrais,
contemplando os seguintes periodos (dias apdés a montagem): 1, 4, 7, 12, 19,
24, 31, 40, 62, 97. A escolha destes periodos obedeceu a um critério baseado
na concentragdo obtida na amostra anterior, isto €, uma variagcdo grande nas
concentracbes em pouco tempo reduziam o periodo para a proxima
amostragem e uma variagao pequena, aumentava este tempo.

Em cada microcosmo, foram também avaliadas as caracteristicas fisicas
e quimicas da agua com auxilio de uma sonda multi parametros da marca
Yellowspring modelo YSI 650 MDS e as concentragcées de nitrato, nitrito,
nitrogénio amoniacal, nitrogénio organico total, fosforo total e ortofosfato em
agua, por meio das metodologias anteriormente descritas. Foi também
determinada, ao longo do tempo, a toxicidade da agua dos microcosmos com a
utilizagdo do sistema Microtox®.

Para cada periodo de avaliagao das concentracdes de fipronil, amostras
de 10g de sedimento foram utilizadas como in6culos de microrganismos e
foram, por meio da metodologia ja citada, inoculados em placas de Petri com
meio de cultura FTW com fipronil comercial na concentragdo 100 mg L' e
mantidos em temperatura constante a 25 °C por 10 dias. Apds o periodo de
incubacao, foram contadas as unidades formadoras de colbnias (UFC) por
grama de sedimento e separadas de acordo com as caracteristicas visuais
apresentadas. Este procedimento foi realizado para os microcosmos com e
sem adicao de fipronil. Apds a contagem de coldnias, foi calculado o indice de
diversidade de Shannon (H’), assumindo-se que cada tipo de colénia equivale

a uma espécie (equagéao 2)
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S
H'= _Z(pi *In pl) (equagdo 2)
i=1

onde,
S = numero de espécies e

P; = abundancia relativa de cada espécie
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 - VARIAVEIS FiSICAS E QUIMICAS NA LAGOA DO OLEO

Entre as variaveis fisicas e quimicas,

0 oxigénio dissolvido é

extremamente sensivel as variagdes na qualidade de agua em decorréncia do

regime hidrolégico (Albuquerque, 1992). Os graficos representados pela Figura

12 permitem observar que o ambiente estudado apresenta teores relativamente

baixos de oxigénio durante o periodo de seca, devido a agitagcdo da coluna de

agua, que pode reduzir a oxigenagao

. Além disso, neste periodo, a utilizagdo do oxigénio dissolvido na oxidacéo da

matéria organica reflete estes baixos teores de oxigénio (Krusche, 1995). Neste

periodo, parte da matéria organica é degradada por processos anaerobicos no

hipolimnio, em consequéncia do decaimento nos teores de oxigénio. No

periodo chuvoso, os perfis de oxigénio refletem uma coluna de agua mais

oxidada e homogénea (os coeficientes de variagdo para seca e chuva foram,

respectivamente, 23 % e 17 %). Isto sugere maior mistura das massas de agua

durante o periodo das chuvas. No periodo de cheias, a entrada de aguas

aléctones contribui para a homogeneizagcdo da coluna de agua (Sampaio,

1998). A comparagao dos valores de turbidez nos dois periodos (média do

periodo seco = 0,922 NTU; média no periodo chuvoso = 8,9 NTU), ratificam

esta informacgéo.

Perfil de Oxigénio - Periodo de Chuvas
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Figura 12 — Perfil de oxigénio dissolvido na coluna de agua da lagoa do Oleo (periodos de seca e chuva)
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7.2 - ANALISES DE NUTRIENTES EM AGUA

Quanto as tendéncias das concentragdes das formas nitrogenadas
dissolvidas nas aguas da Lagoa do Oleo durante o periodo de seca (Figura 13)
devem ser evidenciados os altos valores, principalmente de ambnia e
nitrogénio organico total na regido hipolimnética. Os altos teores de nitrogénio
amoniacal quando comparado com as outras formas de nitrogénio inorganico
devem-se as condi¢des redutoras do hipolimnio, onde os processos naturais de
desnitrificagdo dao lugar a redugéo do nitrato por amonificagdo. O nitrogénio
organico total superou em muitas vezes os totais de nitrogénio inorganico, o
que pode ser consequéncia da abundante biomassa de plantas vasculares em
decomposicdo, principalmente no hipolimnio (informagdo baseada em
observagbes de campo), justificando os baixos teores de oxigénio dissolvido
neste compartimento: com a decomposi¢cdo aerébia, o teor de oxigénio
dissolvido decai e os processos de degradagdo passam a ser anaerobios. A
comparacgao entre os periodos de seca e chuva permite observar que ndo ha
diferencas tao evidentes nas concentragdes das formas nitrato e nitrito, porém,
quando se observam as tendéncias do nitrogénio amoniacal, pode ser
concluido que, no periodo chuvoso, os teores do composto sdo superiores em
todos os compartimentos analisados, o que indica maior taxa de decomposig¢ao
neste periodo, resultante de uma incorporagéo de matéria organica aléctone no
ambiente. Postula-se aqui que esta conclusao pode ser ratificada pelos valores
de nitrogénio organico total que evidenciam uma maior concentragao em todos
os compartimentos durante o periodo chuvoso.

Os teores de fosforo e nitrogénio sdo considerados fatores limitantes ao
crescimento de vegetagdo em lagos (Esteves, 1988). Juntamente com valores
de clorofila ‘a’ e transparéncia da agua, os teores de fésforo sao utilizados para
caracterizar o estado trofico do ambiente. Apesar dos baixos valores, indicando
um ambiente entre oligotrofico e mesotrofico (segundo Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos — USEPA, 2000), as concentragdes de fésforo
total elevaram-se sutilmente com aumento da profundidade, tanto no periodo
de seca, como no periodo chuvoso (Figura 13), e as concentragdes nas aguas
intersticiais superaram em muitas vezes os valores da coluna de agua,

evidenciando maior concentragdo destes elementos no compartimento do
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sedimento. Estes altos valores permitem enxergar de forma clara as diferencas
entre os periodos seco e chuvoso. O sistema apresentou uma substancial
diferenca nos teores de fosforo total quando comparados os dois periodos,
mais uma vez evidenciando a elevagao dos teores de nutrientes no periodo
chuvoso. A forma dissolvida de fosforo, durante o periodo de seca apresentou
baixas concentracdes, enquanto no periodo chuvoso estes valores elevaram-
se. Isso se deve ao aporte aldéctone de nutrientes e a perturbacéo da coluna de
agua e re-suspensao do sedimento no periodo de chuvas: durante o periodo
de seca, a coluna de agua €& menos perturbada, possibilitando o
desenvolvimento abundante de fitoplancton e macroéfitas aquaticas. Tendo em
vista que se trata de um composto limitante a producédo primaria, pode ser
concluido que os baixos teores de ortofosfato no periodo de estiagem devem-
se a pronta absorg¢ao por estes organismos produtores (Guereschi e Fonseca-
Gessner, 2000); neste periodo, o bombeamento do fésforo presente no
sedimento por macrdfitas aquaticas é a principal fonte deste composto para a
coluna de agua (Esteves, 1988), bem como, a entrada de fosforo adsorvido
aos oxi-hidroxidos de ferro, manganés e aluminio no periodo das chuvas com
as aguas de inundagao (Albuquerque, 1992; Mozeto e Albuquerque, 1997;
Albuquerque e Mozeto, 1997).
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Figura 13 — Representacdo grafica das médias
dos valores obtidos nas analises das formas
nitrogenadas e fosforadas para os cinco pontos

