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RESUMO

O desenvolvimento de atividades agricolas e industriais tem conduzido & contaminacdo de
ambientes aquaticos por compostos quimicos raramente ou nunca encontrados na natureza. Os
pesticidas, incluindo os inseticidas que sdo frequentemente usados para reduzir ou eliminar
pragas, trazem grandes preocupacdes a populacdo pelo seu uso indiscriminado. O carbofurano é
um inseticida de amplo espectro utilizado mundialmente, cuja toxicidade para o fitoplancton tem
sido pouco estudada, bem como o potencial de sua degradacdo. Este trabalho visa avaliar a
influéncia do carbofurano no crescimento de cinco espécies fitoplancténicas dulcicolas
subtropicais, bem como a degradacdo deste composto pelas microalgas. Foram montadas
culturas de Desmodesmus communis, Cosmarium depressum var. planctonicum, Pediastrum
boryanum, Spondylosium pygmaeum e Xanthidium antilopaeum, com adicdo de seis
concentragOes de carbofurano (10; 100; 500; 1.000; 5.000 e 10.000 pg/L). Um controle com
algas e sem carbofurano e outro sem algas e com carbofurano foram preparados para mensurar o
crescimento padrdo e a degradacdo nao bioldgica, respectivamente. As culturas (triplicata) foram
mantidas por aproximadamente 13 dias para andlise dos parametros de crescimento e
toxicologicos. Além disso, foi avaliada a concentracdo de carbofurano por espectrometria de
massa (LC-ESI-MS/MS) no inicio e no final dos experimentos. Quatro cepas apresentaram
diferengas significativas entre o crescimento observado no controle e as concentragdes mais
elevadas enquanto Pediastrum boryanum ndo apresentou toxicidade. Desmodesmus communis e
Xanthidium antilopaeum apresentaram maior crescimento na nas concentracfes intermediarias
de carbofurano, possivelmente relacionado a metabolizacdo e utilizacdo do composto. As
andlises de carbofurano demonstraram degradacdo de aproximadamente 100% na presenca das
cepas, enquanto a degradacdo ndo biologica foi de no maximo 50%. Este processo ja foi bem
estudado em bactérias e fungos, enquanto, para microalgas, apenas a degradacdo de outros
pesticidas havia sido documentada, sendo este o primeiro registro de degradacdo do carbofurano
pelo fitoplancton.

Palavras-chave: inseticida, microalga, cultivo, biodegradagao, inibicéo.



ABSTRACT

Pesticides, such as insecticides, have risen public concerning on their uncontrolled use.
Carbofuran is a broad spectra worldwide used insecticide, whose toxicity for the phytoplankton
has been scarcely studied, as well as its potential degradation. This work aims to evaluate the
carbofuran influence on the growth of five subtropical freshwater phytoplanktonic strains, as
well as the degradation of this pesticide by microalgae. Experimental cultures of Desmodesmus
communis, Cosmarium depressum var. planctonicum, Pediastrum boryanum, Spondylosium
pygmaeum and Xanthidium antilopaeum, were prepared with six carbofuran concentration (10;
100; 500; 1,000; 5,000 and 10,000 mg/L). Also two controls were prepared to measure the
regular growth of each microalgae and the non-biological degradation processes. Cultures
(triplicates) were maintained for approximately 13 days, in order to determine both growth and
toxicological parameters. Besides, we evaluated the carbofuran concentration by mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS) in the beginning and in the end of the experiment. We found
significant differences in the growth of high concentration carbofuran exposed cultures for four
strains, and only P. boryanum showed no growth inhibition. D. communis and X. antilopaeum
showed growth enhancement in intermediary carbofuran concentrations, probably related to the
metabolization of this pesticide, which has been only reported to bacteria before. All strains were
able to degrade almost 100% of the added carbofuran, while the non-biological degradation was
up to 50%. Carbofuran degradation was only demonstrated before by bacteria and fungi species.
Our data showed for the first time carbofuran degradation by phytoplanktonic strains.

Keywords: insecticide, microalgae, cultivation, biodegradation, inhibition.
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1. INTRODUCAO

As algas sdo organismos morfologicamente muito variados, compreendendo desde
microalgas unicelulares até macroalgas com dezenas de metros de comprimento. Apresentam
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em oceanos, 4gua doce, solos, rochas, geleiras, arvores,
desertos entre outros gracas as suas eficientes adaptacdes morfo-fisioldgicas (Van den Hoek et
al. 1995).

As microalgas adaptadas a viver parcialmente ou continuamente em &guas abertas
compdem o fitoplancton, um importante compartimento ecoldgico dos sistemas aquaticos
(Reynolds 2006). A comunidade fitoplanctonica consiste num conjunto diversificado de algas,
tendo como principais representantes na agua doce as algas verdes (Divisdo Chlorophyta), as
cianobactérias (Divisdo Cyanobacteria), as diatomaceas (Divisdo Ochrophyta, Classe
Bacillariophyceae), as crisoficeas (Divisdo Ochrophyta, Classe Chrysophyceae), 0s
dinoflagelados (Divisdo Dinophyta) e as euglenoficeas (Divisdo Euglenophyta) (Van den Hoek
1995; Esteves 1998; Reynolds 2006). Estes organismos desempenham importantes funcoes
ecoldgicas, tais como a maior parte da producdo primaria de ambientes pelagicos, a producéo de
oxigénio e de compostos organicos extracelulares, além de refletir as caracteristicas do sistema,
funcionando como eficientes bioindicadores (Reynolds 2006).

