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Resumo

O médio vale do Rio Ttajaf ¢ uma importante regido agricola do Es-
tado de Sanra Catarina, produzindo principalmente arroz, milho ¢ bana-
na. Nessas plantagdes sdo usados diversos tipos de agrotéxicos, e entre
¢les 0 Round-up, com finalidade de aumentar a produtividade agricola ¢
diminuir a competigao provocada pelas ervas daninhas que crescem no
incio das culturas, O Round-up (C3HgNO3P) é também conhecido pe-
los nomes de N-fosfonometil-glicina ou sal isopropilaminico ou glifosato,
¢ ¢ usado como herbicida. Produz irritagdo na pele, nos olhos e nas mu-
cosas do homem, guando em contato. A dose letal oral para 50% de uma
amostra de ratos € de 4,320 mg/kg ¢ a cutinea para coclhos ¢ de 7.940
mg/kg. A andlise da flora de microalgas nas dguas dos rios estudados,
mostrou-se empobrecida em alguns pontos, € em outros, contendo mi-
croalgas indicadoras de poluigio por substincias téxicas, Os Organismos
aqudticos podem adquirir, acumular e transferir esscs poluentes para os
niveis tréficos superiores. A extensio dessa transferéncia depende da ca-
pacidade da microalga em tolerar altas concentragoes dessas substincias,
O pH do meio, poderd influenciar ou nio a toxicidade do herbicida em
questio. Fot isolada a cloroficea Chlorella sp. dos rios que receberam o

100



Estudo do efelto de agrotdxico

herbicida (via escoamento superficial) e as culturas puras incubadas a di-
ferentes valores de pH ¢ de concentragbes de Round-up. A concentracio
referéncia foi considerada aquela citada pelo fabricante.

As culturas puras que cresceram nos valores de pH 6,8 ¢ 10,0, de-
monstraram um mesmo padrao de crescimento, quando em presenga de
diferentes concentragbes de Round-up ¢ tiveram os valores de pH modi-
ficados ambos para 7,0 ¢ as culturas que cresceram a pH 4,0 apresenta-
ram um crescimento bem menor quando comparados com os dois pri-
MeEiros.

UNITERMOS: Chlorella sp., Round-up, agrotoxicos, ecotoxicolo-
gia,

Summary

The middle valley of the "Rio Itajai"is an important agricultural regi-
on in Santa Catarina state, producing mainly rice, corn and bananas. In.
these farming areas several different kinds of agrotoxics are used (among
them "Round-up”) in order to increase productivity and decrease the
competition of weeds that grow among the crops. Round-up
(C3HgNO3P) is too know by N-phosphonomethyl-glycine or isopro-
pylaminic salt or glyphosate, and is used as herbicide. Round-up causes
irritation in the skin, eyes and mucuous membrane of those who use it. A
lethal oral dose for 50% of the sampling of rats is 4,320 mg/kg and a
cutancous dose for rabbits is 7,940 mg/kg. The analysis of the microalgae
flora in the waters under investigation, showed very little microalgae in
some places, and in others an indication of microalgae pollution by toxic
substances. Aquatic organisms can acquire, accumulate and transfer these
pollutants to higher trophic levels. The extent of this transfer depends on
the microalgae's capacity to tolerate high concentrations of these substan-
ces. The pH in the environment may or may not influence the toxicity of
the herbicide in question. Chloroficean Chlorella sp. was isolated from
the rivers that received the herbicide (through surface draining), as well
as pure incubated cultures at differnt pH values and different concentrati-
on of Round-up. The concentration reference was considered to be the
one in the manufacture's instructions. The pure cultures which grew at
PH values of 6.8 and 10.0, show the same growth pattern, in different
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concentrations of Round-up. The pH values for both changed to 7.0, and
the cultures that grew at 4.0 initial pH, showed a much lower growth
rate, compared with the first two.

Key words: Chiorella sp, Round-up, agrotoxic, ecotoxicology.

