TAMARA DAIANE DE SOUZA

REMOCAO DO INSETICIDA CLORPIRIFOS EM SISTEMAS ALAGADOS
CONSTRUIDOS CULTIVADOS COM DIFERENTES ESPECIES VEGETAIS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Engenharia Agricola, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2013



Ficha catalogréafica preparada pela Secédo de Catalogacéo e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T
Souza, Tamara Daiane de, 1988-

S729r Remocdo do inseticida clorpirifés em sistemas alagados

2013 construidos cultivados com diferentes espécies vegetais /

Tamara Daiane de Souza. — Vigosa, MG, 2013.
xvi, 72 f. . il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Alisson Carraro Borges.

Dissertacédo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Pesticidas - Aspectos ambientais. 2. Biorremediacao.
3. Biodegradacgéo. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Engenharia Agricola. Programa de
Pds-Graduacdo em Engenharia Agricola. Il. Titulo.

CDD 22. ed. 632.95




TAMARA DAIANE DE SOUZA

REMOCAO DO INSETICIDA CLORPIRIFOS EM SISTEMAS ALAGADOS
CONSTRUIDOS CULTIVADOS COM DIFERENTES ESPECIES VEGETAIS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de PoOs-
Graduacdo em Engenharia Agricola, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 15 de marco de 2013.

Renato Ribeiro Siman Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz

Antonio Teixeira de Matos
(Coorientador)

Alisson Carraro Borges
(Orientador)



A Deus,
Aos meus pais Paulo e Rosemeire,
Aos meus irmaos Wildmarch e Gabriel,
As minhas sobrinhas Duda e Jéssica,

Ao Mucio,

Pelo amor e apoio incondicionais,

Dedico e ofereco este trabalho.



113 . sz e . V4
Quem deseja ver o arco-iris, precisa aprender a gostar da chuva

Paulo Coelho



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sua presenca constante em minha vida e pela forca
concedida.

A Universidade Federal de Vigcosa e Departamento de Engenharia

Agricola, pela oportunidade de realizagé@o deste trabalho.
Ao CNPq, pelo suporte financeiro.

Ao professor Alisson Carraro Borges, pela orientagcdo, confianca e

conhecimentos transmitidos.

Ao coorientador Antonio Teixeira de Matos, pelas sugestoes,

conselhos e ensinamentos.

A professora Ann Honor Mounteer, pela coorientacdo e auxilio no
trabalho. Por disponibilizar com tanta cordialidade o uso Laboratorio de
Ecotoxicologia. Neste, agradeco em especial a estudante Eduarda Oliveira
Reis, por toda ajuda nos testes de ecotoxicidade, essenciais ha realizacao

deste trabalho.

A professora Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e a toda equipe
do Laboratoério de Quimica Analitica (LAQUA-UFV), em especial, a Fernanda
Heleno, pelo fornecimento de infraestrutura e imenso auxilio nas analises

cromatograficas.

A professora Paola Alfonsa Vieira Lo Monaco, por suas valiosas

sugestdes na elaboracao do trabalho e amizade.

Ao Mucio, pela imensuravel ajuda em todas as etapas deste trabalho,

pela companhia e por me acalmar nos momentos de dificuldade.

A todos os integrantes do Grupo de Pesquisa em Qualidade
Ambiental (GPQA) pelo apoio e amizade. Em especial, agradeco a Gheila,

Isabela, Junior, Magno e Marta, pela contribuicdo no experimento.

Aos funcionarios Simao, Mazinho e Zé, pela prontiddo em me auxiliar

sempre que necessario.



Aos meus pais, Paulo Roberto e Rosemeire, por serem 0S meus
maiores incentivadores em tudo que tenho realizado, pelo zelo e amor

incondicionais.

Aos amigos e familiares, em especial, aos meus irmaos e sobrinhas,
Widmarch, Gabriel, Duda e Jéssica, pelo incentivo, torcida e por

compreenderem minha auséncia em diversos momentos.



CONTEUDO

LISTA DE FIGURAS ..ot VIII
LISTA DE TABELAS ...t e et aeees X
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS ........cciiieeeie e, Xl
RESUMO ...t e et eaa s X1
AB ST RA CT e et XV
1. INTRODUCAO E OBJIETIVOS ... 1
1.1, INtrOdUGAO GEral........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 1
1.2, ODJEUIVOS ...ttt 4
REFERENCIAS ..ottt nene e 6
CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA .....ceouiiiieeeee et 8
L. INSETICIDAS . ..t e et e e e et e e aeees 8
1.1. Inseticidas organofoSfOrados ..............uuueuuuuiimiiimiiiiiiees 9
0 @ I od [0 o1 ] {0 1 P 10

2. CONTAMINACAO DOS RECURSOS HIDRICOS COM PESTICIDAS 15

2.1. Avaliacdo do potencial de contaminagao...........cccceeevveeeevveeeeevnnnnnnn. 15
2.2. Pesticidas €M AQUAS.........ccooveeeeiiiieiiiiei e 18
3. SISTEMAS ALAGADOS CONSTRUIDOS ......cocovieeeeiectececeeeee e 21
3.1. Plantas utilizadas €m SACS ........cccuiiiiiieeeiii e 22
3.1.1. Ervade biCho ..o 24
3.1.2. Mentha aqUatiCa..........cccevvieiiiiiiiiie e 25
3.1.3. Capimtifton 85 . ....uiiiii i 26
3.2. Sistemas alagados construidos na remocao de pesticidas ............ 26
4. ECOTOXICOLOGIA AQUATICA......ooueeeeeeee e 29
REFERENCIAS ..ottt 32

Vi



CAPITULO 2: ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO ..uvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaee, 40

REMOCAO DO INSETICIDA CLORPIRIFOS EM SISTEMAS ALAGADOS
CONSTRUIDOS CULTIVADOS COM DIFERENTES ESPECIES VEGETAIS

..................................................................................................................... 40
RESUMO ...t e et e e et e e e era e eee 40
AB ST R A CT e 41
1. INTRODUGAO ..ottt 42
2. MATERIAL E METODOS .....ccviitieeeiteeee ettt 45
2.1. Configuracéo dos sistemas alagados construidos de escoamento
subsuperficial horzontal ... 45
2.2. Operagao dO SISTEIMA.........covveieieeee e 46
2.3. Extracdo e quantificacdo do inseticida clorpirifos.............ccccvvvvnnnn.. a7

2.3.1. Extracéao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura... 47

2.3.2. Quantificagdo por cromatografia gasosa...........cccceeeeeeeeeeeneeenn. 48

P2 S = 157 TTo I =ToTo] o) { (oo [0 | o o 48
2.5. Analise estatistica da remocao do clorpirifos........cccoeveeevviieiiininnnnn.. 50
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cccotiuiieeieeece e e 51
3.1. RemoCa0 do CIOrPIrifOS .......ccovviiriiiiiii e 51
3.2. ENsaios de toXiCIdAE ..........ccoviiiiriiiiiiiee e 61
A, CONCLUSOES ......coitiiiiiiiiiieieieisieieie ettt 66
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........ccoiieeieeieeeeeee e 67
REFERENCIAS ..ottt 68

vii



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1: Revisdo de Literatura

Figura 1. Estrutura quimica do clorpirif0Ss..........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 11
Figura 2. Rota de biodegradac&o do clorpirifos ..........cccoeeiviiiiiiiieeiiiiiee. 14

Figura 3. Eletromicrografia de varredura das secfes transversais da raiz (a)
e lamina foliar (b) de erva-de-bicho submetida ao alagamento............. 24

Figura 4. Organismo-teste Daphnia sp. fémea adulta..................ccccvvvnnnnnn. 30

Capitulo 2: Remocao do inseticida clorpirifos em sistemas alagados

construidos cultivados com diferentes espécies vegetais

Figura 1. Cromatogramas da andlise do clorpirifos na agua afluente aos
SACs e em amostras (a) acima do limite de deteccao e (b) abaixo
do limite de deteCCaO0. ......vviieeeieieeece e 52

Figura 2. Potencial hidrogenidnico médio nos SACs ao longo dos TRHs
L2218 o F= o [0 1S PP PPPPPPPPPPPPP 56

Figura 3. Temperatura externa do ar ao longo do experimento.................. 57

Figura 4. Sistemas alagados construidos apés o inicio dos tratamentos (a)
SACy cultivado com menta; (b) SACe cultivado com erva de
bicho; (c) SACt cultivado com capim tifton 85 e (d) SACc sem
AV L=T0 =] = Tok= T PRSPPI 60

Figura 5. Resultados médios do teste de toxicidade das amostras apés
tratamento nos SACs, em que * representa diferenca significativa
com o controle (p<0,05), caracterizando estas amostras como
toxicas. (a) SAC cultivado com capim tifton 85; (b) SAC cultivado

viii



com menta; (c) SAC cultivado com erva de bicho e (d) SAC sem
VEJETAGAD. ...vvuvriiitiiiiiiiiiiii ittt 63



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1: Revisdo de Literatura

Tabela 1. Classificacdo toxicolégica dos inseticidas de acordo com o
MINIStério da SaUde. ...........uuuuriririiiiiiiiiiii s 10

Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas do clorpirifés. ............ccccvveeeee.n. 12

Tabela 3. Método de GOSS para avaliacao do potencial de contaminacdo de
AgUAS SUPEIICIAIS. ..oooeeeie e 17

Tabela 4. Propriedades fisicas e quimicas a 20-25 °C de alguns pesticidas.
.................................................................................................. 18

Tabela 5. Resultados experimentais obtidos em SACs na remediacdo de
aguas contendo PestiCidas........coovveeevveeeiiiiiiii e 28

Capitulo 2: Remocao do inseticida clorpirifos em sistemas alagados

construidos cultivados com diferentes espécies vegetais

Tabela 1. ANAlISE de VANANCIA. .. .cu e 52

Tabela 2. Eficiéncia de remoc¢ao do clorpirifés (%) nos tempos de retencéo
RIAFAULICAL ..o, 53



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ABNT Associacéo brasileira de normas técnicas

ARL Agua residuéria da industria de laticinio

ARS Agua residuéria de suinocultura

CEE Comunidade econdmica europeia

CL50 Concentracao letal mediana

Do Diametro correspondente a 10% do material que

passa, tomado na curva granulométrica

Dso Diametro correspondente a 60% do material que
passa, tomado na curva granulométrica

DBC Delineamento em blocos casualizados

DDT Dicloro-difenil-tricloroetano

DLso Dose letal mediana

DTso Tempo de meia-vida

ECD Detector por captura de elétrons

EEA European environment agency

ELL-PBT Extracdo liquido-liquido e particdo em baixa
temperatura

EPA Environmental protection agency

GUS Groundwater ubiquity score

Ky Constante da lei de Henry

Koc Coeficiente de adsorcédo a materia organica

Kow Coeficiente de particdo octanol/agua

ns N&o significativo a 5% de probabilidade

PEAD Polietileno de alta densidade

pH Potencial hidrogenidnico

xi



POPs
PV

SACs
SACc
SACe
SACw
SACy

SAC-EHSS

TCP
TMP

TRH

*

Poluentes organicos persistentes
Presséo de vapor

Sistemas alagados construidos
SAC sem vegetacao

SAC cultivado com erva de bicho
SAC cultivado com menta

SAC cultivado com capim tifton 85

Sistemas alagados construidos de escoamento
horizontal subsuperficial

3,5,6-tricloro-2-piridinol
3,5,6-tricloro-2 metoxipiridina
Tempo de retencéo hidraulica

N&o significativo a 5% de probabilidade

xii



RESUMO

SOUZA, Tamara Daiane de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2013. Remocao do inseticida clorpirifos em sistemas alagados
construidos cultivados com diferentes espécies vegetais. Orientador:
Alisson Carraro Borges. Coorientadores: Ann Honor Mounteer e Antonio
Teixeira de Matos.

Nas ultimas décadas, tem-se constatado alto indice de contaminacdo dos
recursos hidricos com substancias oriundas de é&reas agricolas. Neste
contexto, destacam-se o0s inseticidas organofosforados, que oferecem
elevado risco para abastecimento publico, dessedentacdo de animais e
preservacao da flora e fauna aquatica. O clorpirifos, incluido nesta classe, é
um inseticida amplamente utilizado no mundo e esta entre os mais utilizados
no Brasil. Face aos danos causados por estas substancias quando alcangam
corpos hidricos, somado a dificuldade de remediacdo destes ambientes,
torna-se essencial o conhecimento de técnicas capazes de minimizar tal
processo. Os Sistemas Alagados Construidos (SACs) mostram-se como
uma alternativa, tendo sido evidenciado em alguns experimentos sua
capacidade de remover contaminantes recalcitrantes, como os pesticidas. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar a capacidade de remediacdo de agua
contaminada com o inseticida clorpirifés, por meio de sistemas alagados
construidos de escoamento horizontal subsuperficial, em que foram
cultivados diferentes macrofitas. Mensurou-se a reducédo da concentracéo do
clorpirifés bem como a reducdo da toxicidade nos tempos de retencao
hidraulica de 24, 48, 96, 144 e 192 h. O experimento foi composto por quatro
SACs construidos em escala piloto: SACc sem vegetacdo; SACt cultivado
com capim tifton 85 (Cynodon spp.); SACy cultivado com Mentha aquatica e
SACk cultivado com Erva de bicho (Polygonum punctatum). A concentracéo
inicial de clorpirifés aplicada em todos os SACs foi de 1 mg L. Antes do
inicio dos tratamentos, aplicou-se esgoto sanitario diluido para insercdo do
biofilme no sistema. Para realizacdo do teste ecotoxicolégico agudo
gualitativo, utilizou-se a espécie Daphnia similis. A analise de variancia
demonstrou que ndo houve diferenca estatistica significativa, em nivel de 5%

de probabilidade, na remocéo do clorpirifos entre os SACs estudados e ao
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longo dos tempos de retencdo hidraulica. Observou-se pelas analises
cromatograficas alta eficiéncia na remocao do inseticida, com média geral de
98,6%, sendo que ja no primeiro tempo de retencdo hidraulica, 24 h, houve
remocdo do clorpirifos para valores inferiores ao limite deteccdo do CG,
implicando em uma eficiéncia maior que 99% para os sistemas SAC., SACy,
SACe e SACy. Tal resultado é atribuido principalmente aos processos de
adsorcdo e degradacdo microbiana. Para o0s ensaios padronizados
gualitativos de toxicidade aguda com Daphnia similis, de forma semelhante
aos resultados de eficiéncia de remocédo do clorpirifés, observou-se para a
maioria das amostras a reducéo de toxicidade acima de 80%. Constatou-se
gue os testes ecotoxicologicos com os efluentes dos sistemas alagados
construidos estudados sdo uma boa opcdo como indicativo da eficiéncia dos
tratamentos e uma promissora alternativa na complementacdo de analises

fisicas e quimicas.
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ABSTRACT

SOUZA, Tamara Daiane de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2013. Removing chlorpyrifos insecticide in constructed wetlands
cultivated with different plant species. Adviser: Alisson Carraro Borges.
Co-Advisers: Ann Honor Mounteer and Antonio Teixeira de Matos.

