EFEITO DA PRESENCA DE SEDIMENTO NA TOXICIDADE
AGUDA DO SULFATO DE COBRE E DO TRICLORFON PARA

TRES ESPECIES DE DAPHNIA

LUIS RICARDO ROMERO ARAUCO’

CLAUDINEI DA CRUZ"

JOAQUIM GONCALVES MACHADO NETO™

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a toxicidade
aguda do sulfato de cobre e do triclorfon para trés
espécies de Daphnia (D. similis, D. magna e D.
laevis) na presenca ou auséncia de sedimento. Os
valores de CE ., estimados para D. magna foram
de 0,3496 mg de sulfato de cobre/L com sedimento
e 0,0447 sem sedimento, para D. similis 0,2859 com
sedimento e 0,0426 sem sedimento e para D. laevis
0,1437 com sedimento e 0,1094 sem sedimento. A
CE (50-48h) estimada para a D. magna foi de
299,70 ng de triclorfon/L com sedimento e 0,70 sem
sedimento, para D. similis 381,62 com sedimento e
0,52 sem sedimento e para D. laevis 282,72 com
sedimento e 0,92 sem sedimento. O triclorfon
mostrou-se mais toxico que o sulfato de cobre para
as trés espécies estudadas, sendo que a presenca
de sedimento diminuiu a toxicidade de ambos para
as trés espécies de daphnia. Como ndo ocorreu
diferenca de sensibilidade ao triclorfon entre as trés
espécies na auséncia de sedimento, a Daphnia
laevis (espécie nativa do Brasil) pode ser usada
como organismo-teste na avaliacdo da toxicidade
aguda e crbnica de inseticidas organofosforados e
a base de cobre.

PALAVRAS-CHAVES: DAPHNIA; TOXICIDADE; SULFATO DE COBRE; TRICLORFON.

*%

*kk

Mestrando do Curso de Pés-Graduacdo em Aqiicultura de Aguas Continentais, Centro de Aqticultura
(CA), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus Jaboticabal (e-mail: arrolui@yahoo.es).
Doutor em Aqiicultura de Aguas Continentais, CAUNESP, Campus de Jaboticabal (e-mail:

cruzcl@yahoo.com).

Doutor em Agronomia - Producéo Vegetal, Professor do Departamento de Fitossanidade da Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal (e-mail: joaquim@fcav.unesp.br).

Pesticidas: r.ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 15, p. 55-64, jan./dez. 2005



1 INTRODUCAO

Os manejos inadequados, aliados ao desenvolvimento da tecnologia e de novas técnicas de
criagdo de organismos aquaticos, muitas vezes promovem a proliferacéo de parasitos, pragas e doencas
nos organismos cultivados (VINATEA-ARANA, 1999). A conseqiiéncia mais grave disso envolve a forte
dependéncia de substancias quimicas utilizadas para o controle daqueles organismos. O sulfato de
cobre pentaidratado (CuSO,. 5H,0), substancia de grande aplicabilidade na aquicultura para controle
de parasitoses (como Ichthyophtirius muitifiliis), pode ser empregado em enfermidades de origem
bacteriana (BOYD e TUCKER, 1998). O sulfato de cobre também apresenta excelente eficiéncia no
controle de algas e macrdfitas aquéticas, pois inibe a respiracao e a fotossinteses das algas (BOYD
e TURKER, 1998) e elimina o fitoplancton e as plantas aquaticas. O triclorfon (0,0-dimetil-(1-idroxi-
2,2,2-tricloroetil)-fosfonato), inseticida organofosforado nao-sistémico com acgao de contato e ingestao,
inibe a enzima acetil colinesterase (TOMLIN, 1995), estando enquadrado na classe toxicolégica Il
(altamente toxico).

Os inseticidas organofosforados séo utilizados na aquicultura, sem registro, para o controle de
odonatas (GARADI et al. 1988), larvas de insetos (STEVENS, 1991), copépodes (CUSAK e JOHNSON,
1990 e NOGA, 1996), monogenéticos, ergasilidioses, lerneoses e argulideos (PAVANELLI, EIRAS e
TAKEMOTO, 1998), isopodes (SIEVERS et al. 1995) e monogenéticos (THONEY, 1990, PIRONET e
JONES, 2000; CECCHINI e COGNETTI-VARRIALE, 2003; STEPHENS et al. 2003).