Introducao

A sub-bacia IV (Fig.1), da regido do médio Vale do Itajaf, é constitu-
ida pelos rios Cedro e Benedito, que juntos sio afluentes do Rio Itajal.
Constitui-se numa regido agricola importante, contendo pequenos produ-
tores de arroz, milho ¢ banana. Nessas plantagbes, sio usados diversos
tupos de agrotéxicos conhecidos pelos nomes comerciais de Surcupur,
Gramoxone, Round-up. entre outros (Assessoria Técnica de Meio Ambi-
ente, Prefeitura Municipal de Timb6, comunicagio pessoal), com a finali-
dade de aumentar a produtividade agricola, e diminuir a competigio pro-
vocada pelas ervas daninhas que crescem no meio das culturas. Os defen-
sivos agricolas deixam residuos onde quer que sejam empregados as vezes
inalterados (em sua forma quimica original), outras vezes sob a forma de
produtos degradados - ANDEF, 1984,

O Round-up, por exemplo, produz irritagio na pele, nos olhos e nas
mucosas do homem, ao simples contato. A dose letal oral para 50% de
uma amostra de ratos ¢ de 4.320 mg/kg ¢ a cutineca para coelhos é de
7.940 mg/kg (Hayes & Laws, 1991: Hutson & Roberts, 1987).

O solo e as dguas superficiais nas imediagbes, sofrem a influéncia da
contaminagdo devido a esses elementos poluentes. Embora ndo se tenha
conhecimento da andlise quimica deste solo, sabe-se da dissipagio dos
poluentes através do vento, da chuva, perdidos para os ecossistemas
aqudticos (Barnett et al., 1967; in Tubea et al., 1981) ou adsorvidos ao
humus do solo ¢ da dgua (Stevenson, 1972). A andlise quimica da dgua
realizada pelo Instituto de Pesquisas TecnolGgicas da FURB, em pontos
por n6s coletados anteriormente, revela a presenca de elementos como
zinco, cianeto ¢ grandes quantidades de dleos e graxas, sendo que os valo-
res do pH, oscilam entre 6,0 € 7,0 exceto em um ponto. Tubea et al.
(1981), sugerem que o pH do meio natural ou da solugio nutritiva, po-
derd influenciar sobre a toxicidade ou nio do herbicida em questio.
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A andlisc da flora de microalgas nas dguas dos dois rios, mostrou-se
empobrecida em alguns pontos, ¢ em outros, contendo microalgas indi-
cadoras de poluigdo por substincias téxicas (Branco, 1978).

Estes fatos por si s6, jd sio motivos de preocupagio por parte da co-
munidade local, principalmente porque sabe-se do alto grau toxico desscs
clementos a todos os organismos vivos. Um exemplo da irradiagio de tais
clementos ¢ o fato da dgua utilizada para abastecimento das cidades da
regiao, scr a mesma que passa pelas plantagoes de arroz, onde sio utiliza-
dos no minimo, trés tipos de substincias quimicas, em diferentes parte da
planta (raiz, caule e grios).

Sabe-se que a presenga de organismos vivos, necessariamente indica
tolerdncia a essas condigbes de poluicio.

Com relagdo as plantas superiores, tem sido demostrada a presenga de
ecotipos resistentes a elementos poluentes (Grill et al., 1988). Semelhan-
temente com relagdo as microalgas, tem sido desenvolvidos trabalhos, a
respeito de linhagens resistentes (Stokes et al., 1973; Lewis, 1990; Tubea
et al,, 1981; Monsanto Europe S.A., 1989). Wrigth, 1972 (in Tubeca et
al., 1981) encontrou, usando Chlorella pyrenoidosa, inibigio de 90% de
seu crescimento a 1,0 ppm de Barban e inibigio de 50% de seu cresci-
mento a 25,0 ppm de M & D 8882. Também tem se encontrado estimu-
lagio do crescimento de microalgas com difenamida (Locppky e Tweedy,
1969, in Tubea et al., 1981). Lewis (1990) cita estimula¢io do cresci-
mento de microalgas com surfactantes, os quais sio utilizados na fabrica-
¢do de herbicidas.

Os organismos aquiticos podem adquirir e acumular poluentes, pois
as microalgas que formam a base da cadeia alimentar, sio potencialmente
capazes de transferir essas substincias 3 niveis tréficos superiores, no
momento em que servem de alimento. A extensio dessa transferéncia,
depende da capacidade da microalga em acumular e tolerar altas concen-
tragbes dessas substincias (Hart & Scaife, 1977).