Over the last decades, it has been found high levels of water contamination
with substances derived from agricultural areas. In this context, we highlight
the organophosphate insecticides, which offer high risk to public drinking,
watering livestock and preservation of aquatic flora and fauna. Chlorpyrifos,
included in this class, is a widely used insecticide in the world and is among
the most used in Brazil. Given the damage caused by these substances
when they reach water bodies, plus the difficulty of remediation of these
environments, it is essential to know techniques to minimize this process.
The constructed wetlands (CWs) are shown as an alternative, and some
experiments have demonstrated their ability to remove recalcitrant
contaminants such as pesticides. The objective of this research was to
evaluate the ability of remediation of water contaminated with the insecticide
chlorpyrifos through horizontal subsurface flow constructed wetlands planted
with different macrophytes. It was measured the reduction of the chlorpyrifos
concentration and the reduction of toxicity over hydraulic retention times of
24, 48, 96, 144 and 192 h. The experiment consisted in four pilot scale CWs:
CWc¢ without vegetation; CW+ cultivated with Tifton 85 (Cynodon spp.); CWy
cultivated with Mentha aquatic and CW¢g cultivated with dotted knotweed
(Polygonum punctatum). The initial concentration of chlorpyrifos applied in all
CWs was 1 mg.L™. Before beginning the treatments, it was applied diluted
sewage for biofilm insertion on the systems. For execution of quality
ecotoxicological acute tests, it was used the specie Daphnia similis. The
analysis of variance showed there was no statistical difference, at the 5%
level of probability, in the removal of chlorpyrifos between the studied CWs
and over the hydraulic retention times. There was a great efficiency in
removing pesticide, with overall average of 98.6%, whereas in the first
hydraulic retention time, 24 h, there was removal of chlorpyrifos to below the

limit of detection, implying at efficiency greater than 99% for the CW¢, CWyy,
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CWEe and CW7r. This result is mainly attributed to adsorption and microbial
degradation. For standard acute toxicity tests with Daphnia similis, in
accordance with results from removal efficiency of chlorpyrifos, for most
samples there was a reduction in toxicity above 80%. Ecotoxicological tests
with effluents of constructed wetland systems studied are a good choice as
an indicator of the effectiveness of treatments and a promising alternative to
complement the physical and chemical analyzes.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducéao geral

Nas ultimas décadas, tem-se constatado alto indice de contaminacao
dos recursos hidricos com substancias oriundas de &reas agricolas. Neste
contexto, destacam-se os pesticidas’, uma classe de compostos que, apesar
de seus evidentes beneficios para a agricultura, oferecem alto risco ao
ecossistema e a salde humana. Dentre os produtos agricolas englobados
pelos pesticidas, encontram-se o0s inseticidas, definidos como toda
substancia ou mistura de substancias utilizadas com a finalidade de prevenir
ou minimizar o aparecimento, destruir e repelir insetos e acaros, bem como

larvas e outras formas de seu desenvolvimento (Midio e Silva, 1995).

Uma vez aplicados em uma area, os inseticidas tenderéo a se difundir
pelos diferentes elementos ambientais (agua, solo, sedimento, ar e biota), de
acordo com suas propriedades fisicas e quimicas, além de caracteristicas do
meio, tais como coeficiente de adsorcdo a matéria organica do solo, meia-
vida no solo e na agua, declividade, tipo de solo da area em que foi aplicado,
regime hidrolégico, velocidade e direcdo dos ventos no local, entre outros
(Poissant et al., 2008). Outra forma de contaminacdo é a emissdo de
efluentes oriundos de industrias fabricantes de defensivos agricolas. Estes
se constituem em risco permanente, pois, além dos despejos normalmente
gerados, existem reais possibilidades de descargas acidentais do processo

industrial e problemas operacionais nas estacfes de tratamento.

Entre os diferentes elementos ambientais, os recursos hidricos tém
sido tema de maior quantidade de estudos associados a contaminacdo com
pesticidas no geral, devido a grande preocupacao em relacdo a qualidade da
agua para abastecimento publico, dessedentacdo de animais e preservacao

da flora e fauna aquatica. Em particular, os inseticidas trazem diversos

! Optou-se neste trabalho o uso da denominag3o “pesticida” por estar fortemente consolidada no

Brasil e amplamente empregada em todos os ramos que o utilizam. Vale ressaltar que a legislacdo

brasileira, por meio do Decreto 4.074/02, trata esse grupo de produtos quimicos como agrotoxicos.
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maleficios quando presentes em &guas naturais, destacando-se o0s
potenciais danos a saude humana, podendo causar efeitos adversos ao
sistema nervoso, intoxicagdo, ter acdo imunodepressora, ser cancerigeno,

mutagénico, entre outros.

Dentre a vasta gama de inseticidas atualmente em uso, destaca-se o
clorpirifés (O,0-dietilO-3,5,6-trichloropiridin-2-yl fosforotioto), que, segundo
Guilherme et al. (2000), esta dentre os mais utilizados no Brasil. Ele € um
composto organofosforado que atua como inseticida e acaricida,
amplamente aplicado por meio de quimigacéo, recomendado para o controle
de diversas pragas (moscas, lagartas, acaros e pulgdes, por exemplo) que
atacam grande namero de culturas no Brasil. Como organofosforado, pode
ser absorvido pelo organismo humano via pele, trato gastrointestinal, por via
respiratoria e via membranas mucosas. Seu risco para a saude humana € o
fato de atuar como inibidor de enzimas (colinesterase), causando sindrome
colinérgica, sendo, portanto, neurotoxico (Pena et al.,, 2003). Por estas
razdes existe grande preocupacdo com relacdo a contaminacdo de corpos

hidricos com este composto.

Face aos numerosos danos causados por inseticidas
organofosforados, especialmente o clorpirifés, quando alcancam corpos
hidricos, somado a dificuldade de remediacdo destes ambientes, torna-se
essencial o conhecimento de técnicas capazes de minimizar tal processo.
Neste sentido, os sistemas alagados construidos (SACs) mostram-se como
uma alternativa promissora, dada suas caracteristicas peculiares, tais como

custo, operacdao e eficiéncia.

Os sistemas alagados construidos, conhecidos na literatura
internacional como constructed wetlands, sdo sistemas artificiais utilizados
no tratamento de aguas residuarias e que consistem em lagoas ou canais,
nos quais sao cultivadas macrofitas (plantas adaptadas a ambientes
alagados). Neste tipo de sistema, atuam processos fisicos, quimicos e
biolégicos, com o objetivo principal de melhoria da qualidade da agua. Os
SACs sdo compostos por quatro compartimentos principais: plantas, meio

suporte (solo ou outros materiais), biomassa microbiana (biofilme) e uma

2



fase aquosa carregada com contaminantes. Assim, a depuragdo da agua se
dard4 por meio do sistema solo-planta-micro-organismos e radiacao solar
funcionando como reatores (Brasil et al., 2007). Em geral, 0s mecanismos
envolvidos, sao: filtracdo no meio suporte e no biofilme, degradacéo
microbiana da matéria orgéanica, absorcdo de nutrientes pelas plantas,
adsorcao no meio suporte e fotodecomposicao (Matos et al., 2009; Dordio, et
al., 2007).

Este tipo de tratamento apresenta como vantagens o relativo baixo
custo de instalacdo e operacdo, pouca necessidade de mecanizacdo do
processo, baixa exigéncia de manutencdo e facil operacdo. Assim, este
sistema oferece uma relacdo custo/beneficio atraente, apresentando-se
como boa alternativa as tecnologias convencionais para a eliminacédo de
diversas contaminantes de interesse agroindustrial. Em adi¢céo, tem-se o fato
gque o Brasil € um pais que oferece condi¢cbes climaticas e ambientais
satisfatorias para implantacdo dos SACs, pois possui clima tropical e areas
disponiveis (Brasil et al., 2007).

Em diversos experimentos com alagados construidos tém-se
mostrado a capacidade desses sistemas de remover, além de carga
organica e nutrientes, contaminantes recalcitrantes, como 0s pesticidas,
propiciando, muitas vezes, a reducdo destes contaminantes a niveis seguros

para a biota e os seres humanos.

Diante das variaveis que influenciam a remocéao de contaminantes na
agua, a escolha da cultura possui papel fundamental. Dentre as funcdes das
macrofitas aquaticas estdo incluidas, além da extracdo substancias contidas
na agua a ser tratada, a transferéncia de oxigénio para o substrato, suporte
para o crescimento de biofilme de bactérias (rizomas e raizes), melhoria na

permeabilidade do substrato e na estética do ambiente (Matos et al., 2009).

A presenca da cultura é de extrema relevancia no uso de SACs para
remocdo de pesticidas, principalmente devido ao suporte para o biofilme,
contribuindo para a adsorcédo e degradacdo do contaminante, uma vez que
estes sd0 0s principais processos na biorremediacdo dos pesticidas
(Agudelo et al., 2012; Gregoire et al., 2008).

3



Dados dispostos na literatura apontam que as culturas erva de bicho
(Polygonum sp.), capim tifton 85 (Cynodon sp.) e horteld de agua (Mentha
aguatica sp.), proporcionaram satisfatéria eficiéncia no tratamento de aguas
residuarias em sistemas alagados construidos (Matos et al., 2009, Ramos,
2011; Avelar, 2012; Ferres, 2012). Estas culturas apresentaram bom
enraizamento, alta produtividade, grande capacidade de remocédo de
nutrientes e contribuiram expressivamente para depuracdo da matéria
organica. Apesar de estudos comprovarem a eficiéncia destas culturas com
relacdo a contaminantes organicos e nutrientes, a literatura carece de dados
a respeito da avaliacdo comparativa de SACs, cultivados com diferentes
espécies vegetais, na remocdo de compostos recalcitrantes, como por

exemplo, o clorpirifés.

Em se tratando da biorremediacdo de pesticidas em agua, tao
importante quanto sua quantificacdo e analise da eficiéncia do tratamento, é
a avaliacdo da reducdo da toxicidade proporcionada pelo sistema. Em
experimentos tem-se verificado que a relagdo concentracdo versus
toxicidade de pesticidas, geralmente néo € linear, devendo ser estudada
caso a caso. Deste modo, ensaios ecotoxicologicos podem ser excelente
ferramenta para auxiliar na tomada de decisdo com relacéo a introducéo de
contaminantes em corpos hidricos, no que se refere a ndo causarem

prejuizos a biota aquatica.

1.2. Objetivos

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a capacidade de
remediacdo de agua contaminada com o inseticida clorpirifés, por meio de
sistemas alagados construidos de escoamento horizontal subsuperficial
cultivados com diferentes macrdéfitas. Foram estabelecidos, ainda, o0s

seguintes objetivos especificos:



e Avaliar a contribuicdo das espécies vegetais Polygonum punctatum,
Cynodon spp. e Mentha aquatica na remoc¢do do contaminante
clorpirifés nos sistemas estudados.

e Aferir a ecotoxicidade aguda da agua afluente e efluente aos sistemas
por meio de ensaios utilizando como organismo-teste a Daphnia
similis.

e Avaliar o efeito da recirculacdo do efluente, ou seja, do tempo de
retencdo hidraulica nos sistemas e estimar o tempo ideal para o
tratamento da agua até niveis seguros com relacdo a remoc¢ado do

pesticida em estudo.

A dissertacao foi redigida na forma de capitulos. No primeiro capitulo
encontra-se uma revisdo bibliografica sobre as caracteristicas dos
inseticidas, a dinamica destes no meio ambiente, o potencial de
contaminagao dos recursos hidricos com os pesticidas bem como o uso de
sistemas alagados construidos para remediacdo de aguas contendo
pesticidas. O segundo capitulo é constituido de um artigo técnico-cientifico
com a metodologia utilizada no experimento, resultados e discussao,

conclusao e sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1. INSETICIDAS

O controle de pragas em culturas agricolas € de extrema importancia,
principalmente dada a necessidade de fornecer alimento a populacéo
conciliado com a otimizacdo do uso da terra. Desta forma, tornou-se
imprescindivel a utilizacdo de pesticidas de diversas classes quimicas, as
guais podem ser citados os herbicidas, inseticidas, acaricidas e fungicidas.
No meio rural em geral, os inseticidas sdo amplamente utilizados, perdendo

apenas para os herbicidas (Mori, 2006).

Os inseticidas sdo definidos como toda substancia ou mistura de
substancias utilizadas com a finalidade de prevenir ou minimizar o
aparecimento, destruir e repelir insetos e acaros, bem como larvas e outras
formas de seu desenvolvimento (Midio e Silva, 1995). Tais praguicidas
englobam compostos bastante diferenciados quimicamente, que podem ser
agrupados em quatro categorias principais: organoclorados, piretréides,

organofosforados e carbamatos (Silva et al., 2001).

O uso generalizado de inseticidas sintéticos pode ser constatado no
século XX, em que na primeira metade predominaram os inseticidas naturais
de origem organica ou inorganica, tais como piretro, rotenona e a nicotina. A
partir da década de 1940, houve uma explosdo no desenvolvimento da
sintese organica, com a inclusdo de produtos com atividade inseticida que
se mostraram mais potentes e mais especificos, substituindo rapidamente o
inseticida de origem natural (Santos et al., 2007). Dentre estes, destaca-se 0
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um organoclorado que teve seu poder
inseticida descoberto em 1939 e foi utilizado intensivamente na agricultura e
na area urbana até a década de 1980. A descoberta de seu poder inseticida
foi uma revolucdo no controle de pragas agricolas e de vetores em saude
publica, uma vez que mesmo utilizado em doses baixas, possuia um alto
poder residual e elevada eficiéncia (FUNASA, 2001). Porém, o uso de

alguns organoclorados foi proibido no Brasil em 1985 para o uso agricola e
8



em 1998 para o uso em campanhas de salde publica, devido a alta

persisténcia ambiental, bioacumulacéo e efeitos toxicos.