de coleta nos periodos de seca e chuva.
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Durante o periodo de seca, as concentragcdes de sulfetos (Figura 14)
mostraram-se baixas e homogéneas em toda a coluna de agua, principalmente
nos pontos de coleta 1 e 2 que, como ja descrito anteriormente, apresentavam
visivelmente uma maior quantidade de detritos organicos. A forma oxidada
sulfato, entretanto, mostrou-se homogénea entre os pontos de coleta, porém
com substancial diferenga entre os periodos, exibindo relativamente altas
concentragcdes durante o periodo chuvoso e concentragbes nulas ou quase
nulas durante o periodo seco, possivelmente devido aos maiores teores de
oxigénio durante o periodo chuvoso, que ocasionam a oxidagao dos sulfetos a
sulfatos. Apesar disso, os valores das concentragbes de sulfatos no periodo
chuvoso sao muito superiores as diferengcas entre os teores de sulfetos nos
dois periodos o que indica que os teores totais das espécies de enxofre sido
significativamente maiores durante o periodo chuvoso, principalmente nos
pontos 1 e 2. Este fato sugere que, durante o periodo chuvoso, o revolvimento
do sedimento por perturbagdes na coluna de agua bem como a incorporagao
de material aloctone podem ser grandes colaboradores para o aumento dos
teores de nutrientes na coluna de agua durante este periodo. Pode-se ainda
inferir que, durante a estiagem, a forma predominante de enxofre na coluna de

agua é o sulfeto, dados os menores teores de oxigénio dissolvido.
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Figura 14 Representagbes graficas das meédias dos valores obtidos nas analises das formas
sulfuradas para os cinco pontos de coleta nos periodos de seca e chuva.
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As concentragdes de fluoreto (Anexo 1) foram baixas em toda a coluna de
agua em ambos os periodos de coleta, o que pode ser tomado como uma
indicagdo de auséncia de fontes de esgoto doméstico nas proximidades da
Lagoa do Oleo (Soares e Mozeto, 2006), tendo em vista que, geralmente, este
composto é detectado em altas concentragdes apenas em ambientes
contaminados por efluentes domésticos.

Os teores de cloreto na coluna de agua mostraram-se extremamente
baixos em ambos os periodos, no entanto, foram encontradas altas
concentragdes nas aguas intersticiais, principalmente no ponto 5, no periodo
de seca (Anexo 1). Uma possivel explicagdo para este evento reside no fato de
que a Lagoa do Oleo é mantida por descargas de aguas subterraneas,
principalmente na regido mais préoxima do Rio Mogi-Guagu, como postulado
por Mozeto et al. (1989). Altos teores de cloreto indicariam, também, interacao
entre aguas do rio principal e da lagoa em questao, que pode estar ocorrendo
mesmo no periodo de estiagem. Durante o periodo de chuvas, as
concentracdes de cloreto na maior parte dos pontos de coleta mostraram-se
levemente mais elevadas quando comparadas as do periodo de estiagem, no
entanto o ponto 5 apresentou uma reducéo no teor do ion, o que pode dever-
se a mistura da coluna de agua neste periodo do ano.

Talvez o composto que melhor caracterize a distribuicdo de matéria
organica na coluna de agua da Lagoa do Oleo seja o carbono dissolvido
(composto por uma grande fragdo organica e uma pequena fragdo inorganica)
como mostrado na Figura 15.

Em ambos os periodos, suas concentracbes indicam um ambiente
relativamente pobre em matéria organica na coluna de agua, com
caracteristicas tipicas de lagos cercados por florestas (Esteves, 1988), porém,
as concentragdes de carbono dissolvido ddo um grande salto quando
analisadas as aguas intersticiais. Aliado as observagées em campo sobre a
grande quantidade de vegetais em decomposi¢cdo no sedimento da Lagoa do
Oleo, este fato indica uma grande quantidade de organismos decompositores
neste compartimento do sistema. O carbono organico dissolvido é
representado, além de outras formas, por compostos intermediarios dos
processos de decomposicéo, e se constitui na principal fonte de carbono dos

organismos heterotréficos em ambientes aquaticos (Cunha-Santino e Bianchini
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Jr., 2006), visto que as suas concentragdes no periodo de chuvas séo
significativamente mais elevadas quando comparadas as do outro periodo
avaliado, e ratificam a informacao de que ha uma maior decomposi¢do € uma

contribuigdo aléctone durante o periodo chuvoso.
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55 [ Interface - seca
[ Interface - chuva
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Concentragéo (mg/L)

Pontos de Coleta

Figura 15 - Concentragbes de carbono
dissolvido na coluna de agua durante os
periodos seco e chuvoso

De uma forma geral, pode ser concluido que o periodo caracterizado por
chuvas intensas apresentou elevados teores de nutrientes, quando
comparados ao periodo mais seco. A analise de componentes principais (ACP)
aplicada aos dados é capaz de explicar praticamente 100 % dos dados e
demonstra a discriminagdo dos dois periodos de coleta, quando considerados
os nutrientes da agua na coluna de agua (Figura 16). Para esta analise n&o
foram incluidos os valores das aguas intersticiais, uma vez que suas grandezas

mascarariam as diferencas explicadas pelos outros compartimentos.
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Figura 16 4— Analise de componentes principais mostrando a
separacdo entre os pontos de coleta pelas variaveis analisadas.
s=superficie, m=meio, f=fundo, dez = dezembro (periodo de
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Esta analise deixa clara a separacdo entre o periodo de seca e o
chuvoso no que diz respeito as concentragdes de nutrientes na coluna de agua,
evidenciando que todos os pontos de coleta do periodo chuvoso apresentaram
maiores concentragdes, principalmente de sulfato e fosforo total. E também
notavel a separagcdo entre os grupos superficie, meio e fundo, influenciada,
principalmente, pelas altas concentragcbes das formas nitrogenadas no

hipolimnio do ecossistema estudado.

7.3 - ANALISES DE NUTRIENTES EM SEDIMENTO

As analises de nutrientes no sedimento evidenciam os altos teores de
nitrogénio total, carbono total, enxofre total e fésforo total neste compartimento
do ecossistema (Figura 17). Nota-se um comportamento diferenciado para
cada um dos compostos analisados. O carbono total mostra maiores
concentracdes no periodo de chuvas nos pontos 1 e 2, e menores nos pontos
3,4 e 5. Os pontos 1 e 2 estdo cercados por vegetacao terrestre de grande
porte, portanto, o carbono destes pontos de coleta representa uma grande
contribuicdo aléctone desta vegetacdo. Nos demais pontos de coleta, no
periodo de seca, ha uma menor turbidez devido a baixa perturbacido, o que
possibilita um aumento da zona fética e, consequentemente, o
desenvolvimento de macréfitas aquaticas e fitoplancton. A degradacao destes
organismos gera matéria organica particulada rica em carbono, que pode ser
responsavel pelos resultados apresentados. Os teores de nitrogénio no
sedimento praticamente ndo mostraram diferencas entre os periodos de seca e
chuva, assim como os de enxofre. Entretanto, as concentracbes de fdsforo
total, apresentam um padrao em todos os pontos de coleta, de altos valores no
periodo chuvoso e baixos valores no periodo seco, refletindo a contribuicao

aloctone ja discutida no item anterior.
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Figura 17 — Analises de carbono total (C), nitrogénio total
(N), enxofre total (S) e fosforo total (P) nos sedimentos
dos cinco pontos de coleta da Lagoa do Oleo durante os
periodos de seca (setembro de 2007) e de chuva
(dezembro de 2006).
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Figura 18 - Analise de componentes principais, comparando os periodos de
seca e chuva nos cinco pontos de coleta quanto as concentragdes de carbono
total(C), nitrogénio total (N), enxofre total (S) e fésforo total (P) no sedimento.