Atoxicidade das substancias quimicas é afetada por fatores como solubilidade, grau de ionizagéo,
via de introducdo, sitios de armazenamento, biotransformacao e eliminagéo (LARINI, 1987). No solo e
no sedimento de fundo dos espelhos d’agua, o transporte, a transformacéao e os efeitos bioldgicos das
moléculas organicas dependem muito de sua retencéo pela fase organo-mineral. A biodisponilidade
dos agrotoxicos nas aguas depende diretamente das suas interagdes com os constituintes adsorventes
no meio, como os sedimentos em suspensao e de fundo, pois influenciam diretamente a persisténcia
dos compostos e seu possivel residuo (MELO e AZEVEDO, 1997). O sedimento, material particulado
natural, pode ser transportado e depositado normalmente no fundo de ecossistemas aquaticos, incluindo
particulas de material organico e agua na fase intersticial de particulas (NEWMAN et al. 2000). Algumas
propriedades fisico-quimicas da agua podem afetar a taxa de adsor¢ao das substancias nos sedimentos,
como temperatura, pH, concentracdo de material em suspensédo, dureza, alcalinidade, fluxo,
profundidade e tamanho das particulas presentes.

A escolha de organismos-testes para realizar analises de toxicidade aquatica em condi¢des de
laboratorio segue os critérios utilizados pela USEPA (1985). Esses incluem as seguintes exigéncias:
organismos representativos de grupo taxondmico ecolégico, disponibilidade desses para execucao de
teste, existéncia de informacdes adequadas sobre a espécie, e uso (sempre que possivel) de espécies
nativas que sofrem o impacto (RAND e PETROCELLI, 1985). No Brasil, poucas espécies de organismos
nativos sao utilizadas em testes de toxicidade aguda ou cronica (FONSECA, 1991).

Os cladéceros estdo entre os organismos mais utilizados para bioensaios, sendo o grupo
recomendado para representar os invertebrados aquéticos (IBAMA, 1987). As daphnias sao abundantes
no meio aquatico e exercem fungdes importantes na cadeia alimentar. Ocupam diferentes niveis troficos
e, quando cultivadas em laboratério, apresentam sensibilidade definida as substancias de referéncia
(ALMEIDA, 1987).

A Daphnia magna, muito comum no meio aquatico, é utilizada na criacao de alevinos de peixes
(PAUW, LAUREYS e MORALES, 1981). Trata-se da espécie mais usada no mundo para teste de
toxicidade devido sua sensibilidade aos agentes toxicos, por apresentar ciclo curto e se reproduzir por
partenogéneses, sendo de facil manejo no laboratério (IBAMA, 1987; CETESB, 1991, USEPA, 1985).
A Daphnia magna e a Daphnia similis sdo encontradas em diversos ecossistemas da Europa e dos
Estados Unidos da América (SCOURFIELD e HARDING, 1966). A Daphnia laevis ocorre em diversos
ecossistemas aquaticos brasileiros (ELMOR, 1997) e também em outros ecossistemas aquaticos do
mundo.
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A utilizacdo de sedimento durante a realizagéo dos testes de toxicidade do sulfato de cobre e
do triclorfon pode auxiliar no conhecimento do comportamento dessas substancias no ambiente aquético
em razao de sua capacidade de adsor¢do/dessorcao.

O objetivo deste trabalho foi determinar a concentracao efetiva (CE ., ) e o efeito da presenca
de sedimento sobre a toxicidade aguda do sulfato de cobre e do triclorfon para trés espécies de
daphnia (D. magna, D. similis e D. laevis).

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotéxicos e Salde
Ocupacional do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV), Universidade Estadual Paulista (UNESP) (Campus Jaboticabal).