Mundialmente, a Convengdo de Estocolmo sobre Poluentes
Organicos Persistentes (POPs) em 2001 destacou a necessidade de
controlar a contaminacdo global produzido por produtos quimicos toxicos
ambientais. O tratado engloba as regulamentacdes globais sobre a producéo
e utilizacdo de pesticidas persistentes, tais como DDT, hexaclorobenzeno,
pesticidas drin (aldrin, dieldrin endrin) (Bakouriet al., 2009). Assim, com as
proibicbes e limitagbes de uso para os organoclorados, o0s inseticidas
organofosforados foram ganhando espaco e sendo cada vez mais utilizados,
e acabaram substituindo gradualmente o0os organoclorados

principalmente devido a sua baixa persisténcia ambiental.

1.1. Inseticidas organofosforados

Os inseticidas organofosforados sdo uma classe de pesticidas
largamente aplicada na agricultura para controlar um numero elevado de
pestes em varias culturas. Em adicdo, possui aplicacdo em industrias e
centros urbanos no controle de vetores. S&o ésteres ou tiois derivados de

acidos fosforicos, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico (Santos et al. 2007).

A principal razdo para amplo uso dos compostos organofosforados
como inseticidas é sua forte atividade biolégica vinculada com sua relativa
instabilidade na biosfera, que se traduz em uma meia-vida no ambiente na
ordem de dias, enquanto que os organoclorados, no geral, possuem uma
persisténcia de anos (Santos et al., 2007). Entretanto, possuem efeito toxico

agudo para seres humanos e outros mamiferos (FUNASA, 2001).

As propriedades fisico-quimicas, toxicologicas e ecotoxicolégicas dos
inseticidas organofosforados sdo as principais ferramentas para antever seu
comportamento ambiental e periculosidade. O Ministério da Saude
classificou toxicologicamente os inseticidas quanto aos produtos técnicos,

ingredientes ativos e produtos formulados. Na Tabela 1 sdo apresentados 0s



graus de toxicidade, a classe toxicoldgica para as formulagdes liquidas e
sélidas, o limite inferior e superior da dose letal oral e dérmica (DLso) para

ratos e a cor da faixa que deve constar no rotulo dos inseticidas.

Tabela 1. Classificagcdo toxicoldgica dos inseticidas de acordo com o
Ministério da Saude.

N DL 50 DL 50 COR DA
TOXICIDADE CLASSE FORMULACAO ORAL (mg Dérmica FA]XA NO
kg™) (mg kg™) ROTULO
Extremamente P
. Liquida <20 <40
Toxico | Sélida <5 <10 Vermelha
L. >40 e
Liquida >20e<
Altamente I Sélida 200 < 400 Amarela
Toxico >5e <50 >10e
<100
L > 400 e
Medianamente quu_lda >200e < < 4000
. 11 Soélida 2000 > Azul
Toxico 50 e < 500 > 100 e
< 1000
‘o Liquida > 2000 > 4000
PoucoToxico v Solida > 500 > 1000 Verde

Fonte: Ministério da Saude (1992).

E importante ressaltar que, apesar do potencial efeito nocivo a satde
humana e ao ecossistema, o0s inseticidas organofosforados séo essenciais
para a manutencdo e desenvolvimento da producdo agricola brasileira.
Portanto, esforcos devem ser direcionados para seu uso controlado,
evitando aplicacbes desnecessarias bem como meios de retencdo destes
compostos nas areas de plantio. Deve-se também promover a
conscientizagcdo dos usuarios do potencial poluidor desses compostos

guando atingem os recursos hidricos (Mori, 2006).

1.2. Oclorpirifés

O Clorpirifés, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 1,
possui nome IUPAC O,0O-dietil O-(3,5,6-tricloro-2-piridila) fosforotioato. E um
inseticida organofosforado e foi inicialmente fabricado e comercializado em

1965 pela Dow Chemical Company nos Estados Unidos. Atualmente € um
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dos cinco inseticidas mais vendidos no Brasil (Guilherme et al., 2000) e

apresenta mais de novecentas formulagoes.

Cl

S~ O\”— cl
/ \ /

Cl

Figura 1. Estrutura quimica do clorpirifos

O clorpirifés atua como inseticida e acaricida, amplamente aplicado
por meio de quimigacdo, recomendado para o controle de diversas pragas
(moscas, lagartas, acaros, pulgdes) que atacam grande numero de culturas
no Brasil, entre as quais estdo o milho, soja, trigo, sorgo, feijao, cafe,
algodao, citros, maca, banana, batata, cenoura, repolho, tomate, couve e
fumo. O clorpirifés age sobre os insetos e acaros por contato, ingestao,
fumigacdo e profundidade, ocasionando disturbios no sistema nervoso
central e provocando sua morte. Como organofosforado, pode ser absorvido
pelo organismo humano via pele, trato gastrointestinal, via respiratoria e
membranas mucosas. Seu risco para a saude humana esta no fato de atuar
como inibidor de enzimas (colinesterase), causando sindrome colinérgica,
sendo, portanto, neurotoxico (Pena et al.,, 2003). Sua classificacdo no
Ministério da Saude é de altamente toxico, Classe Il (ANVISA, 2013).
Assim, existe grande preocupacdo com relacdo a contaminacdo de corpos

hidricos com este composto.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as principais propriedades fisicas e
guimicas do clorpirifés, sendo estas essenciais para o entendimento de seu

comportamento ambiental.
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Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas do clorpirifés.

Propriedades Caracteristicas
Nome quimico 0O,0-dietil O-(3,5,6-tricloro-2-piridila)
fosforotioato
Nome comum Clorpirifés
Massa molecular 350,6 g.mol™*
Formula estrutura CoH1:CI3NOsPS
Estado fisico Solido Cristalino (CNTP)
Cor Branca
Odor Mercaptana
Ponto de fuséo 415-425°C
Ponto de ebulicdo 300 °C
Press&o de vapor a 25°C 2,57 x 10°Pa
Densidade a 21°C 1,51 g mL™
Solubilidade Agua: 1,4 mg L™ a 25°C

Diclorometano: 400 g L™ a 20 °C
Metanol: 250 g dL™ a 20°C
Acetato de etila: 400 g L a 20 °C

Coeficiente de particdo n- 50.000

octanol/agua

Estabilidade a 25°C pH 4,7 -63d
pH6,9-35d
pH8,1-23d

Periodo de caréncia® Feijao: 25d

Demais culturas: 21 d

(a) Intervalo de tempo que deve ser observado entre a aplicacdo do pesticida e a
colheita do produto agricola.
Fonte: Modificado de WHO (2009).

s

O destino ambiental do clorpirifos é afetado, além de suas
propriedades fisicas e quimicas, pelas caracteristicas do solo, praticas de
aplicacdo e condicbes do meio, tais como vento, temperatura, umidade
dentre outros (Halimah et al., 2010). Decorrido certo periodo, o clorpirifos
pode sofrer modificagbes em sua estrutura, a qual se da principalmente

pelos mecanismos de volatilizacéo, hidrolise, fotdlise ou biodegradacao.

A meia-vida de clorpirifés em solo é geralmente entre 60 e 120 dias,
mas pode variar de 2 semanas a mais de 1 ano (EPA, 1999). Esta amplitude
€ atribuida a diversos fatores que influenciam sua degradacéao, tais como pH

do solo, temperatura, clima, umidade, teor de carbono organico, formulacao

12



de pesticidas bem como micro-organismos e flora presente. Na &gua, o
clorpirifés € mais susceptivel a degradacédo, possuindo meia vida de 35 a 78
dias (Racke et al., 1996).

Inicialmente, a degradacdo do clorprifés foi observada em solos
alcalinos e o fendmeno foi relacionado a sua hidrélise em pH elevado. No
entanto, Racke et al. (1996) apontam que quando varios solos de alto pH
foram esterilizados, ocorreu a inibicdo completa da hidrélise do clorpirifés,
indicando que sua degradacdo possuia forte envolvimento dos micro-
organismos. Mais tarde, os mesmos resultados foram confirmados por Singh
et al. (2005).

A biodegradacéo é o fator mais determinante no destino do clorpirifés
no ambiente (Anwar et al.,2009). A biotransformacdo deste inseticida via
micro-organismos tém-se mostrado, na maioria das vezes, similar aos
inseticidas organofosforados no geral. A fosfotriesterase, também chamada
de organofosfatohidrolase, catalisa a degradacéo na primeira etapa. O mais
proeminente metabdlito do clorpirifés nesta fase € o 3,5,6-tricloro-2-piridinol
(TCP). Outros produtos heterociclicos tém sido identificados, incluindo o
clorpirifosoxon (O,O-dietil-O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosfato), desetilclorpirifos
(O-etiloO-3-fosfato,5,6-tricloro-2-piridil) e TMP (3,5,6-tricloro-2 metoxipiridina)
(Anwar et al.,2009). No entanto, o TCP tem sido frequentemente encontrado
em concentragcdes comparativamente mais elevadas do que outros
metabolitos (Karpuzcu et al., 2012). Esta representado na Figura 2, uma rota
de biotransformacé&o do clorpirifés, em que os produtos finais possuem baixa
toxicidade e podem ser utilizados como fonte de fésforo e carbono para

micro-organismos.
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Figura 2. Rota de biodegradacéao do clorpirifos
Fonte: Karpuzcu et al. (2013)
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2. CONTAMINAGCAO DOS RECURSOS HIDRICOS COM PESTICIDAS

Um pesticida dito como “ideal” apenas deveria afetar as espécies alvo
e imediatamente apos ser degradado em substancias nao-toxicas. Todavia,
a situacdo real € que apos a sua aplicacdo, os pesticidas apresentam um
comportamento ambiental complexo, consequéncia de Varios processos
fisicos, quimicos e biolégicos que determinam o0 seu transporte e
transformagédo. O conhecimento do risco de contaminagdo ambiental é de
suma importancia, principalmente com relagdo aos recursos hidricos. Muitas
vezes € possivel adotar medidas capazes de minimizar processos

considerados indesejaveis.

2.1. Avaliagéo do potencial de contaminagao

O transporte de pesticidas no ambiente pode ocorrer por meio da sua
movimentacdo vertical no solo, processo conhecido por lixiviagdo, da
volatilizacdo da molécula ou do escoamento superficial. Na lixiviacdo, os
compostos caminham no perfil, acompanhando o fluxo d’agua, sendo esta a
principal forma de transporte no solo das moléculas nao volateis e soluveis

em agua (Lavorenti et al., 2003).

O destino final dos pesticidas, quando submetidos ao processo de
lixiviacAo sdo aguas superficiais e subterraneas. Filizola et al. (2002)
apontam que o potencial de perda pela lixiviacgdo depende das
caracteristicas do pesticida, do solo, do clima e dos fatores de manejo.
Pode-se citar como fatores preponderantes neste processo a solubilidade da
molécula em agua, a textura e a estrutura do solo e o indice pluviométrico da

regido em questao (Lavorenti et al., 2003).

Em se tratando de pesticidas, a mensuracdo de seu potencial de
lixiviacdo pode se dar de duas formas: direta e indireta. Estimativas diretas
se baseiam na aplicacdo do composto no campo ou em colunas de solo, e
procede-se a analise em diferentes profundidades e em diferentes tempos
apo6s a aplicacdo. J4 a analise indireta € balizada em modelos que utilizam
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parametros para avaliagcao do potencial de lixiviagdo dos pesticidas no solo
(Oliveira Jr. et al., 2001). Neste sentido, alguns modelos para avaliacdo do
potencial de contaminacdo de corpos hidricos tém sido propostos. Os mais
utilizados séo o indice GUS, o método de GOSS e o método de screening
sugerido pela Enviromental Protecty Agency (EPA).

O indice GUS (Groundwater Ubiquity Score), estabelecido por
Gustafson (1989), serve como ferramenta para auxiliar para identificacao de
pesticidas a serem priorizados nas atividades de monitoramento ambiental,
principalmente com relacdo a contaminacdo de &guas subterraneas
(Ferracini et al., 2001). Este indice leva em consideracdo duas propriedades
dos pesticidas: tempo de meia-vida do solo (DT50), ou seja, a persisténcia
da molécula no solo, e coeficiente de adsor¢cédo a materia organica (Kq), que
remete a forca da matriz envolvida no impedimento da lixiviagdo do
pesticida. O indice é expresso na Equacao 1. De acordo com a classificacéo
de Gustafson (1989), moléculas com valores de GUS inferiores a 1,8
apresentam baixo potencial de lixiviagdo. Moléculas com valores superiores
a 2,8 apresentam potencial de lixiviagdo elevado e moléculas com valores

entre 1,8 e 2,8 devem ser analisadas caso a caso

GUS = log (DTsp) X (4 —log(koc)) (Ea. 1)

Em que,
DTso - tempo de meia-vida no solo (dias);

Koc - coeficiente de particdo entre o carbono organico do solo e a agua (mL
g

Ja com relacdo ao potencial de contaminacdo das aguas superficiais
por pesticidas, o método de Goss (Goss, 1992) é amplamente utilizado.
Seus critérios estdo apresentados na Tabela 3, em que trés propriedades
sdo consideradas: meia-vida no solo, coeficiente de adsorcdo a matéria
organica e solubilidade em &gua. Neste método, os pesticidas séo
classificados em alto e baixo potencial de contaminacdo em funcdo do

transporte associado aos sedimentos ou dissolvidos em agua. As
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substancias que ndo se enquadram em nenhum dos critérios citados séo
consideradas de potencial intermediario de contaminacdo para aguas
superficiais (Milhome et al., 2009).

Tabela 3. Método de Goss para avaliagdo do potencial de contaminacao de
aguas superficiais.