E notavel, observando-se a andlise de componentes principais (Figura
18), que o ponto cinco foi 0o que apresentou a menor concentragdo de
nutrientes em ambos os periodos. E possivel concluir que as elevadas
concentracdes de fosforo durante o periodo de chuvas foram os principais
colaboradores para a separagao destes periodos e indicam uma grande
contribuicdo aldctone de fésforo no periodo chuvoso que pode ser atribuido a
incorporagao de material particulado ao sedimento neste periodo, como antes

demonstrado por Mozeto e Albuquerque (1997).

7.4 — MODELO CONCEITUAL DE EXPOSIGAO DA LAGOA DO OLEO AO
FIPRONIL

Modelos conceituais sao fundamentais para o esclarecimento das
rotas de exposi¢cao a um contaminante e o estabelecimento de indicadores
para a avaliagdo de risco ambiental Moraes et al. (2002). A natureza e a
magnitude dos riscos sao dependentes das condi¢des especificas do local
estudado, que incluem a natureza da contaminagdo, a natureza dos
contaminantes, e as rotas de exposi¢ao (Bidges, 2006). A Figura 19 exibe
um modelo conceitual que caracteriza as rotas de exposi¢cdo da Lagoa do

Oleo ao fipronil aplicado em seu entorno, desde a fonte até os receptores.
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A Estacdo Ecoldgica de Jatai encontra-se inserida em uma regiao
agricola, dominada pelo cultivo de cana-de-agucar em praticamente, todo
seu entorno. A aplicagdo de agroquimicos neste tipo de cultivar é
notoriamente abundante em toda sua fase de desenvolvimento. Levando-se
em conta que a Lagoa do Oleo encontra-se préxima dos limites desta area
de protecdo ambiental, constitui-se em um ecossistema, com riscos de
contaminagao pela aplicagao de defensivos agricolas e fertilizantes.

A comparacao das concentragcdes de nutrientes entre os periodos de
estiagem e de chuvas torna evidente a contribuicdo do material aléctone
para o ecossistema estudado, e evidencia que ha um risco ecologico
aumentado ao qual a Lagoa do Oleo se expde quando sdo utilizados
defensivos agricolas no seu entorno. A Figura 19 evidencia algumas rotas
de exposicdo do corpo de agua em estudo ao fipronil aplicado nas
plantagbes de cana-de-agucar do entorno evidenciando as principais rotas
de exposigéao.

Para o combate ao lepidoptero Diatraea saccharalis, ao coledptero
Migdolus fryanus e a diversos tipos de cupins, o produtor do Regent 800
WG (fipronil comercial) recomenda que sejam feitas diferentes aplicagdes
de acordo com o inseto-alvo, variando de pulverizacbes no sulco da
semeadura, aplicagdes de solugcdo concentrada nas folhas ou aplicagao de
solugdo concentrada com auxilio de avides agricolas em condigdes de alta
infestacdo. Entre as rotas de exposicdo da Lagoa do Oleo ao fipronil,
podem ser citadas a exposi¢ao direta do espelho de agua ao spray aplicado
por aeronaves ou mesmo aplicado diretamente nas folhas da cana-de-
acgucar, além da dispersao pelas cadeias alimentares envolvendo meio
terrestre e aquatico, tendo em vista que alguns organismos sao capazes de
acumular elevadas concentragdes do composto sem que lhes causem
toxicidade (Chaton, et al.,, 2001), e da lixiviagcdo (essencialmente no
periodo de chuvas), que acarretaria uma contaminagdo direta das
superficies aquaticas. Uma vez na superficie aquatica, o fipronil devera
sofrer processos de quelacdo a matéria organica em suspensido e
sedimentacdo (consequente geoacumulagdo e particdo agua-sedimento).

Outra rota de exposicao caracteriza-se pela incorporagao ao sedimento da
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Lagoa do Oleo por meio de infiltracdo pelo Rio Mogi-Guacu, conforme

citado anteriormente.

7.5 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS
7.5.1 - ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS NA COLUNA DE AGUA

De uma forma geral, a agua da Lagoa do Oleo, ndo mostrou
toxicidade, exceto para a da interface sedimento-agua do ponto 2 do
periodo chuvoso, o que leva a conclusdo de que a alta concentracédo de
amonia € responsavel pela toxicidade, mostrando uma CE50% de aménia
de aproximadamente 4,53 mg L. Ndo ha artigos que descrevam testes
ecotoxicoldgicos utilizando matrizes da Lagoa do Oleo, o que impossibilita

comparacao de resultados.
7.5.2 - ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS EM SEDIMENTO

Os elutriatos dos sedimentos dos cinco pontos de coleta foram
analisados. No periodo chuvoso, os sedimentos dos pontos de coleta 1, 2,
3 e 5 apresentaram indicios de toxicidade, enquanto o ponto 4 néao
apresentou qualquer efeito sobre os organismos testados e o ponto 5
apresentou pouco efeito. No periodo seco, a toxicidade foi menor em quase
todos os pontos de coleta. Conforme supracitado, a grande massa de
matéria organica em decomposi¢cdo nos pontos de coleta levaram a um
concentragdo de amoénia na agua intersticial que supera a sensibilidade da
bactéria Vibrio fischeri ao composto, que € de, aproximadamente, 3,5 mg L
! (Qureshi et al., 1982), apontando indicios de toxicidade nos pontos de

maior concentragao do composto.

7.5.3 - FAIXA DE SENSIBILIDADE DA BACTERIA Vibrio fisherii AO
FIPRONIL

Foi determinada a sensibilidade do sistema MICROTOX® ao fipronil
comercial (Figuras 20 e 21). Conforme demonstrado, a faixa de

sensibilidade obtida foi de 11,2 a 13,5 mg L™ para 5 minutos de exposicédo
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e de 9,3 a 10,1 mg L para 15 minutos de exposi¢do. Portanto, o pesticida
pode ser considerado relativamente tdxico as bactérias, tendo sua
sensibilidade similar a outros agroquimicos, como simazina, atrazina e
carbaril (Di Fernando et al., 2006).

Faixa de Sensibilidade da Vibrio Fischeri ao fipronil comercial

16 -
14
12 A S . * ¢ * hd *
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8
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onN MO

0 2 4 6 8 10 12
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Figura 20 - Faixa de sensibilidade da bactéria Vibrio Fischeri ao fipronil comercial para 5 minutos
exposic¢ao.
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Figura 21 - Faixa de sensibilidade da bactéria Vibrio Fischeri ao fipronil comercial para 15 minutos de

exposicao.

7.6 - ANALISE DE FIPRONIL POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Foi desenvolvida uma metodologia de analise para o composto
fipronil em cromatografia gasosa acoplada a um detector de espectrometria
de massas, adaptando os parametros citados por Brondi (2000) e Vilchez
et al. (2001). As condigdes do cromatografo apds otimizagdo encontram-se

na Tabela 3.
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Tabela 3 - Condigbes do cromatografo e do detector para analise de fipronil.

Coluna RTX-5 Coluna capilar de silica fundida de 30m de
comprimento com didmetro interno de 0,25mm,
com fase estacionaria com 5% de fenil dimetil
polisiloxano.