Utilizou-se sulfato de cobre (CuSO,. 5H,0) produzido pela empresa CYRQ Ind. Brasileira, grau
analitico, e triclorfon (0,0-dimetil-(1-idroxi-2,2,2-tricloroetil)-fosfonato), formulagéo comercial denominada
Dipterex®, produzido pela empresa Bayer CropScience Ltda.

2.1 ORGANISMOS-TESTE

As culturas de D. magna, D. similis e D. laevis foram conduzidas em camara incubadora de
demanda bioquimica de oxigénio (BOD) (mod. 347 FANEM), com temperatura de 20 + 2°C. Os animais
foram mantidos em cristalizadores de vidro de 2 L, contendo &gua natural ajustada para pH 7,6,
condutividade de 160 uS/cm e dureza 45 em mg/L de CaCO,. Foram alimentados uma vez ao dia com
suspensao de algas Scenedesmus subspicatus, concentragéo de 5 x 10° células de alga por daphnia,
segundo a metodologia de cultivo do IBAMA (1987). Também receberam racéo fermentada para peixe,
levedura e complexo vitaminico composto por: B1 (7 mg), B2 (7 mg), B6 (5 mg), B12 (33 mg) e H (1
mg) de acordo com SIPAUBA-TAVARES (2001).

2.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO SEDIMENTO

Utilizou-se sedimento da camada superficial de 0 a 20 cm do solo de &rea isenta de residuos
téxicos, localizada no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR) da FCAV/UNESP (Campus
de Jaboticabal). O solo foi peneirado e sua composi¢ao quimica e granulométrica analisada antes de
ser usado nos experimentos (Tabela 1).

TABELA 1- ANALISES QUIMICAS E GRANULOMETRICAS DO SOLO USADO COMO SEDIMENTO
NOS TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

Composicdo Quimica Valores Composicgédo Fisica Valores
pH (em Ca) 5,8 Argila (g/kg) 440,0
MO (g/dm®) 24,0 Limo (g/kg) 226,0
P (g/dm?) 46,0 Areia fina (g/kg) 100,0
K (mmlcd/dm3) 4,3 Areia grosa (g/kg) 200,0
Ca (mmlcd/dms) 47,0 Classe textural Argilosa
Mg (mmlcd/dm?) 16,0

H + Al (mmlcd/dm?®) 25,0

SB (mmlcd/dm®) 67,3

T (mmlcd/dm®) 92,3

V (%) 73,0

MO = Matéria Organica; H + Al = Hidrogénio + Aluminio; SB = Soma de Bases; T = Capacidade de troca de cations; V =
Porcentagem de saturacdo de bases.
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2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizacéo dos experimentos foram preparadas solu¢des estoques da formulacao comercial
de triclorfon e de sulfato de cobre. A partir dessas solugdes foram obtidas as solucdes-testes. Em
béqueres de vidro de 30 mL foram preparados volumes conhecidos de solucdes estoques de sulfato de
cobre ou de triclorfon, completando-se 9 mL com agua natural ajustada. O volume dos béqueres foi
completado para 10 mL com 1 mL de &gua de cultivo, contendo cinco animais neonatos.

Em outra série de béqueres de vidro de 30 mL foram colocados 3 g de sedimento e sobre esse
8 mL de agua natural ajustada, mais os volumes conhecidos de solugfes estoque de sulfato de cobre
ou triclorfon, completando-se 9 mL com agua natural ajustada. O volume dos béqueres foi completado
para 10 mL com 1 mL de 4gua de cultivo, contendo cinco animais neonatos.

Foram conduzidos trés experimentos compostos por 5 tratamentos, com 4 repeticdes e
tratamento controle para cada um desses (Tabela 2). Os experimentos foram realizados em sala de
bioensaios durante 48 h, com temperatura ajustada para 20 + 1°C, em ambiente escuro, sem
alimentacdo. Apos 24 e 48 h de exposicdo, 0s animais imoéveis que ndo eram capazes de nadar
durante 15 segundos foram retirados (CETESB, 1991).