O critério fundamental para estimar o estado ecoldgico das massas de agua € a
biodiversidade, a complexidade da organizacdo estrutural-funcional do ecossistema aquatico e o
seu grau de estabilidade. Embora corpos de dgua que nédo estejam sujeitos a alteragdes antropicas
sejam raros, a conservacdo da qualidade da agua é necessaria para preservar a salde da
populacédo, a biodiversidade, bem como as potencialidades paisagisticas e de lazer da natureza.
As comunidades fitoplantonicas de dgua doce sdo vulneraveis a poluicdo e, a0 mesmo tempo,
tem elevada taxa de reproducdo, o que lhes permite responder rapidamente a mudanca nas

condigdes ambientais (Sharov 2008).



O desenvolvimento das atividades agricolas e industriais tem conduzido a sintese de
compostos quimicos, sobretudo orgénicos, cujas configuragfes estruturais envolvem atomos ou
grupos funcionais raramente ou nunca encontrados na natureza (Zagatto e Bertoletti 2006). Uma
vez introduzidos no ambiente, tais compostos, denominados xenobidticos, podem se tornar
poluentes caso produzam efeitos indesejaveis em consequéncia de sua concentragao e toxicidade.
Qualquer composto encontrado na natureza acima de seus limites normais caracteriza-se como
contaminante €, no momento em que tais niveis propiciem prejuizo a qualquer recurso ambiental,
ele passa a ser considerado um poluente (Zagatto e Bertoletti 2006).

Ao atingirem o ambiente aquatico, estes compostos passam por processos de transporte e
transformacdo, podendo ser adsorvidos no sedimento, dissolvidos na &gua, ou podem ser
perdidos para outros compartimentos ambientais por volatilizagdo. Podem ainda sofrer reagdes
quimicas como hidrélise, oxidacdo ou fotolise, bem como ser biodegradados ou sofrer
especiacdo com formacdo de novas espécies quimicas. Além disso, estes compostos
frequentemente podem se acumular em organismos ap0s a sua introducdo no ambiente (Zagatto e
Bertoletti 2006).

A assimilacdo e a retencdo de um contaminante por um organismo pode ocorrer por
absorcéo direta a partir do ambiente ou por ingestdo de alimento contaminado, possibilitando que
0s contaminantes possam ser transferidos de um nivel trofico a outro na cadeia alimentar,
aumentando a probabilidade de causar efeitos deletérios (Zagatto e Bertoletti 2006). Por outro
lado, estes organismos bioacumuladores podem ser potenciais filtros biologicos para
descontaminacdo de ambientes degradados, como por exemplo, no cultivo massivo de
microalgas para descontaminagdo de efluentes industriais.

Alternativamente a bioacumulacdo, a biodegradacdo também é um processo com
potencial utilizacdo biotecnoldgica. Neste caso, podem ocorrer mudancgas relativamente
pequenas na molécula original, como substituicdo ou modificacdo de um grupo funcional, ou

mesmo a completa destrui¢cdo do composto, tendo como resultado final a formacgédo de CO,, H,O



e sais organicos. Geralmente os produtos da biodegradagéo séo formas moleculares que tendem a
ocorrer na natureza (Zagatto e Bertoletti 2006). A biodegradacdo ja foi descrita para varios
pesticidas, incluindo o carbofurano (Felsot 1989; Head et al. 1992; Megharaj et al. 1994,
Hussain et al. 2007; Céceres et al. 2008).

O carbofurano é um composto utilizado mundialmente pertencente a classe dos
inseticidas, cupinicidas, acaricidas e nematicidas. Encontra-se no grupo quimico metilcarbamato
de benzofuranila e apresenta a formula molecular C1,H1sNOj3 (figura 1), podendo ser empregado
em aplicagdes no solo nas culturas de algoddo, amendoim, arroz, banana, batata, café, cana-de-
acucar, cenoura, feijao, fumo, milho, repolho, tomate e trigo (ANVISA). No Rio Grande do Sul,
0 arroz € comumente cultivado e ocupa, atualmente, cerca de 1,105 milhdo de hectares, com uma
producdo total de 8 milhdes de toneladas, representando uma produtividade média de 8.000 kg
ha® (IRGA, 2010). Nesta cultura, 0 uso de agrotéxicos para controle de pragas é rotineiro,
incluindo o carbofurano.