Temperatura do Injetor 250 °C

Modo de Injecéo Splitless

Fluxo de gas na coluna 1,48 mL min™

Temperatura do Detector 300°C

Rampa de temperatura Taxa Temperatura Duracao na

(°C min™) (°C) mesma
temperatura
(min)
- 75
30 250 6
Modo SIM - Massas 367, 369 e 213 (Wei Cui, 2008)
analisadas

Com esta metodologia foi possivel a separagao perfeita do pico do

fipronil e sua quantificacdo (Figura 23). O limite de quantificacdo do

cromatégrafo com base na curva analitica (Ribani et al., 2003), foi de 1 ug

L. A curva analitica para o composto (Figura 22) apresentou coeficiente de

correlacao de 0,998.

Area(x1,000,000)

1.254

2500 5000 7500  Conc.

Figura 22 - Curva analitica do composto fipronil.
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Figura 23 - Cromatograma e fregmentograma do fipronil em uma amostra contaminada pelo composto.

5.5.1 EFICIENCIA METODOLOGICA DE EXTRACAO DO ANALITO EM
AGUA

A eficiéncia do processo de extracao foi testada por intermédio dos
testes de recuperagao supracitados e os resultados mostraram uma boa
eficiéncia de extracédo, com 98,5 % de recuperacao.

Os limites de deteccdo para a metodologia foram calculados pela
multiplicacdo do desvio padrao de sete réplicas de extragcdes do analito na
concentragao 1 ug L™" pelo valor de t-student para 6 graus de liberdade e 95
% de confianga (1,943), conforme descrito na norma internacional da
USEPA (2002). O

aproximadamente 0,11 ug L™, baseado em uma média de 0,97 pg L™ e um

resultado mostra um limite de detecgdo de

desvio padrao de 0,055 ug L.

7.6.1 - EFICIENCIA METODOLOGICA DE EXTRACAO DO ANALITO EM
SEDIMENTO

Os resultados dos testes de recuperacdo mostram uma boa
eficiéncia de extracdo, sendo que a média das recuperacgdes foi de 72,3%.
O limite de detecgao, calculado da mesma forma como foi calculado para
as amostras de agua foi de 1,05 ug L™, baseados em uma média de 0,73

ug L™ e um desvio padrao de 0,054 pg L™.
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7.6.2 - DETECCAO DE FIPRONIL NA AGUA DA LAGOA DO OLEO

Nas amostras de agua dos cinco pontos de coleta da Lagoa do Oleo,
nao foi detectada a presenca de fipronil durante os periodos analisados.
Estes resultados demonstram que, apesar da lixiviagdo no periodo
chuvoso, o fipronil pode nao ter sido incorporado ao ecossistema estudado,
dada a existéncia de uma area de vegetacao natural entre a Lagoa do 6leo
e as plantagdes de cana-de-agucar no entorno. Também é possivel afirmar
que, se houve aplicagbes deste pesticida nos canaviais adjacentes em
periodos anteriores as coletas das amostras, moléculas do composto em
estudo podem ter sido degradadas, tendo atingido concentragdes abaixo da

deteccao.

7.6.3 - DETECCAO DE FIPRONIL NOS SEDIMENTOS DA LAGOA DO
OLEO

Nos sedimentos superficiais da Lagoa do Oleo, na estacéo chuvosa,
o composto foi detectado na concentracéo de 4,23 ug L (desvio padréao
0,061 pg L'1) no ponto 5, e ndo foi detectado nos demais pontos, que
podem n&o apresentar contaminacdo pelo composto ou apresentar
concentragcdes dele abaixo da detec¢cdo do método empregado. As mais
notaveis diferengas do ponto 5 para os demais, residem no fato deste ponto
receber aguas do rio por fluxo subsuperficial, conforme supracitado. E
possivel, portanto que as aguas do rio sejam um mecanismo de transporte

do fipronil para a Lagoa do Oleo.

7.7 - ISOLAMENTO DE LINHAGENS DE MICRORGANISMOS CAPAZES
DE UTILIZAR FIPRONIL COMO FONTE DE CARBONO

Foi possivel o isolamento de 11 linhagens de microrganismos
potencialmente capazes de utilizar o fipronil em sua forma comercial como
fonte de carbono, sendo 8 de bactérias e 3 de fungos. No entanto, tendo

em vista que o fipronil comercial possui celulose em sua composigao, estes
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organismos isolados foram repicados para meios de cultura onde a uUnica
forma de carbono € celulose, com a finalidade de verificar se os organismos
isolados estariam utilizando a celulose e ndo o composto alvo do estudo.

A Tabela 8 exibe qualitativamente o crescimento das colbnias nos
dois meios de cultura. Nota-se que a maior parte dos organismos exibiu
crescimento superior no meio contendo fipronil, mas alguns deles
cresceram de forma igual nos dois meios de cultura, apontando para a
possibilidade de estarem utilizando apenas a celulose como fonte de
carbono. Estes resultados demonstram que a presengca de organismos
capazes de utilizar o composto como fonte de carbono ndo depende de sua
presengca no ambiente. Logo, organismos capazes de transforma-lo,
também sao capazes de utilizar outros compostos como fonte de carbono.
O Anexo 5 traz imagens de microscopio Optico das linhagens de

organismos.
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Tabela 4 — Quantidade de crescimento das colbénias das linhagens de microrganismos isolados
nos meios de cultura com fipronil na forma comercial e celulose como Unicas fontes de
carbono, com 5 dias de incubagdo. - = sem crescimento; + = pouco crescimento; ++ =
crescimento intermediario; +++ = crescimento abundante.

NOME MEIO COM MEIO COM
CONFERIDO A FIPRONIL CELULOSE
LINHAGEM
SOLO A ++ +
SOLO B +++ +
SOLO C + +
P1A ++ ++
P1B ++ -
P2 A ++ ++
P3A +++ +
P4 A +++ +
P5 A +++ +++
P5 B +++ -
PERIFITON A ++ +

7.8 — ENSAIOS EM MICROCOSMOS

A integracao e o entendimento de processos que operam em diversos
niveis de organizacao podem ser facilitados pela condugao de experimentos
em microcosmos em escala apropriada. Os microcosmos podem oferecer altos
niveis de complexidade ecoldgica nos estudos, garantindo também a
reprodutibilidade e levando a conclusdes mais proximas as do ambiente natural
(Culp et al., 2000).

Com vista na agricultura, muitos estudos foram conduzidos para
determinacao da dindmica do fipronil aplicado no solo, mas sdo escassos 0s
trabalhos que descrevem o destino deste composto em ecossistemas
aquaticos. Tendo em vista que o grau de adsorcdo do fipronil em solos é

variavel e dependente de caracteristicas como o teor de hidroxidos de ferro
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(Masutti e Mermut, 2007), entre outros compostos, dependendo do ambiente e
do procedimento de aplicagéo, € possivel que este composto seja, em parte,
lixiviado e tenha como destino os corpos de agua adjacentes aos campos
agricolas, como é o caso da Lagoa do Oleo.

Conforme descrito anteriormente, os ensaios em microcosmos tiveram
duracao de 97 dias. Durante o experimento, a temperatura foi mantida com
média de 22,71 °C, com pequena variagéo (desvio padrao de 0,84 °C).

Os graficos representados pela Figura 24 demonstram o comportamento
das varaveis fisicas e quimicas analisadas nos microcosmos com e sem

adicao de fipronil.

—&— Sem Fipronil —a— Sem Fipronil
14 - —e— Com Fipronil 160 - —e— Com Fipronil
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Figura 24 - Variaveis fisico-quimicas da agua dos microcosmos nao estéreis com e sem adigao
de fipronil.