TABELA 2 - CONCENTRACOES DE SULFATO DE COBRE E DE TRICLORFON UTILIZADAS NA
DETERMINACAO DA TOXICIDADE AGUDA PARA AS TRES ESPECIES DE DAPHNIA

Agrotoxico Espécie Concentracdo (mg/L)
Sulfato de D. magna 0,0 | 0,01 | 0,13 | 0,23 | 0,33 | 0,48
Cobre sem D. similis 0,0 [ 0,01 | 0,07 | 0,14 | 0,21 | 0,28
sedimento D. laevis 0,0 { 0,01 | 0,06 | 0,12 | 0,18 | 0,24
Sulfato de D. magna 0,0 0,1 0,3 0,5 0,8 1,0
Cobre com D. similis 0,0 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
sedimento D. laevis 0,0 | 0,05 | 0,08 0,1 0,3 0,5

Agrotoxico Espécie Concentracdo (ng/L)
Triclorfon sem D. magna 0,0 0,1 0,5 0,9 3,0 7,0
sedimento D. similis 0,0 0,2 0,6 1,0 4,0 9,0
D. laevis 0,0 0,2 0,6 1,0 5,0 8,0
Triclorfon com D. magna 0,0 150 250 300 400 500
sedimento D. similis 0,0 250 300 350 450 600
D. laevis 0,0 100 150 350 450 600

Estimou-se o valor da concentracéo efetiva (CE (50748h)) de exposicao ao sulfato de cobre e ao
triclorfon para cada espécie de daphnia em presenca e auséncia de sedimento pelo método “Trimmed
Sperman Karber” (HAMILTON, RUSSO e THURSTON, 1977). Para comparar a sensibilidade entre as
trés espécies de daphnia aos agrotéxicos, os experimentos foram analisados em delineamento
inteiramente ao acaso com os tratamentos distribuidos no esquema fatorial 3 x 2, sendo 3 espécies
de daphnia (D. magna, D. similis e D. laevis) e dois sistemas de exposi¢do (com e sem sedimento).
As médias de imobilidade dos animais foram comparadas pelo teste de Tukey 5% (SAS, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia dos valores de CE o) do sulfato de cobre e do triclorfon

calculados para as trés espécies de Daphnia (Tabela 3) evidenciaram interagdo significativa entre

58 Pesticidas: r.ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 15, jan./dez. 2005



espécies e a presenca de sedimento nos dois produtos avaliados. Os desdobramentos dos graus de
liberdade dos niveis dos fatores e da interacao significativa estdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 3 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES ESTIMADOS DE CE 0481y DO SULFATO DE
COBRE E DO TRICLORFON PARA AS TRES ESPECIES DE DAPHNIA SEM E COM

SEDIMENTO

Agrotoxico Causas da Variagéo F
Espécies (E) 12,3**
Sulfato de Cobre Sedimento (S) 257,6**
Interacdo ExS 46,6**
Espécie (E) 12,33**
Triclorfon Sedimento (S) 1.370**
Interacdo ExS 12,51**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade

A toxicidade do sulfato de cobre para 0s organismos aquaticos depende da sensibilidade do
organismo e da concentragdo biodisponivel (OLIVEIRA-FILHO, LOPES e PAUMGARTTEN, 2004).
Assim, a concentracéo estimada do sulfato de cobre para a D. magna e D. similis diferiu de algumas
concentracdes observadas na literatura. KHANGAROT e RAY (1989) calcularam para a D. magna
CE 5o.4sn d€ 0,54 mg/L, utilizando Meio M4, dureza 250 + 15 mg/L em CaCO3. Porém, também
ocorreu similaridade de concentracdo efetiva como outros estudos, tais como os de MOUNT e
NORBERG (1984), com CE ( ) de 0,054 mg/L e de ELNABARAWY e ROBIDEU (1986) com
0,041 mg/L.

Além dos fatores de tolerancia (aclimatagdo), genética basica (adaptacao) e regulacao
homeostéasica das daphnias (OECD, 1996; BOSSUYT e JANSSEN, 2003), o fator sedimento exerceu
influencia direta e significativa no biodisponibilidade do sulfato de cobre e do triclorfon na dgua para as
daphnias.