Este inseticida é facilmente lavado das folhas e do solo, podendo entrar em contato com
0s ecossistemas de agua doce, através da dispersdo dos produtos pulverizados, lixiviacao,
escoamento superficial, ou derramamentos acidentais, e apresenta riscos potenciais para a flora e
fauna aquaticas. O carbofurano é relativamente solivel em &gua e hidrolisado com facilidade em
meio basico, formando didxido de carbono, 7- hidroxicarbofurano e metilamina (Peixoto 2007).
O principal metabolito do carbofurano, formado tanto por acdo de plantas quanto micro-
organismos é um produto de oxidacgdo, o 3-hidroxicarbofurano que também pode sofrer outras
transformacfes e ser eliminado por volatilizacdo ou sofrer conjugacdes. No ambiente, a
permanéncia do carbofurano e controlada por processos de degradacéo que, dependendo do meio
(solo, planta ou &gua), pode ser quimica ou bioldgica. E altamente toxico para peixes, passaros e
humanos, sendo a sua ingestdo diaria aceitavel de até 0,002 mg/kg/dia (Moreira et al. 2004).

A toxicidade do carbofurano estd principalmente ligada a inibicdo da atividade de

acetilcolinesterase, enzima que degrada a acetilcolina, neurotransmissor em sinapses



colinérgicas. A inibicdo de acetilcolinesterase causa uma acumulagdo de acetilcolina nas fendas
sinapticas, ocorrendo alteragdes no sistema nervoso (FMC 1976).

Portanto, para tentar evitar a contaminacéo ambiental e seus efeitos indesejaveis na biota
causados pelo descontrole no uso dos agrotoxicos, criou-se a Legislacdo Federal brasileira para
agrotoxicos, onde estes sO poderdo ser produzidos, manipulados, importados, exportados,
comercializados e utilizados no territorio nacional se previamente registrados no 6rgéo federal
competente, atendidas as diretrizes e exigéncias dos 6rgdos federais responsaveis pelos setores
de agricultura, satde e meio ambiente. O Decreto Federal n® 4074/2002 (BRASIL, 2002) da Lei
Federal 7802/1989 - reza que, parte integrante do registro de qualquer produto novo e para
reavaliacdo dos ja existentes no mercado, o Ministério da Saude através da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) devera realizar uma avaliacdo toxicoldgica do produto, baseada
na Portaria n°® 03/MS/SNVS, de 16/01/1992 (BRASIL, 1992). Outro requisito é a avaliacdo de
risco ambiental dos agrotdxicos, estabelecendo suas classificagdes quanto ao potencial de
periculosidade ambiental. Cabe ao Ministério do Meio Ambiente, através do Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente e Recursos Renovaveis (IBAMA) com o uso da Portaria n® 84, 15/10/1996
fazer esta analise (BRASIL, 1996). O registro do agrotoxico é entdo efetuado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Segundo Griitzmacher 2008, o canal S&o Gongalo e 0 Rio Piratini apresentam niveis de
carbofurano acima do normal em determinadas épocas do ano, principalmente nos meses de
janeiro e fevereiro que € o periodo em que ocorrem as aplicagdes deste agrotoxico nas lavouras
de arroz. Aguas localizadas em pontos com menores altitudes, como as préximas do Laranjal
(Pelotas, RS), apresentam maiores quantidades de residuos de agrotoxicos, isto porque o
escoamento ocorre em direcdo a estas regides mais baixas, concentrando a maior parte destes
residuos.

O controle de agrotoxicos poluentes é de grande importancia, porque eles sdo toxicos e

recalcitrantes. Varias técnicas de descontaminacdo estdo disponiveis para a remocdo de
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contaminantes, embora nem todos sejam eficientes o suficiente para destruir estes compostos. Os
microorganismos desempenham um papel importante na desintoxicagdo de compostos
xenobioticos, e podem degradar estes contaminantes para produtos naturais, principalmente CO,
e H,O. O uso de microorganismos para biorremediacdo de agrotdxicos de sitios contaminados
pode revelar-se uma alternativa vidvel de descontaminagdo sem a necessidade de métodos
quimicos e fisicos, porque uma grande variedade de microorganismos é conhecida por utilizar
pesticidas como sua Unica fonte de energia de carbono (Jiang et al. 2007).

Muitos estudos sdo publicados na literatura sobre a degradacdo de pesticidas com
enfoque em bactérias. H& varios relatos sobre biodegradacdo do carbofurano e seus metabélitos
por células microbianas, incluindo cepas como Achromonobacter, Flavobacterium,
Sphingomonas, Arthrobacter, Pseudomonas (Chaudhry e Ali 1988; Tomasek e Karns 1989;
Ramanand et al. 1991; Chapalmandugu e Chaudhry 1992; Chaudhry et al. 2002), Mucor
ramanians e Actinomycetes (Jiyoung et al. 2007). No entanto, quando este processo se refere a
algas encontra-se uma grande caréncia de estudos que ajudem a compreender melhor a forma
como estes organismos atuam no ecossistema, visto que o fitoplancton € a base da cadeia
alimentar e importante para manter o equilibrio de ambos ambientes aquéaticos e terrestres.
Portanto, existe a necessidade de investigar ndo apenas a influencia do carbofurano sobre o
fitoplancton, mas também o comportamento destas microalgas em relagdo a degradacdo e

metabolizacdo deste pesticida.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a capacidade de degradagcdo, bem como a
toxicidade do carbofurano para cinco espécies fitoplanctonicas dulcicolas subtropicais. Os
objetivos especificos foram os seguintes:

— Determinar parametros de crescimento de cada microalga, como rendimento total, taxa de
crescimento e periodo para duplicacdo da biomassa, em diferentes concentracdes de
carbofurano.