A andlise dos graficos permite observar que a turbidez da agua caiu
abruptamente nos primeiros sete dias de incubacdo, o que indica a
sedimentagdo de uma fracdo do pesticida juntamente com o particulado

fino, inicialmente suspenso na coluna de agua dos microcosmos. A partir
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deste momento, este padrdo nao foi mais observado, o que pode ser
atribuido a intensa atividade microbiana. A turbidez foi, entdo, reduzindo
continuamente com as reducdes das concentragdes do pesticida na coluna
de agua. Os valores de pH na coluna d’agua permaneceram relativamente
constantes, exibindo uma queda no final do periodo, que pode ser reflexo
da respiragdo microbiana e a consequente liberacdo de gas carbonico e
enxofre para o meio aquatico durante a degradagdo da matéria orgénica,
nos microcosmos contaminados e ndo contaminados (Zibilske, 1994).
Como os microcosmos contaminados com Regent 800WG® continham um
teor significativamente maior de matéria organica provinda tanto do
pesticida, como da celulose, a atividade microbiana reduziu o pH a niveis
menores que 0s dos microcosmos sem adicido do pesticida.

Os teores de oxigénio dissolvido nos microcosmos com firponil
exibiram uma significativa queda no inicio do processo, € permaneceram
constantes em um nivel baixo apds os primeiros dez dias de incubacgao, até
o fim do processo, o que favoreceu a degradagdo por microrganismos
anaerdbios facultativos e anaerdbios. No entanto, o potencial de oxi-
reducdo, apds quarenta dias de incubacdo, exibiu uma elevagao
significativa. Logo, pode-se postular que, por volta de 30 dias de incubacéo,
ha a formacdo de quantidade significativa de compostos oxidantes,
resultantes das reacdes ocorrentes no sistema ou mesmo da atividade
microbiana.

Os teores de nutrientes nos microcosmos contaminados
apresentaram reduzidos valores das formas nitrogenadas. Como os
processos de amonificagdo, fixagdo de nitrogénio, e nitrificagdo sao
dependentes tanto do potencial de oxi-redugdo quanto de atividade de
microrganismos especificos, a toxicidade dos microcosmos manteve os
teores de nitrato e nitrito constantemente baixos. Estes processos
biolégicos ocorreram normalmente nos microcosmos controle a partir do
nitrogénio eliminado durante o processo de degradagdo de matéria
organica, até que os teores de compostos nitrogenados e fésforo total
tornaram-se extremamente reduzidos, apontando para uma reducéo do teor
total de matéria organica do sistema devido a sua mineralizagdo. Nos

microcosmos contaminados, quando observados os teores de fosforo total

65



e nitrogénio organico total, a dinamica € a mesma até, aproximadamente o
trigésimo dia de incubagédo, quando os valores tornam-se discrepantes.
Este comportamento € acompanhado pela inversdo do potencial redox
mesmo com baixos teores de oxigénio dissolvido, o que indica a liberagao

de compostos oxidantes para a coluna de agua, como nitrato.
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Figura 25 — Concentragdes de nutrientes nos microcosmos ao longo do tempo.

Neste ponto, pode ser observado ndo somente um incremento no
nuamero de microrganismos capazes de utilizar o fipronil comercial como
unica fonte de carbono, bem como uma redugdo em sua diversidade.
Postula-se que houve uma selecdo dos microrganismos mais aptos a
degradacdo do fipronil em funcédo do tempo. Como resultado do
metabolismo destes microrganismos, houve um aumento significativo do
potencial de oxi-reducdo em fungao da liberacdo de compostos oxidantes
na coluna de agua, além de um aumento na concentracdo de amoénia
dissolvida, um possivel produto das quebras das fragdes nitrogenadas da
molécula de fipronil. Estes resultados permitem postular que a degradagao
do composto fipronil &€ um processo tardio na Lagoa do Oleo e é acelerado
de acordo com o tempo de exposicdo ao composto e a falta de outras
fontes de carbono. A molécula de fipronil contém elementos como cloro e
flior que usualmente, por efeitos estéricos, impedem a exposicdo das

ligagbes quimicas aos sitios ativos das enzimas (Alexander, 1994).
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Figura 26 — Numero e diversidade de colbnias de microrganismos capazes de utilizar o fipronil
como fonte de carbono.

As analises de fipronil conduzidas ao longo do tempo na coluna
d’agua e no sedimento dos microcosmos permitiram a aplicagcdo de um
modelo de balanco de massas, que representa o comportamento do
composto nos microcosmos durante o periodo de incubagao estudado. As
constantes de formagédo e degradacédo sdo fundamentais para a predicéo
do destino de compostos no ambiente. Dado o alto custo das analises, os
modelos matematicos sdo um meio rapido e conveniente para avaliacido
preliminar do destino destas substancias (Sabljia e Reijnenburg, 2001).

Para o presente modelo foram adotadas algumas premissas
baseadas na observagao prévia dos resultados, que estdo representadas

na Figura 27:

1 — O fipronil comercial € um substrato heterogéneo, composto por uma
fracdo soluvel em agua e uma pouco soluvel.

2 — o fipronil, quando em contato com agua pode sofrer degradacgao
quimica (hidrdlise) ou bioldgica;

3 — nos microcosmos nao houve fotodegradacéao, pois foram dispostos no
escuro simulando a regido do sedimento durante o periodo chuvoso; e,

4 — no sedimento, a unica forma de degradacédo foi bioldgica, por

microrganismos;
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Figura 27 - Modelo que representa o destino do fipronil nos

microcosmos elaborados no presente estudo.

Os resultados das concentragdes de fipronil na agua e no sedimento
dos microcosmos estéreis permitiram determinar as taxas de
sedimentacdo/adsor¢gdo do composto ao sedimento, sem interferéncias
bioldgicas (Ks), a partir do ajustamento da curva cinética da concentragcéo
de fipronil no sedimento (Figura 28 B). A Curva que representa a perda de
massa na coluna d’agua nos mesmos microcosmos estéreis representa um
somatorio da sedimentagao/adsorgdo (Ks), com as transformagdes
quimicas (Kq), aqui denominado de Ky. A partir dos microcosmos nao
estéreis (Figura 28 A), foi possivel avaliar o decaimento das massas de
fipronil na coluna de agua, representando a sedimentacdo (Ks),
transformagdes quimicas (Kq) e transformagdes biologicas (Kg). Estas
ultimas foram representadas pela diferenca entre as constantes que
representam o decaimento de fipronil em agua nos microcosmos estéreis e

nao estéreis. No sedimento dos microcosmos ndo estéreis, observou-se a
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incorporacao do fipronil por sedimentacao (Ks), e o decaimento a partir da
concentragdo maxima no sedimento (Kp), conforme ilustrado nos graficos
que representam o comportamento cinético do fipronil nos compartimentos

analisados.
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Figura 28 - Cinética de degradacgéo do fipronil em microcosmos com agua e sedimento da Lagoa
do Oleo. (A) Representa a cinética nos microcosmos nao estéreis e (B) nos microcosmos estéreis.
A funcao superior representa o compartimento agua e a inferior, o sedimento.

Os ajustamentos das expressbes matematicas pertinentes
permitiram a determinagcdo das taxas relativas aos processos de
decaimento de massa nos compartimentos dos microcosmos, conforme

exibido na Figura 29.
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Figura 29 — Modelo cinético representando o destino do
fipronil e as taxas de cada processo nos ensaios em
microcosmos desenvolvidos no presente estudo.