O objetivo desse estudo serd verificar a tolerincia ou a interagio her-
bicida/microalga, para se conhecer a atividade do herbicida em microalgas
isoladas das dguas dos rios em estudo.
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Metodologia

Foram considerados dois rios para cstudo, Rio dos Cedros e Rio Be-
nedito e tomadas amostras em 4 pontos a0 longo de seus percursos con-
forme Figura 1. As caracteristicas quimicas das dguas nos pontos de cole-
ta se encontram em anexo (Tab. 1).

TABELA 1 - Anilisc quimica das dguas superificiais dos rios Cedros ¢
Benedito realizada em setembro/1990 pelos autores
(apenas valores de pH) ¢ em maio/1991 pelo Instituto de
Pesquisas Tenoclégicas da Fundagio Universidade Regio-
nal de Blumenau.

Rio. Rio Ce- Centro R.Bene- Centro Distr, Ind,

firoleses  dros (Ce-  Timbd dito Ca- Timbo M/90 Es-

M/91 - ao Alto] R.Cedres sanM/91  Prais tacdo 4

$/90 5/90 Es- M/ - -¥90Es- Schroe-

tacdo 1 S/90 Es- tacdo 3 der M/91
tagdo 2

eH 6.8 656 6.64 9.3 68 649 7.3 5.9 5.66
Cianetomg!  0.06 - 0.04 0.04 0.1 0.08
DBO mgy/l 5.20 - 2.80 11.4 9.6 510
DQO mgh 20.00 . 16.00 40.0 40.0 24.0
P total mafl 0.10 - 0.49 Ausente 0.19 Ausente
Namoniaca 1.00 . Ausente Ausente 0.67 0.90
Mog. mg/l  2.60 - 2.50 Ausente - 2.70
Niotaddmgl  3.60 - 2.50 Ausente - 3.60
Olecs e 175.7 ; 15.9 31.4 159.0 63.6
Graxas 0.28 - 0.6 0.48 0.50 1.1
Zn mg/l 205.0 - 211.0 170.0 299.0 167.0

Resid. total

As amostras de dgua, para o isolamento das microalgas foram toma-
das em setembro de 1990 e foram obtidas diatomiceas e cloroficeas apos
filtragio em uma rede de plincton de 25 um. Das espécies isoladas em
meio de cultura liguido e sélido, foi utilizada neste estudo, a cloroficea
Chlorella (Beijerinck), comum nos dois rios.

Para isolamento da microalga foram usadas algumas gotas da amostra
concentrada na rede de plincton, e espalhadas sobre uma placa de gar
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com mecio Bolds Basal Medium (BBM, Stokes et al., 1973). As placas
foram incubadas sob iluminacio contfnua e as colénias que cresceram,
foram examinadas ao microscépio ¢ removidas através de um estilete para
o meio liquido, sendo o procedimento repetido, até se obter culturas pu-
ras e livres de bactérias. A microalga foi cultivada até alcanqar a fase de
crescimento logaritmico.

Inicialmente foi realizado um préfteste para verificagiao das concentra-
¢oes letal, toxica e 6tima do herbicia Round-up a pH 6,8, que foi adicio-
nado as concentragoes de 24,0 - 384,0 ¢ 768,0 mg/l.

A concentragio de 24,0 mg/l de Round-up inibiu o crescimento da
mi a em 65%, e portanto foram estabelecidos valores intermedidrios
para as concentragoes do experimento - teste propriamente dito,

A solugio do herbicida Round-up foi preparada por dilui¢io em dgua
destilada ¢ autoclavada, e foram adicionadas is concentraces de 12,0;
24.,0; 48,0; 96,0 ¢ 192,0 mg/l de meio de cultura.

Trés valores de pH foram escolhidos como varidveis, sendo dois deles
ocorridos durante as medigoes na dguas naturais dos rios (Tab. 1). Esses
valores de pH foram obtidos adicionando-se HCl ou NaOH 1 solugio do
meio BBM.

Os experimentos testes foram feitos em baldes de fundo chato de
125,0 ml de capacidade contendo 50 ml de meio, arrolhados com algo-
dio e agitados por um tubo de vidro aerando no fundo, sob iluminagio
continua (fluorescente), A temperatura foi mantida entre 20° ¢ 22°C.