Potencial de transporte associado ao sedimento

Solubilidade (mg L

DT50s010(d)® Koc(mL g™)® h
Alto potencial 240 21000 -
240 =500 <0,5
Baixo potencial <1 - -
<2 <500 -
<4 <900 20,5
<40 <500 20,5
<40 <900 >
Potencial de transporte dissolvido em agua
Alto potencial >35 <100000 =1
<35 <700 210 e <100
Baixo potencial - 2100000 -
<1 21000 -
<35 - <0,5
(a) DT50: tempo de meia-vida; (b) Ke.: coeficiente de particdo a matéria

organica.

O método de screening sugerido pela EPA na andlise preliminar de
riscos de contaminacdo de aguas por pesticidas considera 0s seguintes
critérios para classificar um pesticida com alto potencial de lixiviacéo:

e Solubilidade dos pesticidas em agua maior que 30 mg L™

e Coeficiente de adsorcdo a matéria organica do solo (K,) menor que
300 - 500 mL g*;

e Constante da Lei de Henry (Ky) menor que 102 Pa m* mol™;

e Especiacdo: negativamente carregado a pH normal do ambiente (

entre 5 e 8);

e Meia-vida no solo maior que 14 a 21 dias;

e Meia-vida na agua maior que 175 dias.

A constante da Lei de Henry (Ky) também chamada de coeficiente de

particio ambiental ar-agua, juntamente com a pressao de vapor (Pv),
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representa a tendéncia do pesticida a volatilizar ou permanecer na fase

aguosa.

Na Tabela 4 estdo apresentadas as caracteristicas de alguns
pesticidas de modo a permitir a analise de potencial de contaminacdo de
agua por meio dos trés métodos supracitados.

Tabela 4. Propriedades fisicas e quimicas a 20-25 °C de alguns pesticidas.

Solubilidade DT DTso &

Principio  Pressao de : Log Koc (mL % Ky@ (Pam?®
Ativo vapor (Pa) em agyla (mg Koo®  gh)® no _solo hldr_ollse mol™)
L) (dias) (dias)
Clorpirifés 2,7X 10° 1,4 4,77 4981 94 50 1,75
Monocrotofés 2,9 x 10™ miscivel -0,22 1 30 17
Endosulfan 8,3x 10™ 0,32 4,76 12.400 50 - 2,9x 107
Deltametrina  <1,33x10° <0,2x10™ 4,6 - <23 2,5 >0,5
N-cialotrina 1x10° 0,005 6,8 180000 30-80 -
Permetrina 4,5x 10° 0,2 6,1 100000 30 -
Atrasina 3,9x10° 33 2,5 124 50 105-200 2,9x 10"
Simasina 2,94 x 10° 6,2 2,1 115 59 7 3,4x 10"
Glifosato Desprezivel 900.000 24000 47 -
Metolaclor 42x10° 488 2,9 175 101 >200 9 x10*

(a) Kow= coeficiente de particdo octanol/agua; (b) Koc = coeficiente de adsorcdo a
matéria organica; (c) DTs, = tempo de meia-vida; (d) Ky = constatne da Lei de
Henry

Fonte: Modificado de Dores e De Lamonica Freire (2001)

2.2. Pesticidas em aguas

Entre as possiveis rotas de contaminantes no ecossistema, 0s
recursos hidricos tém recebido atencdo especial, principalmente por agirem
como integradores dos processos biogeoquimicos de qualquer regido
(Ribeiro et al., 2007). Tem-se 0 conhecimento da presenca de pesticidas nas
aguas superficiais desde 1940, com a descoberta dos efeitos adversos
resultantes da utilizacdo de DDT e com a crescente conscientizacdo dos

problemas ambientais.

O uso de pesticidas em éareas agricolas no combate de pragas

constitui a fonte difusa destes produtos para os recursos hidricos. As fontes
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pontuais de contaminacdo da a&gua com pesticidas incluem despejos das
industrias fabricantes, acidentes no armazenamento e transporte e no
préprio campo agricola, como em locais de preparacdo das caldas, lavagem
do material de aplicacdo e de eliminagdo das embalagens vazias de
pesticidas, em especial na proximidade de corpos hidricos.

A legislacdo brasileira, por meio do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) na sua Portaria n° 357 de 2005, fixaram limites
maximos de alguns pesticidas organoclorados, organofosforados e
carbamatos de acordo com a classe do corpo hidrico (BRASIL, 2005). O
Ministério da Saude por meio da Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de
2011, estabelece o padrdao de potabilidade, fixando valores maximos
permissiveis para cada contaminante (BRASIL, 2011). No ambito
internacional, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e a Comunidade
Econdmica Europeia (CEE) estabeleceram seus proprios limites maximos
permissiveis para concentragdes ambientais e de consumo humano com

relacdo a presenca de pesticidas.

Analisando alguns estudos de contaminacdo de aguas superficiais
efetuados nos Estados Unidos, entre 1950 e 1990, Larson et al. (1997)
apontaram que, dos 1180 pesticidas ou metabdlitos avaliados, os quais
incluem inseticidas organoclorados de uso restrito ou proibido ha mais de 20
anos, 76 foram detectados em um ou mais cursos de agua. Na Europa,
dados publicados pela Agéncia Europeia do Ambiente (EEA) indicaram
contaminacdo das aguas superficiais com produtos quimicos de origem
agricola, sendo frequente a mencdo de compostos cuja concentracéo

ambiental é superior ao seu valor maximo admissivel (EAA, 2006).

Marino e Ronco (2005) avaliaram a concentracdo do clorpirifos
aplicado nas plantacGes de soja no Pampa argentino que alcancam aguas
superficiais. As amostras foram recolhidas em um periodo de dois anos,
2002 a 2004. Estes autores identificaram que a ocorréncia de clorpirifés esta

relacionada com ocasido de chuvas apés pulverizacdo, sendo que 42% das

19



amostras de agua e todas as amostras de sedimento apresentaram niveis

detectéveis de clorpirifés.

No Brasil, estudos realizados por Laabs et al. (2002) em analise de 29
pesticidas e 3 metabdlitos em amostras de agua superficiais na regido
nordeste do Pantanal Mato-grossense, apontaram deteccdo de pelo menos
um pesticida em 68% das amostras. Os mais encontrados foram
endosulfan, ametrina, metolaclor e metribuzina. Em estudos elaborados por
Filizola et al. (2002), foram analisados os pesticidas trifluralina, endosulfan,
lambda cialotrina, dicofol, captan, metil paration, clorotalonil e clorpirifés em
amostras de agua superficial e subterrinea na regido de Guaira, e
constataram a presenca, apenas em aguas superficiais, de alguns pesticidas
em concentragdes variando de 0,2 a 5,66 pug L™. Marques et al. (2002)
detectaram concentracdes elevadas, em faixas de concentracdo variando de
7 a 35 pg L™ dos pesticidas triclorfon e fenvalerato, ao analisarem amostras
de agua da barragem Boa Esperanca (PI/MA). Resultados semelhantes
foram encontrados por Souza et al. (2004) e Rissato et al. (2004) que, apos
encontrarem tracos de pesticidas em aguas subterraneas e superficiais,
apontam que tal fato € um indicativo da vulnerabilidade de corpos hidricos a

contaminacdo com estes compostos.

No estado de Minas Gerais, um monitoramento mensal de aguas do
reservatorio de Furnas, na regido de Alfenas, indicou uma alta contaminacgao
da represa com pesticidas organofosforados (Santos Neto e Siqueira, 2005).
A pesquisa realizada p6de constatar que em 10% das amostras coletadas
proximas as areas de cultivo, foram encontradas 12,3 ug L*, 13,8 yg L* e

27,4 ug L™ de paration metilico nos meses de analise.

A literatura é vasta no que se refere a relatos de contaminacdo de
corpos hidricos com pesticidas. Deste modo, a remediacdo de ambientes
bem como a mitigacdo do processo de contaminagdo torna-se imperiosa.
Existem alguns métodos capazes de promover a degradacao de pesticidas
aguas, como por exemplo, o tratamento quimico, volatilizacéo,
fotodecomposicdo e incineracdo. No entanto, a maioria deles ndo séao
aplicaveis para a contaminacdo difusa em baixa concentracdo, pois séo
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onerosos, ineficientes e nem sempre sustentiveis (Chishti et al., 2013).
Neste contexto, destacam-se a biorremediacao dos pesticidas, caracterizada

por processos que promovem sua biodegradagéo.

3. SISTEMAS ALAGADOS CONSTRUIDOS

Os sistemas alagados construidos (SACs), também referenciados
como constructed wetlands, tém se destacado como tratamento bioldgico de
aguas residuérias nas ultimas décadas. Estes sistemas constituem-se em
lagoas ou canais, nos quais sao cultivadas, em um meio suporte, plantas
gue toleram ambientes alagados, no geral, macrofitas aquéticas. Neste tipo
de sistema, atuam processos fisicos, quimicos e biolégicos, com o objetivo
principal de melhoria da qualidade da agua (Hammer et al., 1992; Matos et
al, 2010a).

Os SACs sdo compostos por quatro compartimentos principais:
plantas, meio suporte (solo, areia, brita ou outros materiais porosos),
biomassa microbiana (biofime) e uma fase aquosa carregada com
contaminantes. Assim, a depuracdo da agua se dara por meio do sistema
solo-planta-micro-organismos e radiacdo solar funcionando como reatores
(Brasil et al., 2007). Em geral, os mecanismos envolvidos, séo: filtracdo no
meio suporte e no biofilme, degradacdo microbiana da matéria organica,
absorcdo de nutrientes pelas plantas, adsorcdo no meio suporte e

fotodecomposicao (Matos et al., 2009; Dordio et al., 2007).

Este tipo de tratamento apresenta como vantagens o relativo baixo
custo de instalacdo e operacdo, pouca necessidade de mecanizacdo do
processo, baixa exigéncia de manutencéo e facil operacdo. Assim, os SACs
oferecem uma relacéo custo/beneficio atraente, apresentando-se como boa
alternativa as tecnologias convencionais para a eliminacdo de diversos
contaminantes de interesse agroindustrial (Kadlec et al., 2000; Pardue,
2002). Em adicdo, tem-se o fato que o Brasil € um pais que oferece
condicBes climaticas e ambientais satisfatérias para implantacdo dos SACs,

pois possui clima tropical e areas disponiveis (Brasil et al., 2007).
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Existem duas configuracbes basicas para os sistemas alagados
construidos de acordo com o tipo de escoamento: superficial e
subsuperficial, sendo que neste Ultimo, a agua pode fluir horizontalmente ou
verticalmente (Imfeld et al., 2009). Cada tipo de escoamento proporciona um
grau diferente de interacdo do efluente com as raizes, meio suporte e biota
microbiana. Segundo Avelar (2012), os SACs do tipo escoamento
subsuperficial horizontal tém sido os mais estudados, em razdo do menor
potencial para geracdo de odores e um menor potencial para atracdo de

vetores.

Diante das variaveis que influenciam a remoc¢éo de contaminantes na
agua em SACs, a escolha da cultura possui papel fundamental. Dentre as
funcdes das macrofitas aquaticas estdo incluidas, além da extracdo de
nutrientes contidos na agua residuaria, a transferéncia de oxigénio para o
substrato; suporte (rizomas e raizes) para o crescimento de biofilme de
bactérias, melhoria na permeabilidade do substrato e na estética do
ambiente (Matos et al., 2009).

3.1. Plantas utilizadas em SACs

Sao diversas as espécies vegetais que podem ser utilizadas em
sistemas alagados construidos. Todavia, algumas caracteristicas devem ser
consideradas na escolha da cultura, tais como: ser tolerante a condicfes de
alagamento continuo e altas concentracdes de poluentes associados ao tipo
de 4gua que se pretende tratar; viabilidade do seu cultivo em longo prazo;
aspectos estéticos do sistema; ser de rapida propagacéao e crescimento; facil
colheita e manejo e possuir alta capacidade de remocdo de nutrientes e
poluentes. Além disso, € desejado que apresentem denso sistema radicular,
pouca propensao a pragas e doencas e ser passivel de cortes sucessivos e

frequentes (Matos et al., 2008).

Indmeros trabalhos tém mostrado resultados positivos utilizando

diversas espécies ao tratar varios tipos de agua residuarias. Brasil et al.
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(2007), em tratamento de esgoto domeéstico efluente de tanque séptico
utilizando SAC cultivado com taboa (Typha sp.), constataram que a mesma
apresentou bom desempenho e contribuiu para a alta eficiéncia no
tratamento, auxiliando na remocédo de N, P, K, Na e matéria organica. J4 Fia
et al. (2011) avaliaram a capacidade extratora de duas espécies vegetais,
taboa e capim tifton 85 (Cynodon sp.) para o tratamento de agua residuaria
de suinocultura (ARS). Os autores verificaram que o capim tifton demonstrou
melhor desempenho quando comparado a taboa, apresentando alta
capacidade de extracdo de N, P, K, Cu e Zn. Matos et al., 2008, também
utilizando o capim tifton 85, constataram que 0 mesmo se adaptou bem aos
SACs, apresentando bom enraizamento, alta produtividade e grande
capacidade de remover nutrientes e sédio ao tratar dgua residudria da
industria de laticinio(ARL).

Matos et al. (2010a) avaliaram a taboa, o capim tifton-85 e a
Alternanthera philoxeroides no tratamento de ARS e verificaram que as
plantas tiveram eficiéncia equivalente, com bom desempenho no tratamento.
Eustaquio Jr. et al. (2010) constataram que aveia-preta (Avena strigosa

Schreb.) é passivel de ser utilizada em SACs no tratamento de esgoto.

Avelar (2012) realizou o estudo do desempenho da espécie Mentha
aquatica em SACs e concluiu que o cultivo da mesma proporcionou aumento
na remocao de nutrientes, coliformes totais e E. coli no tratamento de esgoto
sanitario. Ramos (2011), em avaliacdo das culturas erva de bicho
(Polygonum punctatum) e capim vetiver (Chrysopogon zizanioide) na
remocdo de poluentes organicos e nutrientes contidos em ARS observou
melhor desempenho da erva de bicho, apesar de ambas apresentarem bom

desempenho.

Hijosa-Valsero et al. (2011) testaram SACs cultivados com taboa e
canico (Phragmites australis) e verificaram que o sistema apresenta
potencial de remocao de antibidticos.