Os resultados apontam para a rapida sedimentagcdo do fipronil, ao
encontrar o ambiente aquatico. Apesar de apenas 30% do composto ter
como destino final os sedimentos, a maior parte permaneceu na coluna de
agua, com um tempo de meia vida (In2/K) cerca de dez vezes superior ao
do composto no sedimento (Tabela 9). Bobe et al., (1998), em uma
caracterizagdo da degradagao abidtica do composto, afirma que o tempo de
meia vida, para a hidrélise do fipronil varia em uma relagao direta com o pH
da agua, isto €, quanto mais acido o meio, maior € este tempo. Assim, em
pH préximo ao dos microcosmos, seus resultados apontam para tempo de
meia vida de hidrdlise superior a 100 dias. Estas observacdes ratificam os
resultados do modelo aqui utilizado, que demonstra o tempo de meia vida
para o fipronil quando degradado por hidrélise de aproximadamente 161
dias. Outro estudo aponta para degradacdo anaerdbia em agua, incluindo

degradagdo quimica e biologica, com tempo de meia vida de 5,2 dias (The
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Pesticide Manual, 2000), no entanto, somando-se as taxas de degradagao
quimica e biolégica em agua, chegou-se ao tempo de meia vida de
aproximadamente 43 dias, com a maior contribuicdo provindo da
degradacgao biolégica. Compostos recalcitrantes sdo degradados por dois
Ou mais microrganismos, sendo que cada espécie possui as enzimas para
quebra de ligagdes especificas (Focht, 1994). Em cada ecossistema ha
uma populagdo diferente de microrganismos, e o pool de enzimas
disponiveis para a degradagdo do composto € também distinto, podendo o
composto ser mais ou menos persistente, dependendo do ambiente, o que
justifica a diferenca entre os experimentos conduzidos na Lagoa do Oleo e
os supracitados. No sedimento, somam-se o0s processos de
adsorgao/sedimentagdo a degradagao biolégica, como exibido no grafico
constante da Figura 28. Tem-se, portanto, um processo de degradagao
visivel a partir do vigésimo dia, quando se torna evidente o decaimento da
concentragédo de fipronil no sedimento, a uma taxa de 0,10041 e com o
tempo de meia vida do composto de 6,9 dias. Dado este curto tempo no
sedimento quando comparado ao mesmo parametro na coluna de agua,
pode ser afirmado que o fipronil encontrado na Lagoa do Oleo pode ser
proveniente da infiltragcdo das aguas do Rio Mogi-Guagu, uma vez que,
caso a principal rota de transporte fosse lixiviagdo, seria também
encontrado na agua. Os elevados teores de oxigénio dissolvido
encontrados na agua da Lagoa do Oleo poderiam acelerar a degradagdo do
fipronil neste compartimento, no entanto, apesar de processos anaerdbios
de degradacao serem em geral, mais lentos do que os processos aerobios,
compostos como o fipronil, que contém alégenos em suas moléculas, sao
degradados na maioria das vezes apenas por processos anaerdbios
(Alexander, 1994).

Pode ser inferido, portanto, que o fipronil comercial Regent 800 WG
€ um substrato heterogéneo, sendo que possui uma fragdo soluvel, que
tera um destino na coluna de agua (Equagao 3), e uma fragcdo menor que
sedimenta e tera um destino de biodegradacdo neste compartimento do
sistema (Equacéo 4). Essa heterogeneidade pode ser explicada por sua
baixa a moderada afinidade por carbono organico, reflexo de seu

coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow), que o classifica como um
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composto de média solubilidade (Gunasekara e Troung, 2007), no entanto,
se este fosse o unico fator determinante da distribuicdo do composto, ndo
haveria um decaimento tdo evidente das concentragdes, pois as
concentragdes de fipronil na agua e no sedimento seriam complementares,
mantendo o equilibrio de particdo, o que nao é observado. Outro fator que
contribui para este resultado € a presenca, no fipronil comercial utilizado
neste estudo, de 20% de celulose, composto de solubilidade extremamente
baixa em agua que, por isso, sedimenta nos microcosmos, carregando

consigo para este compartimento, uma fragao do fipronil.

d[F

S Ik fF =028 - K, [F *0.72
d[Fs

cauacso & 9 k[P =0.28] - K, [F]

[F] = concentracéo de fipronil

Ks = coeficiente de sedimentacao

Kt = coeficiente de degradacao biolégica + degradacdo quimica na agua
[Fs] = fipronil aderido ao sedimento

Kp = coeficiente de degradacdo bioldgica de fipronil no sedimento

Tabela 5 — Tempos de meia-vida calculados para os processos determinados no
modelo matematico adotado para o decaimento de fipronil nos microcosmos

Processo Tempo de meia-vida (dias)
Sedimentagao 17
Biodegradacédo no sedimento 7
Degradacao quimica na agua 161
Biodegradacéo na agua 58
Degradacéo total na dgua 43

As analises toxicologicas na coluna de agua, com a utilizagao do sistema

Microtox®, demonstram uma elevada toxicidade para o organismo-teste durante

todo o periodo de incubagao, tendo o seu apice atingido por volta do 12° dia de

exposicao, conforme demonstrado na Figura 30.
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Figura 30 — CE50% de fipronil comercial nos microcosmos ao longo do
tempo.

Este fendbmeno n&o pode ser atribuido aos baixos teores de oxigénio
dissolvido nos microcosmos uma vez que, de acordo com o método de ensaio
proposto pela CETESB (L5.227 dez/2001), somente teores de oxigénio
inferiores a 0,5 mg.L”" podem exercer efeito toxico sobre a bactéria Vibrio
fischeri, e os valores obtidos ndo ultrapassaram o limite citado. Portanto, o
aumento da toxicidade nos primeiros dias de incubacao deve-se a estabilizacio
do sistema em decorréncia da completa solubilizacdo da fragao hidrofilica.
Apesar da degradacao do fipronil na coluna de agua, a toxicidade dos sistemas
nao apresentou redugao expressiva. A toxicidade do fipronil € resultado do
balanco entre as concentragcdes do composto e de seus derivados, que podem

ser mais ou menos toxicos que o composto original (Gunasekara e Troung,
2007).
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8 - CONCLUSOES

Ha uma grande contribuicdo aléctone de matéria organica para a Lagoa
do Oleo durante o periodo chuvoso, o que qualifica um risco aumentado
de exposicéo do corpo de agua aos pesticidas aplicados no entorno.
Apesar de se encontrar dentro dos limites da Estacdo Ecologica de
Jatai, a Lagoa do Oleo apresenta contaminagao por fipronil.

A degradagao do fipronil por hidrélise € um processo lento e nao
contribuiu de forma expressiva para a sua transformagao na coluna de
agua, onde a biodegradagao € de maior relevancia.

No sedimento, apds a estabilizagdo do processo de sedimentagado a
biodegradagdo € rapida quando comparada ao mesmo processo na
coluna de agua.

A presenca de microrganismos capazes de degradar o fipronil no
sedimento da Lagoa do Oleo ndo depende da presenca deste
composto.