— Determinar pardmetros toxicolégicos do carbofurano, como percentual de inibi¢do, EC50
e sensibilidade para cada microalga.

— Auvaliar o percentual de degradacdo do carbofurano durante o crescimento de cada

microalga.
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Abstract

Pesticides, such as insecticides have risen public concerning on their uncontrolled use..
Carbofuran is a broad spectra worldwide used insecticide, whose toxicity for the phytoplankton
has been scarcely studied, as well as its potential degradation. This work aims to evaluate the
carbofuran influence on the growth of five subtropical freshwater phytoplanktonic strains, as
well as the degradation of this pesticide by microalgae. Experimental cultures of Desmodesmus
communis, Cosmarium depressum var. planctonicum, Pediastrum boryanum, Spondylosium
pygmaeum and Xanthidium antilopaeum, were prepared with six carbofuran concentration (10;
100; 500; 1,000; 5,000 and 10,000 mg/L). Also two controls were prepared to measure the
regular growth of each microalgae and the non-biological degradation processes. Cultures
(triplicates) were maintained for approximately 13 days, in order to determine both growth and
toxicological parameters. Besides, we evaluated the carbofuran concentration by mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS) in the beginning and in the end of the experiment. We found
significant differences in the growth of high concentration carbofuran exposed cultures for four
strains, and only P. boryanum showed no growth inhibition. D. communis and X. antilopaeum
showed growth enhancement in intermediary carbofuran concentrations, probably related to the
metabolization of this pesticide, which has been only reported to bacteria before. All strains were
able to degrade almost 100% of the added carbofuran, while the non-biological degradation was
up to 50%. Carbofuran degradation was only demonstrated before by bacteria and fungi species.
Our data showed for the first time carbofuran degradation by phytoplanktonic strains.

Keywords: insecticide, microalgae, cultivation, biodegradation, inhibition.
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3.1. INTRODUCAO

As alteracBes dos ecossistemas de agua doce por atividades humanas tém sido motivo de
preocupacdo frequente. A necessidade de aumento na produtividade de sistemas agricolas
conduz a sintese de compostos quimicos, sobretudo organicos, cujas configuracbes estruturais
envolvem atomos ou grupos funcionais raramente ou nunca encontrados na natureza (Zagatto e
Bertoletti 2006). Uma vez introduzidos no ambiente, tais compostos, denominados xenobidticos,
podem se tornar poluentes caso produzam efeitos indesejaveis em consequéncia de sua
concentracéo e toxicidade.

Os principais produtos utilizados comercialmente sdo compostos sintéticos com alta
atividade bioldgica e geralmente toxicos. O carbofurano é um inseticida do grupo quimico
metilcarbamato de benzofuranila empregado mundialmente e aplicado no Brasil em culturas de
algodao, arroz, banana, fumo, milho, entre outros (ANVISA). Este inseticida é facilmente lavado
das folhas e do solo, podendo entrar em contato com os ecossistemas de adgua doce, através da
dispersdo dos produtos pulverizados, lixiviagdo, escoamento superficial, ou derramamentos
acidentais, e apresenta riscos potenciais para a flora e fauna aquaticas (Ma et al. 2006). No
ambiente, a permanéncia do carbofurano é controlada por processos de degradacdo que,
dependendo do meio (solo, planta ou agua), pode ser quimica ou bioldgica. E altamente toxico
para peixes, passaros e humanos, sendo a sua ingestdo diaria aceitavel de até 0,002 mg/kg/dia
(Moreira et al. 2004).

Sistemas subtropicais brasileiros de agua doce, como o manancial da cidade de Rio
Grande (canal Sdo Gongalo) apresentam niveis de carbofurano acima do normal em
determinadas épocas do ano, principalmente nos meses de janeiro e fevereiro que € o periodo em
que ocorrem as aplicagdes deste agrotoxico nas lavouras de arroz (Gritzmacher 2008).

O controle de agrotoxicos é de grande importancia, por isso diversas técnicas de
descontaminacdo estdo disponiveis para a remocao destes contaminantes, embora nem todos

sejam eficientes o suficiente para destruir estes compostos. Os microorganismos desempenham
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um papel importante na desintoxicacdo de compostos xenobioticos, e podem degradar estes
contaminantes, principalmente em CO; e H,O (Felsot 1989; Head et al. 1992; Megharaj et al.
1994; Hussain et al. 2007; Céceres et al. 2008). O uso de microorganismos para biorremediacdo
de agrotoxicos de sitios contaminados pode revelar-se uma alternativa viavel de
descontaminacdo sem a necessidade de métodos quimicos e fisicos, porque uma grande
variedade de microorganismos é conhecida por utilizar pesticidas como sua Unica fonte de
energia de carbono (Jiang et al. 2007).