Assim, é fundamental o conhecimento da espécie a ser cultivada no
sistema alagado construido para otimizar o processo e propiciar alta

eficiéncia no tratamento.
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3.1.1. Ervade bicho

A erva de bicho é uma macroéfita aquética da familia Polygonaceae.
Floresce em grande parte do ano, é de facil propagacdo por sementes ou
por pedacos da base do caule, que enraizam no n6. E considerada
infestante em ambientes alagados e solos argilosos ou siltosos-organicos.

A erva-de-bicho esta incluida dentro das espécies de plantas que
respondem favoravelmente a uma baixa oxigenacdo do solo, formando
aerénquimas. Estas estruturas sado uma especializacdo do tecido
parenquimatico em que se desenvolvem grandes espacos intercelulares
preenchidos por gases, geralmente interligados, formando uma fase gasosa
continua que se ramifica por todo o tecido (Figura 3) (Deuner et al., 2007).
As formacdes destas estruturas sao de grande beneficio nos sistemas
alagados construidos, uma vez que aumentam a capacidade da planta de
captar ar atmosférico pelas folhas e transferi-lo para os rizomas e raizes, por
meio dos aerénquimas. A liberacdo de oxigénio na zona radicular cria
condicdes de oxidacdo no meio, que estimula a decomposicdo aerdbia ou
anoxica de poluentes, o crescimento de bactérias nitrificantes e a inativacao
de compostos que seriam toxicos as raizes das plantas (Matos et al.,

2010b). Todavia, seu estudo em SACs ainda € incipiente.

(a) | (b)
Figura 3. Eletromicrografia de varredura das secoes transversais da raiz (a)
e lamina foliar (b) de erva-de-bicho submetida ao alagamento

Fonte: Deuner et al. (2007)
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3.1.2. Mentha aquatica

O género Mentha, pertencente a familia Lamiaceae, compreende
aproximadamente 30 espécies que se desenvolvem em diversas regides da
Europa, Asia, Oceania e América do Sul (Dechamps et al., 2008). A espécie
Mentha aquatica, conhecida como horteld da agua ou menta, € uma planta
herbacea, rizomatosa, perene e de héabito de crescimento prostrado. Sao
facilmente cultivaveis e multiplicam-se por divisdo do caule, estoldes,
estacas ou sementes. A propagacao vegetativa € o processo mais utilizado,
na qual sdo formadas mudas com as mesmas caracteristicas genotipicas da
planta-mée, ocasionando formacdo uniforme da cultura (Brugnera et al.,
1999). As plantas apresentam crescimento rapido e facil, podendo atingir 60
cm de altura. Possuem sistema radicular vigoroso, mas nao suportam
déficits hidricos prolongados (Avelar, 2012), fatores que a tornam potenciais
no uso em SACs.

Os solos mais indicados para o cultivo da menta sdo os de alta
permeabilidade, ricos em matéria organica, com pH préximo ao da
neutralidade e com alto teor de agua. Regifes de climas temperados a
subtropicais sdo recomendaveis para o cultivo. O produto de interesse da
espécie € o0 Oleo essencial, o qual encontra aplicacbes em perfumaria,

cosmeética, higiene pessoal, bebidas, produtos alimenticios.

Em sistemas alagados construidos, alguns experimentos tém
mostrado sua capacidade de reduzir poluentes, principalmente micro-
organismos, uma vez que produzem compostos ou antibioticos que reduzem
alguns patdgenos provenientes de humanos (Stottmeister et al., 2003;
Avelar, 2012).
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3.1.3. Capim tifton 85

O capim tifton 85 (Cynodon sp.) é um hibrido e foi desenvolvido por
Burton et al. (1993), na Coastal Plain Experiment Station (USDA-University
of Georgia). O cultivar é originado do cruzamento de uma introducédo sul-
africana (Pl 290884) com o capim tifton 68. Apresenta porte mais alto,
colmos maiores, folhas mais largas, cor mais verde, rizomas desenvolvidos,
elevado potencial de producdo de matéria seca de alta digestibilidade
(Burton et al., 1993).

O capim tifton 85 possui boas caracteristicas de producdo e elevada
capacidade de crescimento, apresentando grande potencial de uso como
forrageira nas condi¢cdes subtropicais e tropicais. Seu relvado atinge até 1 m
de altura e é resistente a cortes frequentes. A matéria seca produzida, em
condicbes adequadas de manejo e adubacdo, é de boa qualidade,
permitindo bom desempenho animal na producao de leite e carne (Matos et
al., 2008).

Em SACs, alguns experimentos tém verificado que a espécie possui
excelente desempenho, considerando-a apropriada para cultivo nesses
sistemas de tratamento. Além do cultivo de interesse na alimentacao animal,
o capim tifton 85 apresentou ser eficiente na remocdo de nutrientes
aplicados nos SACs, alta produtividade, fechamento homogéneo, denso
sistema radicular e rapida recuperacdo apés o corte (Matos et al., 2010b;
Matos et al., 2008; Fia et al., 2011; Ferres, 2012).

3.2. Sistemas alagados construidos na remocdao de pesticidas

Diversos experimentos com alagados construidos tém mostrado sua
capacidade de remover, além de carga organica e nutrientes, contaminantes
recalcitrantes, como os pesticidas (Moore et al., 2000; Kao et al., 2001;
Braskerud; Haarstad, 2003; Sherrard et al., 2004; Borges et al., 2009;

Maillard et al., 2011). Dordio et al. (2007) ainda acrescentam que conjunto
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de componentes dos SACs propiciam, muitas vezes, reducdo destes

contaminantes a niveis seguros para a biota e os seres humanos.

Elsaesser et al. (2011), estudando a biorremediacdo de uma mistura
contendo 5 pesticidas, verificaram que 0os SACs nao vegetados promoveram
reducdo de 79% na toxicidade da agua, enquanto que nos vegetados foram

alcancadas reducdes acima de 95%.

Maillard et al. (2011), em estudo de contaminantes contidos em agua
de escoamento superficial oriunda de é&rea de vinhedo, mostraram que 0s
SACs possuem plena capacidade de reducdo da concentracdo de
pesticidas. Estes autores avaliaram nove fungicidas, seis herbicidas, um
inseticida e quatro produtos de degradacgéo e verificaram que a remocao
variou de 39% (simazina) a 100% (cimoxanil, glufosinato, cresoxime-metilo e

terbutilazina).

George et al. (2003), em avaliacado de remocao de pesticidas de agua
de drenagem de area de acondicionamento de mudas, mostraram que 0sS
SACs vegetados com Scirpus validus removeram 82,4% de metolacloro e
77,1% de simazina, enquanto os valores registrados nas células néo

vegetadas foram de 63,2% e 64,3%, respectivamente.

Na Tabela 5 estdo compilados alguns dados de literatura
relacionando a eficiéncia alcancada e condicdes experimentais ao se testar

a remocao de pesticidas em SACs.
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Tabela 5. Resultados experimentais obtidos em SACs na remediacdo de 4guas contendo pesticidas

TRH Area Conc. Remocao

Pesticida (d) (m?) nicial média (%) Cultura Referéncia
. 1 - Borges et al.
Ametrina 3,5 24 ImgL 39 Typha latifolia (2009)
MCPA 9 - 10 mg.L™* 60 Sem vegetacdo Dordio et al. (2007)
Metacloro 2,3a 59a @ 0 : : Stearman et al.
0 118 n.r. 82 a 90% Scirpus validus (2003)
Dimetoato, Dicamba,
Trifloxistrobina e 019 120 18a594ng o1 Phalaris arundinacea ~ Csa€sser etal
L (2011)
Tebuconazole
Dimetoato, Dicamba,
Trifloxistrobina e 023 120 18ad594ng o1 Typha latifolia Elsaesser et al.
L (2011)
Tebuconazole
Dimetoato, Dicamba,
Trifloxistrobina e 0,09 120 18a 59104 ng 72 Sem vegetacao Elsaesser et al.
L (2011)
Tebuconazole
Phragmites australis +
. . 0,28 a 1 Schoenoplectusl Maillard et al.
28 Simazina 0,58 54 la30pgl 39 acustris + Typha (2011)
latifolia
. : . Phragmites australis +
Clmoxanl_l, Glufos_lnato, 0,28 a 1 Schoenoplectus Maillard et al.
Cresoxime-Metilo e 54 1a30ugL >99 | is + Tvoh
Terbutilazina 0,58 acustris + Typha (2011)
latifolia
2,3a 59a 1 ~ George et al.
Metolacloro 20 118 3.9mgL 62 a 96 Sem vegetagéo (2003)
Clorpirifos Oas3 1,17 19 pg L™ 93 Scirpus cyperinus (L.) Sherrard, et al.

(2004)

(1) Nao relatado



Apesar de constatada a eficiéncia de sistemas alagados construidos
na remogao de contaminantes organicos, como 0S inseticidas
organofosforados, pouco se sabe sobre os mecanismos de remocao de
contaminantes. Estudos propostos por Imfeld et al. (2009) e Budd et al.
(2011) apontam alguns dos mecanismos de remocgédo e destino de
inseticidas em SACs. Estes autores classificam a remog¢édo em duas formas:
nao destrutiva (sedimentacdo, adsorcdao no sedimento e absorgcdo pelas
plantas) e destrutiva (degradacdo microbiana, fitodegradacdo). A
degradacdo microbiana é o mecanismo preponderante. No entanto, a forte
adsorcédo aos sedimentos pode limitar a disponibilidade bioquimica e, assim,
inibir a acdo microbiana. Fatores como baixas temperaturas e contetudo de

agua também podem limitar tal processo.

Budd et al. (2011) avaliaram o tempo de meia vida (DTso) de alguns
pesticidas em SACs sob condi¢Ges anaerdbias, o qual foi em média, inferior
a um ano para A-cialotrina (156 + 62 d), cipermetrina (139 = 70 d),
esfenvalerate (191 + 87 d) e clorpirifos (106 £ 54 d).

4. ECOTOXICOLOGIA AQUATICA

No contexto da biorremediacéo de pesticidas em agua, tdo importante
guanto sua quantificacdo e analise da eficiéncia do tratamento, é a avaliacao
da reducao da toxicidade proporcionada pelo sistema. Fernandez-Alba et al.
(2001) descrevem que a toxicidade de um contaminante € a resposta
biologica que ele provoca. Estes autores também apontam que a relacao
concentracdo vs. toxicidade de pesticidas, geralmente, € nao linear. Deste
modo, 0s ensaios toxicologicos € uma excelente ferramenta para auxiliar na
tomada de decisdo com relacdo a introducdo de contaminantes em corpos

hidricos de modo a néo prejudicar a biota aquatica.

No ambito da toxicologia ambiental destaca-se a ecotoxicologia, que,
de acordo com o citado por Bretano (2006), € a ciéncia que estuda os
impactos deletérios de poluentes ambientais sobre populacbes de

organismos Vivos ou ecossistemas, considerando a interacdo dos poluentes
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com o meio ambiente. Para aplicacdo dos principios de ecotoxicologia, é
necessario a selecdo de um organismo-teste. Existem varias possibilidades
para o biomonitoramento, dentre os quais pode-se citar espécies de
moluscos, peixes e crustaceos e algumas espécies vegetais (Bretano, 2006).
Para os recursos hidricos e efluentes de sistemas de tratamento, a utilizacdo
do microcrustaceo da espécie Daphnia spp (Figura 4) é amplamente citada
(Knie; Lopes, 2004; Steckert, 2007).

Segundo Knie e Lopes (2004), a utilizacdo de Daphnia spp. como um
organismo teste baseia-se no fato de que seus descendentes sé&o
geneticamente idénticos, assegurando uniformidade de respostas nos
ensaios, além de que a cultura em laboratério sob condi¢cBes controladas é
facil e sem grandes dispéndios. O manuseio é simples, devido ao seu
tamanho relativamente grande em compara¢ado com outros microcrustaceos.
A espécie reage sensivelmente aos inUmeros agentes toxicos e seu ciclo de
vida e reprodugéo é curto. Em adicdo, tem-se o fato de ser indicado pela
ABNT (2009) e ser utilizado internacionalmente para analise da toxicidade
aguda de efluentes liquidos, exercendo um papel importante na comunidade
zooplanctoénica, pois compdem um elo entre os niveis troficos inferiores e

superiores da cadeia alimentar de um ecossistema (Azevedo; Chasin, 2003).

Figura 4. Organismo-teste Daphnia sp. fémea adulta.
Fonte: PlosGenetics, 2011.
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Neste contexto, a grande relevancia da ecotoxicologia deve-se ao fato
de as analises quimicas fornecerem a concentracdo de uma dada
substancia na &gua, nao permitindo informacdes sobre a sua
biodisponibilidade nem sobre os efeitos toxicos que essa substancia as

concentragdes encontradas podem provocar nos seres Vivos.
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CAPITULO 2: ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO

REMOCAO DO INSETICIDA CLORPIRIFOS EM SISTEMAS ALAGADOS
CONSTRUIDOS CULTIVADOS COM DIFERENTES ESPECIES VEGETAIS

RESUMO

O uso de pesticidas em éareas agricolas é indispensavel para manter o
elevado nivel de produgcdo bem como otimizar o uso da terra. Entretanto,
estes compostos podem proporcionar efeitos adversos quando alcangam os
recursos hidricos, dada sua elevada toxicidade. O estudo proposto teve
como objetivo avaliar a capacidade de remediacdo de agua contendo o
inseticida clorpirifds, por meio de sistemas alagados construidos de
escoamento horizontal subsuperficial cultivados com as espécies Polygonum
punctatum, Cynodon spp. e Mentha aquatica operados sob diferentes
tempos de retencdo hidraulica: 24, 48, 96, 144 e 192 h. A eficiéncia do
sistema foi baseada na reducdo da concentracdo inicial do clorpirifos e
toxicidade da agua contaminada, sendo a concentracéo inicial do clorpirifos
de 1 mg L' para todos os sistemas. Os resultados mostraram que 0s
sistemas alagados construidos sdo uma excelente alternativa na
biorremediacdo do inseticida clorpirifés no meio aquoso, podendo ser
aplicado para o tratamento de aguas de escoamento de areas agricolas.
Observou-se média geral de eficiéncia na remocéo do inseticida de 98,6 %,
sendo que ja no primeiro tempo de retencéo hidraulica, 24 h, houve remocao
do clorpirifés para valores inferiores ao limite deteccdo para todos os SACs.
Tal resultado é atribuido principalmente aos processos de adsorcdo e
degradacdo microbiana. Para o0s ensaios padronizados qualitativos de
toxicidade aguda com Daphnia similis, para a maioria das amostras
observou-se a reducao de toxicidade acima de 80%. %. Constatou-se que 0s
testes ecotoxicolégicos com os efluentes dos sistemas alagados construidos
estudados sdo uma boa opcéo como indicativo da eficiéncia dos tratamentos
e uma promissora alternativa na complementacdo de analises fisicas e
guimicas.