Os compostos gerados durante o processo de biodegradagdo tém
toxicidade semelhante a do fipronil.
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PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS

Esta tese apresenta importantes resultados para subsidiar avaliacées
de risco de contaminacgao por fipronil em ecossistemas aquaticos. No
entanto, estudos complementares, como o0s sugeridos a seguir
poderiam contribuir para analises mais precisas do panorama da
utilizacdo deste pesticida nas proximidades de corpos de agua em

geral, como a Lagoa do Oleo:

Analise detalhada sobre a distribuicdo do fipronil na intersec¢cao dos
ecossistemas representados pelas plantacdes de cana-de-acucar e
a Lagoa do Oleo, uma vez que uma das hipdteses levantadas
sugere que o composto seja retido pela vegetacdo natural que
envolve o corpo de &gua estudado, bem como, nos solos
circunvizinhos aos corpos de agua;

Andlise dos compostos derivados da degradagao do fipronil, uma
vez que os mesmos podem ser mais téxicos do que o composto
original,

Andlise de fipronil e seus derivados nos tecidos de organismos da
Lagoa do Oleo com a finalidade de estudar a bioacumulacdo e
biomagnificagdo do composto neste ecossistema, mesmo que a
presenca deste composto tenha sido detetada em apenas uma
amostra, ha o potencial de que o mesmo seja bioacumuldado em

organismos residentes neste corpo de agua.
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Anexo 1 - Médias dos Valores de concentragdes (mg L'1) nutrientes para os 5 pontos de coleta na estagdo seca (set) e na estacdo chuvosa (dez) nos 4

compartimentos estudados (superficie, meio, fundo e agua intersticial).

Fésforo Ortofosfato
Ambnia Nitrato Nitrito N Org Total Total (ug L'1) Cloreto Fluoreto Sulfato Sulfeto
SET P1S 0,0000 0,0100 0,0030 0,5730 0,5269 0,0143 0,0000 0,2000 0,0000 0,0010
DEZ P1S 0,0600 0,0870 0,0230 1,0080 6,6000 0,0285 0,5000 0,1950 4,0235 0,0030
SET P1M 0,0000 0,0700 0,0030 0,7450 1,0665 0,1650 0,0000 0,0200 0,0000 0,0010
DEZ P1M 0,0200 0,1070 0,0030 1,1760 6,6800 2,5876 0,0000 0,2500 4,0235 0,0055
SET P1F 0,0000 0,0100 0,0100 0,6080 1,2137 0,7390 0,0000 0,3400 0,0000 0,0000
DEZ P1F 0,0750 0,1330 0,0070 1,4000 6,8800 0,9650 0,2000 0,3900 4,0235 0,0250
SET P1l 2,2000 0,2250 0,0320 8,1970 16,0780 4,0258 0,0500 0,2300 0,0000 0,0020
DEZ P1l 5,7500 0,4840 0,0260 18,6320 21,4400 5,0460 1,1000 0,0000 4,4090 0,0120
SET P2S 0,0000 0,0500 0,0140 0,6100 0,4778 0,0145 0,0000 0,1400 0,0000 0,0030
DEZ P2S 0,0000 0,1760 0,0040 0,7560 6,6000 2,2056 0,2000 0,3200 4,0235 0,0010
SET P2M 0,0000 0,0000 0,0000 0,6300 2,2930 0,0177 0,0000 0,1700 0,0000 0,0010
DEZ P2M 0,0250 0,1120 0,0080 1,3440 6,7400 3,2438 0,0000 0,3500 4,0235 0,0120
SET P2F 0,0100 0,0600 0,0000 0,7980 1,2873 0,2670 0,0000 0,0900 0,0000 0,0010
DEZ P2F 0,0000 0,3690 0,0010 1,6140 7,0200 2,4348 0,5000 0,2750 4,0235 0,0025
SET P2l 1,9000 0,3500 0,0130 8,1710 15,8817 8,3620 1,2000 0,0000 1,7800 0,0110
DEZ P2l 6,5000 1,3800 0,0950 16,4120 19,8400 1,1580 6,4000 0,0000 18,1212 0,0380
SET P3S 0,0000 0,0200 0,0000 0,5240 0,5024 0,0167 0,0000 0,0500 0,0000 0,0010
DEZ P3S 0,0150 0,0000 0,0000 0,7840 6,5000 4,2820 0,0500 0,0000 4,0235 0,0010
SET P3M 0,0000 0,0200 0,0000 0,6360 0,7477 0,0120 0,0000 0,0000 0,0000 0,0020
DEZ P3M 0,0100 0,0000 0,0000 1,1760 6,6400 0,0172 0,2000 0,1550 4,4365 0,0010
SET P3F 0,0000 0,0600 0,0000 0,7040 0,9684 0,0542 0,0000 0,3200 0,0000 0,0020
DEZ P3F 0,0900 0,0410 0,0090 2,0160 6,5400 6,3584 0,2000 0,2000 4,3539 0,0020
SET P33l 5,1000 0,6000 0,0100 11,9400 13,2327 5,6900 2,7500 0,0500 2,5600 0,0020
DEZ P3l 7,5000 0,3090 0,0210 13,8840 8,2200 5,0460 0,9000 0,0000 4,5742 0,0040
SET P4S 0,0000 0,0000 0,0000 0,3360 0,4288 0,0187 0,0000 0,0900 0,0000 0,0000
DEZ P4S 0,0400 0,0050 0,0050 1,0360 6,5200 0,0278 0,2000 0,3000 4,0235 0,0030
SET P4M 0,0000 0,0200 0,0000 0,4680 0,4288 0,0429 0,0000 0,1700 0,0000 0,0040
DEZ P4M 0,0000 0,0540 0,0060 1,0920 6,4000 0,0739 0,2000 0,0700 4,0235 0,0020
SET P4F 0,0000 0,0700 0,0030 0,8290 1,1401 0,2897 0,0000 0,1300 0,0000 0,0000
DEZ P4F 0,0300 0,0050 0,0050 2,1840 6,2800 0,1725 0,1000 0,3700 4,0235 0,0020
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Continuacdo da Tabela do Anexo 1

Fésforo Ortofosfato

Ambnia Nitrato Nitrito N Org Total Total (ug L'1) Cloreto Fluoreto Sulfato Sulfeto
SET P4l 4,1000 0,3450 0,0020 8,8710 6,4137 2,0470 1,1000 0,0000 2,7000 0,0030
DEZ P4l 5,5000 0,1220 0,0080 8,9480 10,3800 4,2820 0,5000 0,4700 5,7306 0,0020
SET P5S 0,0000 0,0200 0,0000 0,4680 0,3797 0,0022 0,0000 0,1300 0,0000 0,0000
DEZ P5S 0,0200 0,0000 0,0000 1,1200 6,5400 0,0181 0,0000 0,0500 4,0235 0,0020
SET P5M 0,0000 0,0600 0,0050 0,6810 0,6495 0,0159 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
DEZ P5M 0,0000 0,0000 0,0000 1,4840 7,0000 0,0178 0,3000 0,0250 4,0235 0,0010
SET P5F 0,0000 0,0600 0,0050 0,8630 1,6307 0,0020 0,0000 0,2400 0,0000 0,0020
DEZ P5F 0,1000 0,0010 0,0090 1,8480 6,8000 0,0298 0,1000 0,4800 4,0235 0,0020
SET P5I 4,1000 1,1800 0,0000 8,5140 6,6590 2,3926 16,5000 0,1700 0,0000 0,0010
DEZ P5I 6,5000 0,2970 0,0230 15,5560 15,1600 8,6504 1,9000 0,1000 10,1912 0,0090
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Anexo 2 - Valores (mg g™) das concentracdes de elementos no sedimento dos cinco pontos de coleta durante os periodos de seca e chuva.