Muitos estudos foram publicados na literatura sobre a degradacdo de pesticidas com
enfoque em bactérias. H& varios relatos sobre biodegradacdo do carbofurano e seus metabélitos
por células microbianas, incluindo cepas como Achromonobacter, Flavobacterium,
Sphingomonas, Arthrobacter, Pseudomonas (Chaudhry e Ali 1988; Tomasek e Karns 1989;
Chapalmandugu e Chaudhry 1992; Ramanand et al. 1991; Chaudhry et al. 2002), Mucor
ramanians e Actinomycetes (Jiyoung et al. 2007). No entanto, quando este processo se refere a
algas encontra-se uma grande caréncia de estudos que ajudem a compreender melhor a forma
como estes organismos atuam no ecossistema. Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a capacidade de degradacdo do inseticida carbofurano por cinco espécies de
microalgas dulcicolas subtropicais, bem como a influéncia deste composto no crescimento das
cepas.

3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Organismos e condigdes de cultivo

As microalgas utilizadas neste trabalho foram isoladas pela técnica da micro-manipulagéo
ao microscopio a partir de amostras planctonicas coletadas de lagos subtropicais localizados no
extremo sul do Brasil. As cepas estdo sendo mantidas na Colecdo de Culturas de Microalgas
Continentais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Rio Grande

(CCMD-FURG).
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Foram utilizadas neste trabalho cinco cepas da Divisdo Chlorophyta (figura 2), sendo
duas pertencentes a Classe Chlorophyceae, Ordem Chlorococcales (Desmodesmus communis e
Pediastrum boryanum) e trés pertencentes a Classe Zygnematophyceae, Ordem Desmidiales
(Cosmarium depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum e Spondylosium
pygmaeum). Os experimentos e os indculos foram mantidos em uma sala de incubagdo com
irradiancia controlada em aproximadamente 100 pmol m? s, fotoperiodo ajustado com ciclos
de 14:10 h claro:escuro e temperatura de 23 £ 1°C.
3.2.2. Experimentos

Foram preparadas culturas experimentais, utilizando frascos Erlenmeyers de 250 mL,
com 140 mL de meio WC/2 (Guillard e Lorenzen, 1972). Foi adicionado um volume de inéculo
de cada cepa, de modo que a cultura assumisse uma densidade éptica final de 0,008 unidades
arbitrarias, determinada por espectrofotometria em um comprimento de onda de 680 nm
(Shimadzu, UV mini — 1240, Kyoto, Jap&o), padronizando a concentracdo celular em todos 0s
experimentos (Ma et al. 2006). Seis concentragcdes de carbofurano foram testadas a partir do
limite maximo permitido pela legislacdo brasileira (CONAMA, resolucdo n° 357, de 17 de
marco de 2005) para carbamatos totais em aguas da classe I, até uma concentracdo préxima a
regularmente utilizada em lavouras de diversas culturas, conforme estabelecido pelo fornecedor
(10; 100; 500; 1.000; 5.000 e 10.000 ug/L). Para a adicdo de carbofurano foi utilizado o
composto comercial FURADAN 350 SC. Também foram preparados dois controles com o
objetivo de verificar o crescimento padrdo das microalgas sem adicdo de carbofurano e
determinar a degradacdo ndo bioldgica do carbofurano. Para o primeiro controle foram
elaboradas culturas idénticas as experimentais, mas sem a adi¢do de carbofurano. Para o segundo
controle, foram elaborados meios de cultura com 140 mL de meio WC/2 com 10.000 pg/L de
carbofurano, sem adicdo do indculo.. Todas as culturas foram elaboradas em triplicata,
totalizando 24 culturas por experimento, e mantidas por aproximadamente 13 dias nas condic¢des
acima detalhadas com amostragens periodicas como descritas a seguir.
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3.2.3. Amostragem

Aliquotas de 10 mL foram retiradas a cada 24 h durante os quatro primeiros dias e a cada
72 h até o final do experimento para monitorar o crescimento das microalgas. Uma fragdo de 5
mL foi fixada com lugol acético e mantida em geladeira para determinar a densidade celular por
contagens diretas em microscopio, utilizando um hemocitémetro do tipo “improved Neubauer”.
Os 5 mL restantes foram centrifugados em eppendorfs por 15 minutos a 15.000 RPM numa
centrifuga Sigma 2K15 (Osterode am Harz, Alemanha). O sobrenadante foi reservado para
descontaminacdo e posterior descarte, enquanto o precipitado foi utilizado para a anélise de
clorofila-a apds extracdo em metanol absoluto por 24 h no escuro a -4 °C. A concentracao final
de clorofila-a foi determinada pela leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV mini — 1240,
Kyoto, Japdo) nos comprimentos de onda de 665 e 750 nm, cujos valores foram transformados
em microgramas de clorofila-a por litro de acordo com a equagdo descrita por Mackinney
(1941).