50-48h

TABELA 4 - DESDOBRAMENTO DOS GRAUS DE LIBERDADE DO FATOR SEDIMENTO PARA AS
TRES ESPECIES DE DAPHNIA DURANTE OS TESTES DE TOXICIDADE AGUDA DO
SULFATO DE COBRE E DO TRICLORFON

CE (s0-48n)L)
Agrotoxicos (mg/L) Sedimento  D.magna D. similis D. laevis Médias
Ausente 0,045 Bb 0,042 Bb 0,107 Aa 0,065 B
Presente 0,347 Aa 0,282 Ab 0,140 Ac 0,257 A
Ausente 0,70 Ba 0,53 Ba 0,92 Ba 0,72 B
Presente 299,70 Ab 381,62Aa 282,73Ab 321,35A

Sulfato de cobre

Triclorfon

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre espécies.
Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na coluna indicam diferenga entre presenca e auséncia de sedimento.

Na auséncia de sedimento, as Daphnia magna e Daphnia similis ndo apresentaram diferenca de
sensibilidade ao sulfato de cobre (Tabela 4) e ambas foram significativamente mais sensiveis que a
Daphnia laevis. A maior toleréncia de Daphnia laevis ao sulfato de cobre pode ser atribuida ao fato de
tratar-se de espécie nativa e, conseqientemente, mais rustica. VAAL et al. (1997a,b) citam que os
receptores para a interacéo dos agrotoxicos com as biomoléculas também podem interferir na diferenca
de sensibilidade entre as espécies avaliadas, além de fatores como absorc¢éo, distribuicdo, estocagem
e eliminagéo.
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A presenca do sedimento reduziu significativamente a biodisponibilidade do sulfato de cobre na
agua de cultivo para D. magna e D. laevis. A adsorcéo crescente do sulfato de cobre ao sedimento
com o passar do tempo diminuiu a biodisponibilidade na agua e, consequientemente, resultou no
aumento dos valores de CE g calculados. O sedimento proporcionou diferenca significativa entre
os valores de CE (s0-48n) PATA @S trés espécies de daphnia. A maior diferenca de CE (s0-48n) OCOITEU COM
a D. magna, cujaimobilidade do sulfato de cobre no sedimento foi 7,7 vezes maior que a concentragao
na agua de cultivo. A segunda maior imobilidade do sulfato de cobre pelo sedimento foi verificada com
a D. similis, 6,7 vezes maior que a concentragcao na agua de cultivo. Por outro lado, ndo ocorreu
diferenca significativa entre os valores de CE (s0-4sn) PATA D. laevis na presenca de sedimento.

As diferencas entre os valores de CE (s0-4en) N2 auséncia e presenca de sedimento podem estar
relacionadas com o efeito da absorcao do sulfato de cobre na presenca de sedimento. JONSSON e
MAIA (1999) citam que na maioria dos seus estudos, o sedimento influenciou a intoxicagédo aguda (ou
bioconcentragdo) de agentes quimicos. Assim, a reducdo do efeito é causada pelo fenbmeno de
adsorcéo ao material particulado que, por sua vez, diminui a biodisponibilidade para os organismos-
teste.

MARTINS (1998) verificou que o aumento do teor de matéria organica na agua diminuiu a agcao
téxica do permanganato de potassio e do sulfato de cobre. Assim, a presenca de sedimento nos
testes pode auxiliar na estimativa real da toxicidade dos compostos de cobre para os organismos
aquéticos. BURTON e LANDRUM (2003) afirmaram que a intoxicacéo dos organismos por substancias
guimicas no ambiente aquatico esta relacionada com a capacidade dos compostos toxicos de se
associarem e adsorverem no sedimento. Tais caracteristicas fisico-quimicas sao as bases para a
verificagdo de contaminacéo, bioacumulacéo e transferéncia dessas moléculas nos diferentes niveis
troficos.