Estacdo Seca N C S P
P1

P2 7,079 71,175 3,780 0,450
P3 3,845 30,180 0,000 0,240
P4 6,790 79,900 4,420 0,507
P5 6,400 86,570 4,800 0,522
Estacdo Chuvosa

P1 6,780 96,112 0,955 3,023
P2 5,710 70,600 0,462 2,984
P3 6,610 74,930 0,848 2,737
P4 6,250 80,930 0,893 2,913
P5 1,080 4,750 0,000 0,914
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Anexo 3 - Caracteristicas fisico-quimicas dos microcosmos com e sem adicdo de fipronil ao longo do tempo.

Dias pH ORP OD Turbidez
Sem fipronil | Com fipronil | Sem fipronil | Com fipronil | Sem fipronil | Com fipronil | Sem fipronil | Com fipronil

0 5,77 5,845 181,5 188,35 6,1 6,465 23 143,5
4 6,12 5,495 1227 151,8 5,33 1,59 10,5 43,75
7 6,11 5,805 164,6 55,05 6,54 0,53 4,8 39,7
12 6,2 5,64 161,09 12,35 6,53 1,25 3,6 64,95
19 6,6 5,7 154,6 -112,6 6,54 1,67 0 72,1
24 4,86 5,53 237,6 -56,9 6,18 0,55 0,6 79,45
31 4,98 4,835 2244 -45,05 7,45 0,835 3,2 27,25
40 5,92 5,6 219 -37,65 7,12 0,775 3,3 36,25
62 6,5 6,095 215 143,65 6,75 0,55 3,5 25,3
97 5,28 3,285 190 430,4 2,3 1,105 5 3,75

91




Anexo 4 - Nutrientes (ug L) nas aguas dos microcosmos com e sem adig&o de fipronil (N Total em mg L).

Dias | Nitrito s/ | Nitrito ¢/ | Nitratos/ | Nitrato ¢/ | Amonias/ | Amoniac/ | P total s/ | P total ¢/ | Ntotal s/ N total ¢/ | Orto-P.s/ | Orto-P c/
fipronil | fipronil | fipronil fipronils fipronil fipronils fipronil | fipronil fipronil fipronil fipronil fipronil
0 3,3926 5,9403 48,63309 | 35,88138 |239,47895 | 125,26895 | 80,0959 | 44,4234 2,53252 3,04573 21,5179 24,70965
4 2,9738 5,7658 8,68798 9,30252 626,93638 | 95,43159 | 86,8549 | 51,9334 3,11106 3,71957 27,1504 26,58715
7 2,3456 6,2893 2,26992 5,00075 686,04005 | 40,46802 | 63,1984 | 52,3089 3,41596 3,92153 26,7749 30,1544
12 | 5,2772 4,3349 6,69073 5,38483 032,44813 | 42,03841 | 62,4474 | 75,02665 | 4,07955 4,08796 32,4074 29,21565
19 |109,0698 | 3,8114 317,3407 | 7,30527 938,15863 | 33,04438 | 60,5699 | 87,2304 4,24184 4,41896 42,9214 31,46865
24 | 114,0256 | 3,4973 566,53667 | 19,67289 | 208,35673 | 31,75951 | 43,2969 | 55,87615 | 2,74564 3,81824 24,8974 27,71365
31 | 85,7566 | 3,0087 542,87688 | 46,71265 | 129,2663 79,72771 | 33,1584 | 36,5379 2,29273 3,565327 27,1504 29,21565
62 |1,3684 2,7295 414,59166 | 47,01992 | 35,04305 36,47068 | 35,0359 | 86,66715 | 2,65296 3,79253 25,2729 33,9094
97 | 5,2772 9,9887 137,58775 | 60,69343 | 32,1878 1220 67,3289 | 116,1439 | 2,17981 7,08803 54,5619 53,24765
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Anexo 5 - Fotografias de imagens de microscépio 6ptico e descricdo das coldnias de
microrganismos isolados capazes de utilizar fipronil comercial como Unica fonte de

carbono.
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P2 A (400X)

Bactérias gram
positivas com
formato de

diplococo. Colbnias
gelatinosas de

colagdo  vermelha

intensa.

P3 A (400X)
Bactérias gram
positivas com
formato de

diplococo.  Colbnia
com aspecto
gelatinoso e
coloragao branca.
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P4 A (40X)

Bactérias gram
positivas com
formato bacilar.
Colbnia com

aspecto gelatinoso e
coloragao rosea.

P5 A (400X)

Fungo filamentoso
com hifas
segmentadas de
coloragao

esverdeada.
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P5 B (400X)

Bactérias gram
positivas do tipo
diplococo. Colbnia
com aspecto
gelatinoso de
coloragao branca

translucida.
PERIFITON A (40X)
Bactérias gram

positivas do tipo
diplococo. Colbnia
com aspecto
gelatinoso de
coloragao branca.
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Anexo 6 :

Concentracbes de fipronil ao longo do tempo nos

microcosmos néo estéreis (ug L ™).
Dias Agua DP Sedimento DP
1 679,91 104,13 95,71 43,22
4 639,10 43,18 135,23 5,56
7 600,67 52,84 249,36 26,23
12 559,84 45,73 290,63 47,75
19 462,03 25,19 278,73 52,42
24 378,96 25,28 325,07 49,06
31 287,13 40,25 38,82 8,72
40 255,07 20,04 12,03 2,88
62 241,53 32,55 14,81 5,70
97 135,61 13,04 1,28 0,23

Concentracbes de fipronil ao
microcosmos estéreis (ug L™).

longo do tempo nos

Dias agua DP Sedimento DP
1 737,99 35,80 90,56 11,82
4 752,39 10,34 147,55 12,94
7 747,89 10,00 311,88 13,09
12 724,72 30,51 371,31 21,99
19 675,54 21,57 487,10 40,40
24 609,71 12,93 620,33 39,88
31 534,87 58,04 837,85 52,36
40 454,24 55,13 825,50 40,28
62 426,22 62,35 920,52 33,90
97 423,85 62,56 1020,31 37,16
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Anexo 7 - Médias dos nimeros de colonias de microrganismos provenientes dos microcosmos com e sem fipronil, capazes de utilizar este
composto como Unica fonte de carbono.

Linhagens/Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 Sem fipronil 28,33 209,67 5,67 0,67 0,33 0,33 0,00 6,33 0,00 0,00 0,00
1 Com fipronil 8,83 394,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 16,17 0,33 0,00 0,00
7 Sem fipronil 27,00 319,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 0,00 0,00
7 Com fipronil 10,00 203,75 7,50 0,50 0,00 0,00 0,00 6,50 0,00 0,00 0,00
19 Sem fipronil 7,67 41,00 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 0,00
19 Com fipronil 11,83 309,00 1,00 0,33 0,00 0,33 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00
31 Sem fipronil 53,33 38,33 6,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
31 Com fipronil 7,33 408,67 1,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,50
97 Sem fipronil 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
97 Com fipronil 1,67 179,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00

DescricOes das Linhagens:

1 — Colénias bacterianas brancas leitosas 7 — Coldnia de Fungo acinzentado cotonoso. Se espalha no Agar
2 — Colonias bacterianas brancas semi-transparentes de forma irregular.

3 — Colonias bacterianas amarelas leitosas 8 — Colonias bacterianas de coloragdo amarelo escura

4 — col6nias bacterianas de coloragdao avermelhada intensa 9 — Col6nia bacteriana de coloragéo violeta intensa

5 — Coldnia de fungo com regido central cotonosa e hifas semi- 10 — Coldnia bacteriana leitosa amarelo-gema

translucidas inseridas no Agar 11 - Col6nia bacteriana amarronzada, com aparéncia seca

6 — Col6nia de fungo ramificado, deixando o agar transparente