Além disso, uma amostra de 20 mL de cada cultura foi retirada no inicio e no fim do
experimento para a deteccdo do carbofurano. Esta amostra foi filtrada em filtros GF-3
(Macherey-Nagel, Diren, Alemanha), com 0,45 pum de poro, e o filtrado foi analisado
imediatamente para determinar a concentragcdo de carbofurano no meio de cultura. O filtro foi
armazenado, congelado e posteriormente foram adicionados 10 ml de agua. Aplicou-se um
tratamento de ultrassom a uma poténcia de 750 W e frequéncia de 20 kHz com uma sonda
modelo VC 750 (Sonics and Materials, Inc., EUA) para romper as células. A transmissdo das
ondas foi feita com o auxilio de um “probe” de titdnio com dimensdes de ¥ e 254 mm e 0 tempo
de ultrasom variou de acordo com a necessidade para romper a células de cada espécie. Foram
aplicados mais dois ciclos de congelamento e descongelamento as amostras, que foram
finalmente filtradas em filtros GF-3 (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha) e o filtrado foi

utilizado para determinar a concentracdo intracelular e adsorvida do composto.
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As andlises de carbofurano foram realizadas em um cromatografo liquido Alliance
Separations modelo 2695 Waters (Milford, MA, USA) equipado com amostrador automaético e
acoplado a um espectrometro de massa, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters
com fonte API, utilizando o modo de ionizag&o por Electrospray, com sistema de aquisicdo de
dados pelo software Masslynx 4.0 Waters. O percentual de degradacdo do carbofurano foi
calculado a partir da somatoria da concentracdo final de carbofurano intra e extracelular em
relacdo a concentracao inicial do mesmo.

3.2.4. Analises estatisticas

Para analisar o comportamento de crescimento das cinco cepas, durante os 13 dias de
cultivo, considerando as seis concentracdes testadas e o controle, foi aplicada a analise de
variancia ANOVA bifatorial com teste post-hoc de Tukey HSD nos dados de densidade celular.
Para verificar se o carbofurano influencia a velocidade de crescimento de cada cepa
individualmente, foi aplicada uma analise de varidancia ANOVA “one-way” com teste post-hoc
de Tukey HSD com as taxas de crescimento observadas nas seis concentracfes a que cada cepa
foi exposta. Para determinar a toxicidade apds 96 horas e ao final do experimento foi aplicada
uma analise de varidncia ANOVA “one-way” com teste post-hoc de Dunnett comparando a
densidade celular do controle com as concentra¢es nos periodos acima descritos.

Os valores de EC50 (concentragcdo que inibe 50% do crescimento efetivo) foram
calculados ap6s 13 dias de cultivo a partir de uma analise de regressdo linear entre a
concentracdo de carbofurano e a porcentagem de inibicdo do crescimento. Esta foi calculada a
partir dos valores de densidade celular do controle em relagédo a densidade celular observada em
cada concentracdo de carbofurano. A sensibilidade foi calculada a partir do valor de EC50, pois

estes sdo inversamente proporcionais (Ma et al. 2006).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Crescimento celular

As Figuras 3 a 7 mostram respectivamente o crescimento de Desmodesmus communis,
Cosmarium depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum, Pediastrum boryanum e
Spondylosium pygmaeum monitorados pela densidade celular. Todas as cepas mostraram uma
fase exponencial de crescimento iniciada a partir do 4° dia, estendendo-se até o final dos
experimentos, com excecao de X. antilopaeum, que teve o crescimento exponencial iniciado apos
13 dias de experimento. Por este motivo, esta cepa foi mantida até o 34° dia, até que o
crescimento exponencial estivesse caracterizado, sendo que a densidade celular foi mais baixa
nas concentracdes de 5.000, 10.000 pg/L e também no controle, conforme mostrado na Figura 5
(ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05). As maiores densidades foram obtidas em S. pygmaeum, D.
communis e C. depressum var. planctonicum respectivamente, enquanto as menores densidades
ocorreram em X. antilopaeum e P. boryanum. Os resultados de densidade celular para todas as
cepas apontaram que houve diferenca significativa de crescimento entre as culturas expostas a
maior concentracdo de carbofurano (10.000 pg/L) e o controle e outras concentracdes, exceto P.
boryanum, (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05). A maior percep¢do ao carbofurano ocorreu em
D. communis e X. antilopaeum, cujo crescimento foi inibido também na concentracdo de 5.000
Mg/L, conforme observado na Figura 3 e 5 (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05). Durante as
contagens em microscopio Optico pode-se observar que nas concentra¢fes 5.000 e 10.000ug/L,

ocorreram deformagdes nas células, fato este ndo observado apenas em P. boryanum.
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Figura 3: Densidade celular de Desmodesmus communis em fun¢do do tempo de cultivo em seis

diferentes concentracdes de carbofurano e um controle sem adicdo do composto. As barras de

erro representam o desvio padrdo. As diferentes letras significam diferencas significativas de

densidade celular (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05).
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Figura 4: Densidade celular de Cosmarium depressum var. planctonicum em funcéo do tempo de
cultivo em seis diferentes concentracdes de carbofurano e um controle sem adi¢do do composto.
As barras de erro representam o desvio padrdo. As diferentes letras significam diferencas