A taxa de crescimento foi determinada por meio de contagem do
nimero de células em cimara de Newbauer no momento da coleta, a
cada 48 h. Foi tirada a média dos resultados das 3 réplicas para todos os
tratamentos ¢ os valores ajustados. A taxa de inibi¢do do crescimento para
cada concentragio a diferentes valores de pH foi calculada tomando-se
como referéncia o tratamento padrio.

Resultados e discussao

Os dados obtidos pela Monsanto Europe S.A., 1989 usando a cloro-
ticea Ankistrodesmus bibraianus B 6181, foram de 45 mg de Round-up/l
de meio para inibigio do crescimento menor que 10% e de 485 mg de
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Round-up/l para inibigio de 50%. Com a finalidade de comparar esses
resultados (Tab. 2), para outra espécie de cloroficea, realizamos um pré-
teste com Chlorella sp (Beijerinck) e obtivemos para a concentragio de
24,0 mg de Round-up/l, uma inibigio de 92% ¢ para 768 mg de Round-
up/1 ndo foi observado crescimento.

TABELA 2 - Resultados obtidos para a inibigio do crescimento, em ex-
perimentos realizados pela MONSANTO EUROPE S.A.
(*) para Ankistrodesmus bibraianus ¢ pelos autores em
Chlorella sp. em pH 6.8, a diferentes concentragbes de

Round-up.
Concentragdo de Round-up mg/ % de Inibigdo do crescimento
45* <10
485* 50
24 65
384 92
768 nGo houve crescimento.

As concentragbes de Round-up utilizadas nos experimentos onde va-
riaram os valores de pH, foram determinadas a partir dos resultados do
pré-teste e se encontram nas Tabelas 3, 4 ¢ 5.

TABELA 3 - Diferentes concentragbes do herbicida Round-up, em meio

BBM, porcentagem de inibigio do crescimento ¢ pH final
do meio de cultura em Chlorella sp. sob pH inicial 6.8,

Concenfrogo de % de Iniblg&o do pH final
Round-up mg/ crescimento do melo
12,0 56,80 7.0
24,0 75,00 7.0
48,0 87.50 7.0
96,0 94,42 7.0
192,0 93,62 70
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TABELA 4 - Diferentes concentragoes do herbiada Round-up, em mcio
BBM, porcentagem de inibigao do crescimento ¢ pH final
do meio de cultura; em Chlorella sp. sob pH inicial 10.0.

Concentragdo de % de Inibigao do pH final
Round-up mg/l crescimento do meio
12,0 57.68 1.7
24,0 15,25 1.7
48,0 89.00 1.7
96,0 94,55 1.7
192.0 95,34 7,7

TABELA 5 - Diferentes concentragoes do herbiada Round-up, em meio
BBM, porcentagem de inibigio do crescimento ¢ pH final
do meio de cultura; em Chlorella sp. sob pH inicial 4.0.

Concentiagao de % de Inibigao do pH final
Round-up Mg/l crescimento do melo
12,0 20,66 6.95
24,0 61,70 6.88
48,0 79,00 6.54
96.0 77.00 5.24
192.0 94,61 4,94

E imprescindivel a presenga de um agente quelante do meio de cultu-
ra artifiaal, e frequentemente ¢ uulizado o EDTA (STOKES et al,
1973). Em nosso estudo, tentamos cultuvar a microalga sem EDTA no
meio de cultura, com o objetivo de eliminar sua agao quelante sobre o
herbicida, pois sabemos que no solo, o Round-up se adsorve fortemente
as particulas coloidais do mesmo, perdendo sua auvidade (Hertwag,

1983). Mas nao foi observado cresamento algum da microalga em sua
auséncia.
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Verificando os resultados da Tabela 3 e sua respectiva curva de cres-
amento (Fig. 2), podemos observar que o desenvolvimento da microalga
foi inibido A diferentes concentragbes do herbicida, comparado com o
crescimento padrdo. Parece que houve um perfodo prolongado da fase de
adaptagio as concentragbes de 12,0 ¢ 24,0 mg de Round-up/l para entio
iniciar a fase logarftmica de crescimento. As percentagens de inibigao de
crescimento foram as seguintes: para 12,0 mg de Round-up/l: 56,8% e
para 24,0 mg de Round-up/l: 75%. A porcentagem de inibigio do cres-
cmento para 48,0 mg/l foi 87,5%, e para as concentragoes de 96,0 c
192,0 mg/l foram 94,42% e 93,62% respectivamente; sendo observado
um crescimento muito reduzido durante o periodo de incubacio de 21
dias.