Palavras chave: alagado construido; biorremediacéo; pesticidas.
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ABSTRACT

The use of pesticides in agricultural areas is essential to maintain the high
level of production and optimize the use of land. However, these compounds
may provide adverse effects when they reach water resources due its high
toxicity. The proposed study had as goal to evaluate the ability of remediation
of water contaminated with the insecticide chlorpyrifos through horizontal
subsurface flow constructed wetlands cultivated species Polygonum
punctatum, Cynodon spp. and Mentha aquatica at different hydraulic
retention times: 24, 48, 96, 144 and 192 h. The system efficiency was based
on the reduction of the concentration and toxicity of contaminated water, with
initial concentration of chlorpyrifos 1 mg L™ for all systems. The results
showed that the constructed wetland systems are an excellent alternative in
the bioremediation of insecticide chlorpyrifos in the agueous medium and can
be applied for treating water flow from agricultural areas. It was observed
overall average removal efficiencies of 98.6 % of the insecticide, and in the
first hydraulic retention time, 24 h, there was removal of chlorpyrifos to below
the limit of detection for all CWs. This result is mainly attributed to adsorption
and microbial degradation. For standard acute toxicity tests with Daphnia
similis, for most samples there was a reduction in toxicity above 80%.
Ecotoxicological tests with effluents of constructed wetland systems studied
are a good choice as an indicator of the effectiveness of treatments and a

promising alternative to complement the physical and chemical analyzes.

Keywords: constructed wetland; bioremediation; pesticides.
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1. INTRODUCAO

O uso de pesticidas em areas agricolas é indispensavel para manter o
elevado nivel de producdo bem como otimizar o uso da terra. Entretanto,
estes compostos podem proporcionar efeitos adversos quando alcangam os
recursos hidricos, dada sua elevada toxicidade (Karpuzcu et al., 2013). O
escoamento superficial (runoff), oriundo das lavouras, constitui-se uma
importante fonte difusa de contaminacdo de corpos hidricos, contribuindo
para o comprometimento da qualidade da agua para abastecimento publico,
dessedentacdo de animais e preservacao da flora e fauna aquatica (Budd et
al., 2011).

Os pesticidas podem ser agrupados quanto sua finalidade de uso
(herbicida, inseticida, fungicida, acaricida) ou quanto a classe quimica
(organoclorados, piretréides, organofosforados e carbamatos). Devido a alta
persisténcia e toxicidade de inseticidas organoclorados, tem-se buscado a
formulacdo de compostos ambientalmente menos problematicos. A
utilizacéo de inseticidas organofosforados surge como uma alternativa, uma
vez que sao mais biodegradaveis e considerados biologicamente mais
eficientes (Karpouzas; Singh, 2006). Atualmente, o0s inseticidas
organofosforados estdo entre os inseticidas mais utilizados no Brasil e sdo

amplamente utilizados em todo o mundo (Jardim e Caldas, 2012).

Dentre os inseticidas organofosforados, destaca-se o Clorpirifos (O,0O-
dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il fosforotioato), que é globalmente produzido
e largamente utilizado, tanto agricultura quanto em areas urbanas (Moore et
al., 2002). O clorpirifés € aplicado em areas agricolas para o controle de
diversas pragas que atacam grande numero de culturas no Brasil. Como
organofosforado, a exposi¢cdo cronica humana para este pesticida e o
consumo de &gua contaminada pode causar em longo prazo, efeitos
mutagénicos, neuroldgicos, neuropatias, encefalopatias e distlrbios visuais
(Agudelo et al., 2010). Assim, existe grande preocupacdo com relacdo a

contaminacao de corpos hidricos com este composto.
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Em muitas pesquisas tem se verificado o sucesso do uso de sistemas
alagados construidos (SACs) como alternativa de baixo custo no tratamento
de &guas residuarias (Brasil et al., 2007; Matos et al. 2008; Matos et al.,
2009, Fia et al., 2011), incluindo agua de escoamento superficial (Moore et
al., 2002; Poissant et al., 2008; Mustafa et al., 2008; Maillard et al., 2011).

Os SACs sao sistemas artificiais que consistem em lagoas ou canais,
nos quais sao cultivadas macréfitas ou plantas com boa adaptacdo a
ambientes alagados. S&o0 compostos por quatro componentes principais:
plantas, meio suporte (solo ou outros materiais), biomassa microbiana
(bioflme) e uma fase aquosa carregada com contaminantes. Assim, a
depuracdo da agua se darda por meio do sistema solo-planta-micro-
organismos e radiagao solar, funcionando como reatores (Brasil et al., 2007).
Em geral, os mecanismos envolvidos, séo: filtracdo no meio suporte e no
biofilme, degradagdo microbiana da matéria organica, absor¢do de
nutrientes pelas plantas, adsorcdo no meio suporte e fotodecomposicao
(Matos et al., 2009; Dordio, et al., 2007).

Este tipo de tratamento apresenta como vantagens o relativo baixo
custo de instalacdo e operacdo, pouca tecnificacdo no processo, baixa
exigéncia de manutencéo e facil operacdo. Assim, os SACs oferecem uma
relacdo custo/beneficio atraente, apresentando-se como boa alternativa as
tecnologias convencionais para a eliminacdo de diversos contaminantes de

interesse agroindustrial.

A eficiéncia do sistema alagado construido pode ser influenciada por
diversos fatores, como temperatura, tempo de retencdo hidraulica (TRH) e
cultura utilizada. Esta ultima exerce importante papel no processo de
biodegradacdo, sendo suas principais funcdes: extracdo de substancias
contidas na agua a ser tratada; transferéncia de oxigénio para o substrato;
suporte para o crescimento de biofiime de bactérias (rizomas e raizes);
melhoria na permeabilidade do substrato e na estética do ambiente (Matos
et al., 2009). Dados dispostos na literatura apontam que as plantas erva de
bicho (Polygonum spp), capim tifton 85 (Cynodon spp.) e Mentha aquatica,

proporcionaram satisfatoria eficiéncia no tratamento de aguas residudrias em
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sistemas alagados construidos (Matos et al., 2009, Ramos, 2011; Avelar,
2012; Ferres 2012). Estas culturas apresentaram bom enraizamento, alta
produtividade, grande capacidade de remocédo de nutrientes e contribuiram

expressivamente para depuracdo da matéria organica.

E consenso a elevada eficiéncia dos sistemas alagados construidos
na remocgao de carga organica e alguns nutrientes, tais como N, P e K
(Matos et al., 2010; Saeed; Sun, 2011; Avila et al., 2013). Em adic&o,
experimentos com alagados construidos tém mostrado sua capacidade de
remover contaminantes recalcitrantes, como o0s pesticidas (Moore et al.,
2000; Kao et al., 2001; Braskerud; Haarstad, 2003; Sherrard et al., 2004;
Borges et al., 2009; Maillard et al., 2011; Agudelo et al., 2012). Dordio et al.
(2007) ainda acrescentam que o conjunto de componentes dos SACs
propiciam, muitas vezes, reducdo destes contaminantes a niveis seguros
para a biota e os seres humanos. Entretanto, ainda € incipiente estudos a
respeito da avaliacdo comparativa de SACs, cultivados com diferentes
espécies vegetais, na remocado de inseticidas organofosforados, como por

exemplo, o clorpirifés.

O estudo proposto teve como objetivo principal avaliar a capacidade
de remediacdo de agua contendo o inseticida clorpirifés, por meio de
sistemas alagados construidos de escoamento horizontal subsuperficial
cultivados com as espécies Polygonum punctatum, Cynodon spp. e Mentha
aquatica em diferentes tempos de retencao hidraulica (TRH). A eficiéncia do
sistema foi avaliada pela reducdo da concentracdo de clorpirifés e da

toxicidade da 4gua previamente contaminada com este principio ativo.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo situada nas
dependéncias do Laboratério de Hidraulica, pertencente ao Departamento
de Engenharia Agricola da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa,
Minas Gerais de setembro de 2012 a janeiro de 2013.

2.1. Configuracdo dos sistemas alagados construidos de

escoamento subsuperficial horizontal

O experimento foi composto por quatro sistemas alagados
construidos de escoamento subsuperficial horizontal construidos em escala
piloto, os quais serdo referenciados neste trabalho como SACs. Para a
remediacdo da agua contendo o inseticida clorpirifds, testou-se 3 unidades
contendo diferentes tipos vegetacdo e um controle, ndo vegetado. Os SACs
foram constituidos por recipientes do tipo “cocho”, fabricados em polietileno
de alta densidade (PEAD). Cada unidade possuia dimensfes internas de
0,35 m de altura, 0,5 m de largura e 2,0 m de comprimento, totalizando uma
area superficial de 1,0 m? e volume total de 350 L. Os SACs foram colocados
nas bancadas existentes no interior da casa de vegetacdo a uma altura de
0,6 m, sem declividade. Os cochos foram preenchidos com brita “numero
zero” (didametro Dgp = 7,0 mm, coeficiente Dgo/D1o = 1,6, indice de vazios de
0,484 m* m™®) até a altura de 0,30 m, deixando-se uma borda livre de 0,05 m.
O nivel de agua foi mantido a 0,05 m abaixo da superficie do material

suporte.

A montante de cada SAC, instalou-se um reservatorio com
capacidade de 60 L que continha a agua afluente. Esta agua era bombeada
por meio de bombas dosadoras Comcept Plus (Prominent) para o interior do
sistema, sendo a vazao definida pelo tempo de retencéo hidraulica (TRH). A
vazdo era aferida uma vez por dia, e quando necesséario, realizava-se o
ajuste. A saida era composta por tubos de PVC de 32 mm, encaixados a

uma altura de 2,0 cm do fundo de cada SAC formando um braco movel que
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possibilitava a regulagem do nivel de &agua dentro do sistema.
Imediatamente abaixo do sistema de drenagem havia recipientes de coleta
da agua efluente.

2.2. Operagao do sistema

As quatro unidades experimentais que constituiam o sistema foram:
SACc sem vegetacdo; SACt cultivado com capim tifton 85 (Cynodon sp.);
SACy cultivado com menta (Mentha aquatica); e SACe cultivado com Erva
de bicho (Polygonum punctatum). Uma vez que um componente essencial
do sistema alagado construido é o biofiime formado no meio suporte e
raizes, antes de ser alimentado com a 4gua contendo o inseticida clorpirifés,
realizou-se o aporte de esgoto domeéstico para insercdo de matéria organica
no sistema, bem como fornecimento de nutrientes as culturas. Portanto,
apos a construcao das unidades de tratamento e implantacdo das espécies
vegetais, todos os sistemas receberam, por 30 dias, esgoto sanitario diluido
(proporcdo de 25% esgoto e 75% agua), visando o completo
estabelecimento da vegetacdo e formacdo do biofilme no substrato, sendo,

posteriormente, iniciados os tratamentos especificos.

A solucdo contaminada com o pesticida foi formulada adicionando-se
o inseticida comercial Clorpirifos Lorsban 480 BR a agua tratada,de modo a

obter uma concentracao final de 1,0 mg L™ do principio ativo.

Para o tratamento da agua contendo o clorpirifés, foram estabelecidos
0S seguintes tempos de retencdo hidraulica (TRH): 24, 48, 96, 144 e 192
horas, os quais foram obtidos por meio da recirculacdo do efluente. Estes
tempos foram adotados com base na literatura consultada, a qual indica que
nos sistemas alagados construidos as condicdes sédo favoraveis a
degradacédo, o que diminui o tempo de meia vida do clorpirifés bem seu
periodo de caréncia. Ademais, a adocdo de TRHs muito elevados,

superiores a 7 d, iriam ser inviaveis em aplicacdes reais de campo.

As andlises de quantificacdo do inseticida no efluente foram
realizadas a cada recirculacdo, o que possibilitou obter a eficiéncia do

sistema a cada TRH proposto. Foram realizados trés ciclos de andlise, cada
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um configurando uma repeticdo do experimento. Ou seja, ao término de 192
h, todo efluente era devidamente descartado e um novo afluente formulado,
com concentracao inicial de 1,0 mg L™, sendo este submetido aos mesmos
processos de recirculagdes, proporcionando os mesmos TRHs. Entre cada
ciclo, foi dado um intervalo de 10 dias, com passagem de agua limpa nos

SACs e aporte de esgoto sanitario na mesma proporgao anterior.

2.3. Extracdo e quantificacdo do inseticida clorpirifés

2.3.1. Extracdo liquido-liguido com particdo em baixa
temperatura

A separacdo do pesticida organofosforado clorpirifés da agua foi
realizada de acordo com metodologia proposta por Viera et al. (2007)
denominada Extracdo Liquido-Liquido e Partichio em Baixa Temperatura
(ELL-PBT) com adaptacdes para a extracdo especifica do clorpirifos
otimizada por Alves (2012) no Laboratorio de Quimica Analitica (LAQUA) do

Departamento de Quimica da UFV, conforme descrito a seguir:

(i) extracao do clorpirifés com o uso de solvente organico, adicionando-se 10

mL de acetonitrila a 10 mL da agua a ser analisada;

(i) a mistura homogénea descrita anteriormente foi agitada a 175 rpm, em

mesa agitadora, durante 10 min;
(ii) o material foi resfriado a -20 °C por, no minimo, 2,0 h;

(iv) Apos esse periodo, estando a agua congelada, a fase organica liquida
sobrenadante foi recuperada e submetida a andlise por cromatografia

gasosa.
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2.3.2. Quantificagdo por cromatografia gasosa

A andlise dos extratos organicos, para a quantificacdo do clorpirifos,
foi realizada em um cromatografo a gas da marca Shimadzu modelo GC-
2014 com detecc¢do por captura de elétrons Ni (CG/DCE), auto injetor AOC-
20i. As corridas foram gerenciadas pelo software Shimadzu GCsolution.