significativas de densidade celular (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05).
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Figura 5: Densidade celular de Xanthidium antilopaeum em funcéo do tempo de cultivo em seis
diferentes concentracdes de carbofurano e um controle sem adicdo do composto. As barras de
erro representam o desvio padrdo. As diferentes letras significam diferencas significativas de

densidade celular (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05).
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Figura 6: Densidade celular de Pediastrum boryanum em fungdo do tempo de cultivo em seis

diferentes concentragdes de carbofurano e um controle sem adicdo do composto. As barras de

erro representam o desvio padrdo. As diferentes letras significam diferencas significativas de

densidade celular (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05).
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Figura 7: Densidade celular de Spondylosium pygmaeum em funcéo do tempo de cultivo em seis
diferentes concentracdes de carbofurano e um controle sem adicdo do composto. As barras de
erro representam o desvio padrdo. As diferentes letras significam diferencas significativas de
densidade celular (ANOVA bifatorial, Tukey p<0,05).

As Figuras 8 a 12 mostram respectivamente o crescimento de Desmodesmus communis,
Cosmarium depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum, Pediastrum boryanum e
Spondylosium pygmaeum, monitorados pela clorofila-a. Quase todas as cepas apresentaram fase
exponencial de crescimento a partir do 4° dia, com exce¢édo de X. antilopaeum que iniciou esta
fase no 13° dia, esta fase se estendeu até o final em quase todos 0s experimentos, fato este ndo
ocorrido apenas em D. communis que a partir do 7° dia entrou na fase estacionaria de
crescimento. A analise mostrou que as maiores clorofilas foram obtidas em S. pygmaeum e C.
depressum var. planctonicum, enquanto as menores clorofilas ocorreram em D. communis, P.
boryanum e X. antilopaeum. Os resultados de clorofila-a para todas as cepas apontaram 0 mesmo

padrdo de crescimento encontrado em densidade celular. No entanto, a analise subestimou o0s
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dados nos experimentos realizados com D. communis e P. boryanum, pois o método com

metanol apresentou dificuldade para romper as células destas cepas.
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Figura 8: Concentragéo de clorofila-a (ug.L™) de Desmodesmus communis em funcéo do tempo
de cultivo em seis diferentes concentracbes de carbofurano e um controle sem adicdo do

composto. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 9: Concentracdo de clorofila-a (ug.L™) de Cosmarium depressum var. planctonicum em

funcdo do tempo de cultivo em seis diferentes concentracfes de carbofurano e um controle sem

adicdo do composto. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 10: Concentragéo de clorofila-a (ug.L™) de Xanthidium antilopaeum em funcéo do tempo

de cultivo em seis diferentes concentracbes de carbofurano e um controle sem adicdo do

composto. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 11: Concentracdo de clorofila-a (ng.L™) de Pediastrum boryanum em funcdo do tempo de

cultivo em seis diferentes concentragdes de carbofurano e um controle sem adi¢do do composto.

As barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 12: Concentracdo de clorofila-a (ug.L™") de Spondylosium pygmaeum em funcéo do
tempo de cultivo em seis diferentes concentraces de carbofurano e um controle sem adicdo do
composto. As barras de erro representam o desvio padréo.

A Tabela 1 mostra respectivamente a taxa intrinseca de crescimento (r), taxa de
crescimento convertida para duplicacdes por dia (k) e o tempo para biomassa ser duplicada (G),
calculadas para a densidade celular. A taxa intrinseca de crescimento e a taxa de crescimento
convertida para duplicagOes por dia foram maiores nas culturas com Spondylosium pygmaeum,
Desmodesmus communis e Cosmarium depressum var. planctonicum respectivamente, enquanto
0s menores valores ocorreram em Xanthidium antilopaeum e Pediastrum boryanum.
Consequentemente o tempo para a biomassa ser duplicada foi maior em X. antilopaeum e P.
boryanum e menor em S. pygmaeum, D. communis e C. depressum var. planctonicum. As taxas
mostram que ndo houve diferenga significativa na velocidade de crescimento entre as
concentragdes e o controle em cada experimento, mas apresentaram diferencas entre a
concentracéo de 10.000 pg/L e as concentragdes de 500, 1.000 e 5.000 pg/L para S. pygmaeum

(ANOVA “one-way”, Tukey p<0,05).
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Tabela 1: Taxa intrinseca de crescimento (R), taxa de crescimento convertida para duplicacdo

por dia (K) e tempo para biomassa ser duplicada (G) das cinco cepas em seis diferentes

concentracdes de carbofurano e um controle sem adicdo do composto. Os intervalos indicam o

desvio padrdo. As diferentes letras significam diferencas significativas nas taxas de crescimento

(ANOVA “one-way”, post-hoc Tukey p<0,05).