Na&o se observou diferenca na toxicidade aguda do triclorfon para as trés espécies de daphnia
estudadas na auséncia do sedimento (Tabela 4). Esse resultado esta de acordo com os de VESSTEEG
et al. (1996), que verificaram sensibilidades semelhantes de muitos membros da familia Daphnidae
gquanto a toxicidade aguda e crbnica de diversos compostos.

Na presenca de sedimento a D. magna e a D. laevis ndo evidenciaram diferenca de sensibilidade
ao triclorfon, mas ambas apresentam sensibilidade significativamente superior a D. similis (Tabela 4).

Foram necessérias, em média, concentracdes 446,3 vezes maiores na agua de cultivo para
causar o mesmo efeito na CE (50-48h) estimada para as trés espécies de daphnia na presenca do
sedimento. Esse resultado demonstra o efeito da alta adsorcgao do triclorfon no sedimento, também
observado no sulfato de cobre. Portanto, se ap6s o contato do agrotoxico com o sedimento houver
exposicao de organismos—teste em diferentes periodos pode-se ter adsorc¢ao crescente dos agrotoxicos
ao longo do tempo. Tal fato implicard em menor biodisponibilidade na Agua de cultivo e maiores valores
de CE g calculados

JONSON e MAIA (1999) e BURTON e LAMDRUM (2004) citam que na maioria dos estudos, o
sedimento influencia a toxicidade aguda ou a bioconcentracéo de agentes quimicos. A reducéo do
efeito toxico é causada pelo fendmeno de adsorgdo ao material particulado, que diminui a
biodisponibilidade para o organismo-teste (Tabelas 3 e 4).

Os valores de CE (50-48h) calculados para as trés espécies de daphnia séo inferiores aos citados
por TOMLIN (1995) e EXTOXNET (1996). Essas diferencas podem ser atribuidas as metodologias
utilizadas e a diferenca de sensibilidade dos organismos para o triclorfon.

4 CONCLUSAO

O triclorfon é mais tdxico que o sulfato de cobre para as trés espécies de daphnia (D. magna,
D. similis e D. laevias) na presenca ou na auséncia de sedimento. As trés espécies estudadas
apresentaram sensibilidades especificas ao sulfato de cobre e ao triclorfon. O sedimento diminuiu a
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biodisponibilidade do sulfato de cobre e do triclorfon na 4gua para D. magna, D. similis e D. laevias.
Como néo ocorreu diferenca de sensibilidade ao triclorfon entre as trés espécies na auséncia de
sedimento, a espécie nativa do Brasil (Daphnia laevis) pode ser usada como organismo-teste na
avaliacdo da toxicidade aguda e cronica dos inseticidas organofosforados e a base de cobre.

Abstract

EFFECT OF SEDIMENT PRESENCE ON THE ACUTE TOXICITY OF COPPER SULFATE AND TRICHLORFON
TO THREE DAPHNIA SPECIES

The objective of the present study was to evaluate the acute toxicity of copper sulfate and trichlorfon to three
Daphnia species (D. similis, D. magna and D. laevis) in the presence or absence of sediment. The estimated
effective concentrations (EC ., ,.,) for D. magna were 0.3496 mg of copper sulfate/L with sediment and
0.0447 without sediment, for D. similis 0.2859 with sediment and 0.0426 without sediment, and for D. laevis
0.1437 with sediment and 0.1094 without sediment. For trichlorfon, the EC .., estimated for D. magna
were 299.70 ng/L with sediment and 0.70 without sediment ng/L, for D. similis 381.62 with sediment and
0.52 without sediment, and for D. laevis 282.72 with sediment and 0.92 without sediment. Trichlorfon was
more toxic than copper sulfate for the three Daphnia species studied, and the presence of sediment reduced
the toxicity of these two agrochemicals. Since no difference in the sensitivity to trichlorfon in the absence of
sediment was observed between the three species analyzed, D. laevis (native species of Brazil), might be
used as a test organism in studies on the acute and chronic toxicity of organophosphate and copper-based
insecticides.

KEY-WORDS: DAPHNIA; TOXICITY; COPPER SULFATE; TRICHLORFON.
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