A identificagdo do clorpirifdés nos cromatogramas foi feita pela
comparacao do tempo de retencdo do analito nos extratos das amostras
com o tempo de retencéo de solugcdes padréo de clorpirifés.

A coluna utilizada e as condi¢des analiticas estdo descritas a seguir.

— Coluna capilar ZB-5, Zebron, Phenomenex (USA) com fase
estacionaria composta de 5 % fenil e 95 % dimetilpolissiloxano, 30 m
de comprimento; 0,25 mm de didmetro interno e 0,1 um de espessura
de filme;

— Programacéao de temperatura da coluna:

40°C min~1

150 °C (2 min) ——— 290°C (2,5 min)

— Tempo total de andlise: 8 minutos;

— Temperatura do injetor: 280 °C;

— Temperatura do detector (ECD): 300 °C;
— Volume injetado: 1,0 uL;

— Gas de arraste: Nitrogénio;

— Vaz&o do gas de arraste: 1,2 mL.min?;

— Divisao de fluxo: 1:5.

A quantificacdo do clorpirifés no extrato foi realizada pela comparacao
entre as areas do clorpirifés referentes as amostras e as areas referentes as

solucdes padréo.

2.4. Ensaio ecotoxicolégico

Para realizacdo do teste ecotoxicolégico agudo, utilizou-se a espécie

Daphnia similis. Seguiu-se metodologia proposta pela Associacao Brasileira
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de Normas Técnicas — ABNT que normatizou o teste por meio da NBR
12.713 (ABNT, 2009). Foi utilizado o teste qualitativo.

Neste procedimento, as amostras coletadas do afluente e do efluente
aos SACs foram testadas baseando-se na exposicdo de neonatos de
Daphnia similis, de 6 a 24 horas de idade, além de frascos controle (sem
adicdo de amostra). Para cada teste foi observada a imobilidade e a
mortalidade dos individuos apds o periodo de exposicdo de 48 h. A partir
dos dados de imobilidade e mortalidade dos organismos, procedeu-se a
andlise estatistica dos dados de acordo com o proposto pela EPA (2002),
sendo a normalidade verificada pelo teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade
das variancias pelo teste F. Como nenhuma das amostras apresentaram
normalidade e homogeneidade conjuntamente, o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon foi aplicado para comparacdo dos resultados do controle com os
contendo a agua contaminada por meio do software SigmaPlot 11.0. O
resultado do teste qualitativo € expresso como toxico ou nao toxico. Quando
a percentagem de imobilidade na amostra foi significativamente maior que o
controle (nivel de significancia escolhido exemplo p < 0,05), caracteriza-se
como “toxico” e quando nao houver diferenca significativa “ndo toxico”.
Adicionalmente, foi determinada a reducéo da toxicidade proporcionada pelo
tratamento, analisando a mortalidade/imobilidade dos organismos na agua

afluente e efluente ao tratamento, utilizando-se a Equacéao 1.

Reducio Toxicidade (%) = (1 — M) x 100 (Eg. 1)

Mafluente
Em que

Mefiuente — Mortalidade/imobilidade dos individuos na amostra efluente ao
SAC

Masiuente — Mortalidade/imobilidade dos individuos na amostra afluente ao
SAC
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2.5. Analise estatistica da remocéao do clorpirifés

O experimento foi montado segundo um esquema de parcelas
subdivididas, tendo nas parcelas os tratamentos (tipo de vegetacdo ou
auséncia de vegetacao) e, nas subparcelas, o tempo, no delineamento em
blocos casualizados (DBC), sendo que cada ciclo representa um bloco.

Os dados de reducdo de concentragdo do contaminante dos
tratamentos foram submetidos a analise de variancia utilizando o software
ASSISTAT 7.6 beta (2013).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Remocéo do clorpirifos

O método de quantificacdo por cromatografia gasosa utilizado
apresentou limite de deteccdo de 10 ug L. Nas amostras em que n&o foi
possivel a identificacdo do pico referente ao inseticida clorpirifés, assumiu-se
sua concentracao igual ao limite de deteccdo para a analise estatistica dos
dados, ou seja, igual a 10 pg L™, assim como no trabalho de Matamoros et
al. (2007). Portanto, nestes casos, a eficiéncia alcancada € maior que 99%,
uma vez que a concentracdo do clorpirifés na agua afluente é de 1 mg L™
Na Figura 1 estdo dispostos alguns dos cromatogramas obtidos. Observou-
se boa linearidade na curva analitica, o que confere confiabilidade na
quantificacdo do clorpirifés nas amostras (r*> = 0,99). A porcentagem de
recuperacao obtida no procedimento de extracao utilizando o principio ativo
puro foi de 93%. Na andlise de uma amostra da agua afluente, obteve-se
concentracdo de clorpirifés de 0,94 mg L™, a qual se encontra préxima a
formulac&o da calda aplicada (1 mg L) e dentro do limite aceitavel, uma vez

gue foi aplicado o clorpirifos comercial e ndo o de grau analitico.

51



uV(x100,000)

Agua afluente <«—
(Lmg L™
5.0

2.5
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4.6 4.7 4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4  min
(a)
uV(x100,000)
—> Agua afluente
5.0l (1 mg L'l)
2.5
Amostra

0.0|

4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00 min

(b)
Figura 1. Cromatogramas da analise do clorpirifdés na agua afluente aos
SACs e em amostras (a) acima do limite de deteccao e (b) abaixo
do limite de deteccéao.

Na Tabela 1 estd apresentada a analise de variancia dos dados de
eficiéncia na remocdo do inseticida clorpirifoés nos sistemas alagados
construidos estudados (parcela) ao longo dos tempos de retencao hidraulica

(subparcelas).

Tabela 1. Analise de variancia.

FV GL SQ QM F
Blocos 2 151508  7.5754  1.4296 ns
SACs 3 15.8969 52990 1.0000 ns

Residuo (a) 6 31.7938 5.2990
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Parcelas 11 62.8415

TRH 4 17.3386 4.3346 0.9544 ns
SACs x TRH 12 55.3266 4.6106 1.0152 ns

Residuo (b) 32 145.3303  4.5416

Total 59 280.8370

ns- nao significativo (p 20.05)

Como pode ser observado na Tabela 1, ndo foi necessaria a
aplicacdo do teste de comparacdo de médias uma vez que o F de interacédo
nao foi significativo. Ou seja, ndo houve diferenca estatistica, ao nivel de 5%
de significancia, na remocéo do clorpirifés entre os SACs estudados e ao
longo dos tempos de retencdo hidraulica. Na Tabela 2 apresentam-se o0s
valores médios de eficiéncia de remocdo do inseticida nos 4 sistemas

alagados construidos ao longo dos tempos de retenc¢éo hidraulica.

Tabela 2. Eficiéncia de remocéo do clorpirifos (%) nos tempos de retencao

hidraulica.
TRH
SAC
24 48 96 144 192
SACc >99 >99 >99 >99 08
SACe >99 >99 93 >99 98
SACwm >99 >99 >99 >99 >09

SAC+ >99 >99 >99 >99 >09
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Apesar de ndo terem sido constatadas diferengas estatisticas entre os
tratamentos, nota-se alta eficiéncia na remocéo do inseticida, com média
geral de 98,6% e médias variando de 93 a maior que 99% na remocdo do
clorpirifés para os sistemas alagados construidos estudados. E importante
salientar que tal remocéo refere-se apenas ao composto clorpirifés, nao
sendo monitorado seus metabdlitos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Agudelo et al. (2010)
ao estudar a remocao do clorpirifds em sistemas alagados construidos de
escoamento horizontal subsuperficial cultivados com canico (Phragmites
australis). A concentracéo afluente variou de 209,7 pg.L™" a 425,6 pg.L™ e
coletou-se amostra 1, 7, 11 e 15 dias apoOs aplicagdo. Os autores
verificaram uma eficiéncia média de remocado 96.2% com valores variando
de 92,2% a 97,4%, ndo sendo abordada a influéncia do tempo nos

resultados.

Moore et al. (2002), também em avalicdo da remocdo do clorpirifés
em SACs, obtiveram elevadas eficiéncias. Os autores avaliaram as
concentracdes afluentes de 73, 147, e 733 pg L™ de clorpirifés em sistemas
alagados cultivados com uma combinacao de culturas, sendo as principais
Juncus effusus, Leersia sp. e Ludwigia sp. As eficiéncias alcancadas
variaram, em média, de 84~91% em um tempo de exposicao total de 84 d,

sendo a maior parte da remocao observada nos primeiros 7 dias.

Sherrard et al. (2004), em alagados construidos cultivados com
Scirpus cyperinus, estudaram a viabilidade da remocdo de clorotalonil
(fungicida) e clorpirifés. Avaliou-se a remocdo em tempos de retencéo de O,
3, 6, 12, 24, 48 e 72 h para uma aplicacdo de 0,90 pg L™ de clorpirifés. Foi
verificada uma concentracdo menor que 0,1 pg L' j& na primeira
amostragem, no TRH de 3 h, para o inseticida. Em uma segunda fase do
experimento, foi aplicado 19.9 pg L™ de clorpirifés e avaliou-se a eficiéncia
nos tempos de 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 6; 9; 12; 19; 24, 30; 36; 45; 48; 53;
57,5; 66 e 72 h. Foi verificado um decaimento de 93 % (1,46 pg L™) nas
primeiras 6 h de retencéo, e a partir deste tempo ndo houve mais reducdes

significativas. Tais resultados vdo de encontro aos resultados aqui

54



encontrados, uma vez que foi constatada elevada remoc¢éo do clorpirifés ja
no TRH de 24 horas, sendo esta superior a 99 % para todos os sistemas
alagados construidos estudados, incluindo o sem vegetacdo. Assim,
observa-se que o tempo de retencdo hidraulico de 24 h €, possivelmente,
superior ao necessario para remocdo do inseticida clorpirifés aos niveis de

99 % nas condic¢des estudadas.

A elevada eficiéncia dos quatro sistemas alagados construidos em
estudo pode ser atribuida a juncdo de fatores construtivos, como altura da
lamina de agua, fluxo, granulometria do meio suporte e as funcbes
desempenhadas por cada constituinte do sistema (meio suporte, plantas,
biofilme, radiacdo) (Agudelo et al., 2010) e caracteristicas do inseticida
estudado.

O processo inicial de remocéao do clorpirifos nos SACs é sua adsor¢ao
nas raizes das plantas e meio suporte (Budd et al., 2011). Nesta etapa, 0
biofilme possui papel fundamental, uma vez que a superficie da matéria
organica presente permite maior adsor¢cdo do pesticida. Entretanto, a forte
adsorcao pode limitar a biodisponibilidade do pesticida para a degradacéo,
aumentando sua persisténcia no meio. Neste experimento, como houve
aporte de esgoto sanitario antes de se iniciar os tratamentos, acredita-se que
0 processo de adsorcdo nas raizes e brita foi seguramente favorecido,

implicando na remocéao do clorpirifés do meio aquoso.

Juntamente com a adsorcao, processos bidticos e abidticos irdo atuar
promovendo a degradacdo do pesticida. Nesta fase, a degradacao
microbiana atua intensamente, sendo a principal via de degradacdo do
clorpirifés (Yang et al., 2005). Segundo Budd et al. (2011), quanto maior o
contetdo de material organico no sistema, maior a estabilidade microbiana.
Deste modo, mais uma vez o fornecimento de esgoto domeéstico no inicio
dos trés blocos do experimento foi determinante para a alta eficiéncia de
remocdo, propiciando a insercdo de uma biota adequada para a

biodegradacao.
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Além do contetudo organico, a atividade microbiana nos sistemas

alagados construidos é influenciada pelo pH, temperatura e tempo de
contato com o contaminante (Budd et al., 2011).

O pH foi medido nas amostras coletadas durante a conducdo do
experimento e os valores médio obtidos encontram-se na Figura 2, sendo o
pH da agua afluente ao sistema de 7,7. Observa-se que nao houve grandes
variagdes nos valores de pH para todos os SACs ao longo dos tempos de
retencdo, os quais foram mantidos entre 7,6 e 8,0. Tal fato beneficia
atividade microbiologica, sendo a faixa de pH ideal para as bactérias
responsaveis pela degradacdo organica de 6,0 a 9,5 (Metcalf; Eddy, 2003) e
também permite um possivel reuso desta dgua para outros fins, como por

exemplo, irrigacgao.

A temperatura externa também favoreceu o processo de degradacéo
microbiana. Na Figura 3 estdo as temperaturas médias diarias durante o
experimento. Verifica-se que a temperatura externa se manteve acima de 20
°C durante quase todo o periodo, e portanto, ndo foi um fator limitante para a
atividade das bactérias. Em adicdo, o fato de o experimento ter sido
conduzido no interior de uma casa de vegetacao possibilita uma temperatura

interna maior com relagcao a externa.

8,5 -
8 .
7,5 - i - —e—SAC-M
T
e 7 4 ——SAC-T
—e—SAC-E
6,5 -
—%—SAC-C
6 T T T 1
0 48 9% 144 192

TRH (h)
Figura 2. Potencial hidrogeniénico médio nos SACs ao longo dos TRHs
estudados.
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Figura 3. Temperatura externa do ar ao longo do experimento

O clorpirifos e seu principal produto de degradacdo, o TCP (3,5,6-
tricloro-2-piridinol) séo frequentemente considerados como toxicos a micro-
organismos. Todavia, experimentos com alagados construidos tém mostrado
boa adaptacdo da comunidade microbiana a estes compostos, a qual
aumenta juntamente com o aumento da concentracao do pesticida (Racke et
al., 2005; Anwar et al., 2009; Karpuzcu et al., 2013). Agudelo et al. (2011),
em continuidade aos estudos de Agudelo et al. (2010) na remocédo do
clorpirifés, utilizaram os mesmos SACs para avaliar as populacdes
bacterianas presente. Constatou-se que 0sS micro-organismos continuam a
crescer apos a aplicacdo do inseticida e possivelmente o utiliza como fonte
de carbono juntamente com o TCP, o que acelera a remoc¢édo de ambos. Os
principais grupos encontrados foram: heterotréficas, esporulados
facultativos, nitrificantes, coliformes totais e pseudémonas (Agudelo et al.,
2011). Deste modo, observa-se que a biodegradacdo pode ocorrer por
processos aerobios, facultativos ou anaerdbios, sendo, portanto, passivel de

acontecer em todas as zonas do sistema alagado construido.