No final do teste com pH inicial de 6,8 foi observado o valor médio
de pH igual a 7,0.

Verificando os resultados da Tabela 4 ¢ sua respectiva curva de cfes-
cmento (Fig. 3), pode-se observar que o herbicida agiu da mesma forma
sobre o crescimento da microalga, independente do valor de pH inicial-
mente aplicado ao meio, ou scja, houve um prolongamento da fase de
adaptagio (log) em relagio ao crescimento padrio, ¢ o pH final médio do
meio que se iniciou com o valor 10,0; foi para 7,7.

As porcentagens de inibigio do crescimento para a microalga a pH
10,0 foram respectivamente para 12,0 mg/l - 57,68%: para 24,0 mg/l -
72,25% e para 48 mg/l - 89%. Para as concentragoes de 96,0 e 192,0
mg/l as porcentagens de inibigio do crescimento foram respectivamente
94,55% e 95,35%, resultando num crescimento muito reduzido, durante
o periodo de incubacio.

Parece que o atraso no inicio da fase logarftmica de crescimento para
os dois valores de pH se deve a uma reagio do proprio herbicida, quando
em meio aquoso, ¢ provavelmente i alteragio de sua estrutura molecular,
ja que Heath, 1958 (in Audus, 1976) cita alguns inscticidas organofosfo-
rados que sio hidrolisados a PH 6,0. Lewis (1990) sugere que apds con-
tato com a dgua por alguns dias, o herbicida se degrada ¢ cessa o seu
efeito algiestdtico sobre as microalgas.

Foi obscrvado um comportamento muito semelhante nas curvas de
crescimento, nas porcentagens de inibigio e nos valores finais de pH dos
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meios de cultura, quando a microalga cresceu em pH 6,8 ¢ 10,0 fatos que
nos fazem sugerir a agio da microalga de forma a modificar bioquimica-
mente 0 meio, tornando-o favordvel ao seu crescimento (Toledo et al.,
1982).

Verificando os resultados da Tabela 5 ¢ sua respectiva curva de cres-
amento (Fig. 4), pode-se observar que o herbicida a pH 4,0, teve uma
agdo inibidora do crescimento em relagio ao tratamento padrio, mas
pode-se observar também, que o crescimento da curva padrio foi prejudi-
cado pelo valor de pH inicial do meio de cultura.

As porcentagens de inibigio do crescimento foram para 12,0 mg/l de
20,66%, para 24,0 mg/l de 61,7%; para 48,0 mg/l de 79%; para 86,0
mg/l de 77% e para 192,0 mg/l nao foi observado crescimento significa-
tivo. O pH final médio do meio de cultura das concentragoes mais baixas
de Round-up foi 6,8. Para as concentragoes de Round-up 96,0 mg/l e
192,0 mg/l, o pH final foi de 5,24 ¢ 4,94 respectivamente.

Embora o Round-up seja pouco estivel também a pH dcido
(Ministério da Agricultura, 1988), provavelmente a um valor de pH 4,0
foram os nutrientes do meio de cultura que nao estiveram disponiveis ao
crescimento,

Nas concentragoes de 12,0 e 24,0 mg/l de Round-up/l pode-se ob-
servar que houve crescimento da microalga, modificando o pH final do
meio para um valor ideal ao seu crescimento, demonstrando uma tole-
rincia da microalga ao herbicida usado, como proposto em nosso objeti-
vo inicial. No entanto, nas concentragbes supcriores de Round-up, as
variagbes dos valores do pH nao foram suficientes para promover o cres-
cimento.

109



V. A. D"Agquino Rosa @ G. Brasil

CONVENGCOES:

Limite da Bacia
— - — Limite intermunicipal [aems Aprammete | BOO000
4 Ponto de amostragem

Fig. 1 - BACIA DO RIO BENEDITO.
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Fig 4 -Curvas de crescimento de CHLORELLA sp. em presenca
de diferentes concentragcdes de herbicida Roundup, sob pH 4.0.
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