Entretanto, em estudo desenvolvido por Karpuzcu et al. (2013),

concluiu-se que a biodegradacdo do clorpirifés € significante menor em

condicBes de baixo potencial redox, ou seja, anaerobias. Portanto, plantas
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gue possuem aerénquimas, como a erva de bicho, podem beneficiar a

degradacdao biolégica, uma vez que transferem oxigénio para zona radicular.

Outro fator que contribuiu para elevada remocéo do clorpirifés foi o
regime hidraulico adotado. A passagem continua da dgua contaminada no
sistema propiciou um elevado contato do clorpirifés com o biofilme formado
nas raizes e meio suporte no percurso desde a entrada até a saida dos
SACs, uma vez que eram aplicadas baixas vazées, na ordem de 2,5 L h*
para o TRH de 24 h.

Deste modo, fica explicito que a degradacdo microbiana foi
fortemente favorecida neste experimento, com relacdo ao fornecimento de
matéria organica e biota, pH, temperatura e tempo de retencdo. Portanto, a
biodegradacao e a adsorcao, foram, provavelmente, 0s processos que mais
contribuiram para a eficiéncia maior que 99 %, ja no primeiro tempo de
analise (24 h) para os sistemas alagados construidos cultivados com o

capim tifton 85, erva de bicho, menta e sem vegetacéo.

Além da adsorcdo nas raizes e meio suporte e a biodegradacao, a
degradacao quimica produzida pela hidrélise também atua para remoc¢éo do
clorpirifés do meio aquoso, sendo esta favorecida em meio alcalino (Selvi et
al., 2005). O principal produto deste processo é o TCP, que como ja
mencionado, pode ser biodegradado. Karpuzcu et al. (2013) afirmam que os
mesmos micro-organismos capazes de degradar o clorpirifés, atuam na

degradacéao do TCP.

A absorcao do clorpirifés pelas raizes e rizomas das plantas € uma
das possiveis vias na remocao do clorpirifés da agua. Todavia, quando
comparada com 0S outros processos, como a adsorcdo e biodegradacéo, é
muito inferior, sendo muitas vezes, desprezada (Gregoire et al., 2009).
Rogers e Stringfellow (2009) apontam que este € um fenbmeno superficial
no sistema radicular, que ocorre geralmente em plantas que apresentam
grande quantidade de espaco poroso interno. A erva de bicho, devido a sua
capacidade de formar aerénquimas, € uma potencial planta para a absorcéo

do clorpirifés.
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O clorpirifés possui volatilidade moderada (Pressao de vapor = 2,7 X
10 Pa). De acordo com Karpuzcu et al. (2013), devido & manutencdo do
alagamento do sistema, a volatilizagdo n&do é considerada uma via
significativa de dissipacdo do clorpirifés em SACs. Os mesmos autores
afirmam que em contrapartida, a fotélise pode contribuir expressivamente
para a degradacéo deste inseticida quando exposto a radiacdo. No caso do
experimento aqui conduzido, como o nivel da agua foi mantido 5 cm abaixo

da superficie, acredita-se este processo nao tenha ocorrido em larga escala.

As plantas utilizadas, capim tifton 85, erva de bicho e menta,
apresentaram bom desempenho de crescimento durante o experimento,
como pode ser observado na Figura 4. Entretanto, o sistema alagado
construido sem vegetacdo (SAC.) nao apresentou eficiéncia
estatisticamente diferente quando comparado aos sistemas vegetados
(Tabela 2). Tal fato indica que o tempo de retencédo de 24 horas € suficiente
para remocao do clorpirifos com 99 % de eficiéncia, independente do SAC
ser vegetado ou ndo. Caso as analises fossem realizadas para menores
TRHs, como no intervalo de horas, possivelmente as diferencas iriam ser
constatadas, uma vez que diversos experimentos comprovam a influéncia
positiva da vegetacédo na remocao de pesticidas (Mckinlay e Kasperek, 1999;
Rogers e Stringfellow, 2009). O importante papel das plantas esta
relacionado, principalmente, ao fato de ser um micro-habitat exclusivo para
micro-organismos benéficos e contribuirem para a formacdo do biofilme
(Gregoire et al., 2009). Em adicdo, o presente estudo apenas avaliou a
remocdo do clorpirifés do meio aquoso. Certamente, na avaliacdo da
degradacdo deste contaminante em seus metabdlitos no interior dos SACs
sera possivel destacar o diferencial das culturas, como ja comprovado por
diversos estudos (Stottmeister et al., 2003; Budd et al., 2011).

Apesar de ter elevada amplitude de variacdo de acordo com as
condi¢cBes ambientais, o tempo de meia vida do clorpirifés, em média, é de
50 d na agua (Dores e De-Lamonica-Freire, 2001). Como ja citado, em
menos de 24 h os sistemas alagados construidos propiciaram a remocao de

99 % do clorpirifos do meio aquoso, evidenciando o diferencial destes
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sistemas e o0 grande beneficio quando utilizado, por exemplo, para tratar

agua de escoamento superficial de areas agricolas.

Figura 4. Sistemas alagados construidos apds o inicio dos tratamentos (a)
SACy cultivado com menta; (b) SACe cultivado com erva de
bicho; (c) SACt cultivado com capim tifton 85 e (d) SACc sem
vegetacao.

Analisando-se a Tabela 2, € possivel observar que no SAC cultivado
com erva de bicho, nos tempos de retencdo de 96 e 192 h e no SAC sem
vegetacdo, no TRH de 192 h, houve uma queda na eficiéncia média,
passando de 99% para 93, 98 e 98 % respectivamente. Uma possivel
explicacdo € que tal fato seja devido ao processo de dessorgcdo. As
moléculas do clorpirifos que estavam adsorvidas no meio suporte, raizes e
biofilme ou mesmo sedimentos, se desprenderam na passagem da agua
recirculada e foram carreadas, o que implicou na elevacdo da concentragéo
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do clorpirifés nestas amostras. Todavia, este fendbmeno ndo comprometeu
significativamente a eficiéncia dos sistemas. Tal fato sugere que, a longo
prazo, sistemas alagados construidos para tratamento de agua contendo
pesticidas podem liberar contaminantes e particulas armazenados no
sistema, que sado transportados via escoamento e outros processos, e tém
potencial de impactar recursos hidricos a jusante (Karpuzcu et al., 2013).
Portanto, € necessario o monitoramento periddico do sistema. Na literatura
consultada, apesar de abordada a possibilidade, ndo héa relatos da
ocorréncia deste fenémeno.

Assim, de acordo com os dados apresentados, é possivel inferir que
0s sistemas alagados construidos estudados sdo capazes de remover 0
inseticida clorpirifés do meio aquoso, com eficiéncia superior a 99%, no
tempo de retencdo de 24 horas. Portanto, estes sistemas apresentam-se
como potenciais alternativas no tratamento de aguas de escoamento de

areas agricolas contaminadas com o clorpirifés.

3.2. Ensaios de toxicidade

Para os ensaios padronizados qualitativos de toxicidade aguda do
clorpirifés na agua afluente, cuja concentracdo foi de 1 mg L™ do inseticida,
observou-se alta toxidade, havendo morte de 100% dos organismos
imediatamente apds exposicdo. Esta toxicidade € provavelmente ligada a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase causada pela acdo do clorpirifés
(Barata et al., 2004; Céaceres et al., 2007)

Para as amostras efluentes ao sistema, em consonancia com 0s
resultados de eficiéncia de remocdo do clorpirifos apresentados
anteriormente, foi evidenciada elevada reducdo da toxicidade para os

organismos, como pode ser observado na Figura 5.

Nota-se que para os sistemas cultivados com menta, capim tifton 85 e
também para o SAC nédo vegetado, no tempo de retencdo de 24 h, as
amostras permaneceram toxicas, sendo que nos dois primeiros manteve-se

com 100% de toxicidade. A concentracdo do clorpirifés nestas amostras
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(Tabela 2) é inferior a 10 ug L™ Todavia, dada a sensibilidade destes
organismos, existem diversos outros fatores que possivelmente levaram a tal
resultado. Os que potencialmente podem ter atuado neste caso sao:
concentracdo de substancias toxicas as Daphnias, como nitritos, nitratos,
amonia, sédio, cloro, acidos organicos e até micro-organismos patogénicos
(Zagatto; Bertoletti, 2006). A presenca de algum destes fatores é proveniente
do esgoto sanitario aplicado no inicio do tratamento, que pode ter levado a
liberacdo de alguma(s) destas substancias. A SAC cultivado com erva de
bicho, apresentou toxicidade no efluente correspondente ao tempo de 48 h.
No caso do esgoto sanitério ter sido o causador da toxicidade nos primeiros
TRHs, o SACg atenuou este efeito no inicio, que sé foi verificado no TRH de
48 h. Outra possibilidade € a liberacdo de algum exsudado radicular, como

acidos organicos, neste TRH.
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Figura 5. Resultados médios do teste de toxicidade das amostras apés
tratamento nos SACs, em que * representa diferenca significativa
com o controle (p<0,05), caracterizando estas amostras como
toxicas. (a) SAC cultivado com capim tifton 85; (b) SAC cultivado
com menta; (c) SAC cultivado com erva de bicho e (d) SAC sem
vegetacao.

Ja para o SACg, que apresentou 100% de toxicidade no tempo de
retencdo de 192 h, provavelmente o fator atuante foi a presenca do principal
composto de degradacdo do clorpirifés, o TCP. Em estudo realizado por
Karpuzcu et al. (2013), avaliando a degradacao do clorpirifés em sistemas
alagados construidos, constatou-se que o TCP atinge seu pico de
concentracdo apos 7 dias da aplicacao do clorpirifés, o que vai de encontro a
toxicidade apresentada no TRH correspondente ao 8° dia apds aplicagéo.

Céceres et al. (2007), em analise da toxicidade do clorpirifés e TCP para
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Daphnia carinata, constataram que o TCP € expressivamente mais toxico as
Daphnia spp. que o clorpirifés, indicando que este pode ter influenciado a
toxicidade no tempo de 192 h.

Pode-se observar também (Figura 5), que nos outros SACs
vegetados, SACv e SACr, apesar de permanecerem nao téxicos pela
andlise estatistica, verifica-se um declinio na reducdo da toxicidade no TRH
de 192 h. Tal reducdo nédo foi verificada no SAC ndo vegetado, o que
corrobora a hipotese de que a biodegradacéo nele seja menor, mesmo que
remocédo do clorpirifés do meio aquoso tenha sido a mesma que nos outros
SACs. Esta pressuposicao também sugere que a degradacao do clorpirifés
ocorre em velocidades diferentes nos SACs vegetados, sendo mais
pronunciada no SAC cultivado com erva de bicho. O que confirma que os
aerénquimas presentes na erva de bicho podem influenciar positivamente o
processo de degradacédo do clorpirifés, transferindo oxigénio para a zona

radicular.

A toxicidade do clorpirifds a varias espécies de Daphnia spp. foi
estabelecida em diferentes estudos (Moore et al.,, 1998; Zalizniak;
Nugegoda, 2006) e mostram uma ampla gama de variacdo na toxicidade,
com valores de CL50" que variam de 0,06 a 169 pg L™ (Céaceres et al., 2007).
Deste modo, € inviavel predizer a concentracéo do clorpirifos nas amostras
por intermédio do ensaio de toxidade. Por outro lado, o teste se mostrou
como bom indicativo da eficiéncia do sistema, uma vez que para maioria das

amostras, a reducéo de toxicidade esteve acima de 80%.

A alta sensibilidade da Daphnia similis e o fato deste organismo ser
abundante em ecossistemas aquaticos naturais fazem com que sua
aplicacdo em testes com clorpirifdés seja um excelente indicativo de

contaminacao de aguas e eficiéncia de sistemas de tratamentos.

Assim, ensaios ecotoxicologicos com efluentes de sistemas alagados
construidos mostram-se como alternativa promissora na complementacao de
analises fisicas e quimicas. Para a biorremediacdo de pesticidas em

especial, estes ensaios sao extremamente (teis, uma vez que Seus

! concentragéo de um composto que provoca a morte de 50% da populagéo ensaiada
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compostos de degradacdo podem apresentar maior toxicidade que o
composto inicial, como é o caso do clorpirifés, indicando que apenas a
andlise quantitativa do pesticida em questédo ndo € suficiente para concluir a

respeito do impacto ambiental.

65



4. CONCLUSOES

No presente estudo demonstrou-se que o0s sistemas alagados
construidos sdo uma excelente alternativa na biorremediacdo do inseticida
clorpirifés no meio aquoso, podendo ser aplicado para o tratamento de
aguas de escoamento de areas agricolas. Os resultados indicaram que:

- Nao foram verificadas diferencas estatisticas na eficiéncia de remocao do
inseticida clorpirifés para os sistemas alagados construidos estudados,
sendo a média geral de remocao de 98,6 %, com valores variando de 93 a
maior que 99 %;

- Sob o primeiro tempo de retencdo hidraulica, 24 h, houve remocao do
clorpirifés para valores inferiores ao limite deteccéo (10 pg L™), implicando
em uma eficiéncia maior que 99 % para 0 SAC., SACy, SACe e SACr;

- Os ensaios ecotoxicologicos com os efluentes dos sistemas alagados
construidos estudados, mostraram-se como alternativa promissora na
complementacdo de analises fisicas e quimicas, fornecendo indicativo da

eficiéncia dos tratamentos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No presente estudo, constatou-se que o0s sistemas alagados
construidos possuem alto potencial de remediacdo de dguas contaminadas
com o inseticida clorpirifés. No entanto, observou-se que Varios aspectos
devem ser adicionalmente estudados e tém-se expectativa que pesquisas
futuras sobre o tema irdo proporcionar maior entendimento do processo.

Nesse sentido, sugere-se que tais tematicas:

= Avaliar a remocao do clorpirifés em SACs para tempos de retencdo
hidraulica menores que 24 horas;

= Analisar a persisténcia do clorpirifés no interior dos SACs bem como
sua dinamica de degradacdo, principalmente com relacdo ao
metabolito TCP;

= Realizar comparacdo com um sistema alagado que ndo recebesse
aporte organico, para avaliar a influencia do biofilme no processo de

remocao do clorpirifés.
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