R K G
Desmodesmus communis
10 0,21+0,025 0,31+0,04 3,2+0,36
100 0,18+0,036 0,25+0,05 3,9+0,85
500 0,18+0,01 0,25+0,02 3,8+0,25
1000 0,23+0,043 0,33+0,06 3,1+0,53
5000 0,1940,040 0,28+0,05 3,7+0,82
10000 0,19+0,011 0,28+0,02 3,5+0,17
Controle 0,16+0,03 0,23+0,04 4,4+0,85
Cosmarium depressum var. planctonicum
10 0,2+0,026 0,28+0,024 3,5+0,53
100 0,15+0,026 0,21+0,022 4,6%0,77
500 0,17+0,034 0,24+0,026 4,1+0,98
1000 0,21+0,01 0,30+0,009 3,3%0,2
5000 0,17+0,011 0,25+0,01 3,9+0,29
10000 0,14+0,035 0,20+0,029 5,0+£1,2
Controle 0,22+0,03 0,31+0,026 3,1+0,40
Xanthidium antilopaeum
10 0,053+0,025 0,09+0,028 15,247,3
100 0,046+0,029 0,063+0,040 18,3+8,3
500 0,056+0,025 0,08+0,036 14,4+7,6
1000 0,053+0,015 0,070 13,743,7
5000 0,043+0,011 0,06+0,017 16,945,3
10000 0,036+0,006 0,053+0,011 19,2+3,3
Controle 0,023+0,006 0,033+0,006 30,8+6,6
Pediastrum boryanum
10 0,068+0,008 0,1+0,01 10,2+1,19
100 0,070+0,014 0,1+0,017 10,1+1,90
500 0,076+0,010 0,11+0,017 9,2+1,15
1000 0,085+0,007 0,12+0,01 8,2+0,75
5000 0,078+0,009 0,11+0,01 9,0+1,11
10000 0,080+0,006 0,12+0,006 8,7+0,66
Controle 0,088+0,010 0,12+0,015 7,9+0,95
Spondylosium pygmaeum
10 0,2+0,01 0,28+0,015 3 5+0,15
100 0,1940,01 0,26+0,006 3 640,15
500 0,26+0,030 0,38+0,046 °2,7+0,30
1000 0,28+0,025 0,40+0,040 ®2,5+0,25
5000 0,22+0,026 0,310,041 °3,2+0,38
10000 0,14+0,029 0,19+0,040 #5,2+0,98
Controle 0,17+0,046 0,250,069 %4,3+1,3
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A Tabela 2 mostra a inibigdo e o estimulo ao crescimento na presenca de carbofurano
apos 96 horas (4 dias) e 13 dias para as cinco cepas testadas nas seis concentracdes e 34 dias
apenas para Xanthidium antilopaeum. Ocorreu reducdo significativa na densidade celular
observada na concentragdo de 10.000 pg/L em relacdo ao controle ap6s 96 horas em
Desmodesmus communis e Spondylosium pygmaeum. Por outro lado, o 13° dia apresentou
reducdo significativa em relacdo ao controle na concentracdo de 10.000 pg/L para S. pygmaeum,
Cosmarium depressum var. planctonicum e D. communis, sendo que este apresentou inibi¢ao
também na concentracdo de 5.000 pg/L (ANOVA “one-way”, Dunnett p<0,05). A anélise
também mostrou que algumas culturas apresentaram crescimento significativamente maior que o
controle. Ap6s 96 horas, D. communis e Pediastrum boryanum ja mostraram maior crescimento
em 10, 500 e 1000 pg/L para o primeiro e 5000 pg/L para o segundo. No entanto, apds 13 dias
D. communis e S. pygmaeum apresentaram crescimento significativamente maior que o controle
nas concentracdes de 10, 100, 500 e 1000 pg/L para o primeiro e 1000 pg/L para o segundo. Por
outro lado, X. antilopaeum depois de 34 dias mostrou maior crescimento nas concentracoes de

10, 100, 500 e 1.000 pg/L (ANOVA “one-way”, Dunnett p<0,05).
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Tabela 2: Inibicdo e estimulo ao crescimento apds 4, 13 e 34* dias de exposi¢do ao carbofurano,

representadas pela diferencga significativa entre o controle e as concentragdes testadas para as

cinco espécies (ANOVA “one-way”, post-hoc de Dunnett com p<0,05). As setas |1 indicam

diferencas significativas na densidade celular entre o controle e as concentracfes, sendo que |

demonstra menor (inibicdo) e T maior (estimulo) crescimento em relagdo ao controle. * Apenas

para Xanthidium antilopaeum.

10 100 500 1.000 5.000 10.000
Desmodesmus communis
04 1<0,05 0,14 1<0,05 1<0,05 0,11 1<0,05
13 1<0,05 1<0,05 1<0,05 1<0,05 1<0,05 1<0,05
Cosmarium depressum var. planctonicum
04 0,59 0,06 0,06 0,98 0,99 0,36
13 0,05 0,99 0,77 0,37 0,19 1<0,05
Xanthidium antilopaeum
04 0,93 0,93 0,93 0,93 0,48 0,93
13 0,55 0,20 0,55 0,20 0,55 0,55
34* 1<0,05 1<0,05 1<0,05 1<0,05 0,08 0,08
Pediastrum boryanum
04 0,99 0,79 0,97 0,49 1<0,05 0,06
13 0,57 0,11 0,10 0,85 0,99 0,13
Spondylosium pygmaeum
04 0,99 0,99 0,14 0,99 0,13 1<0,05
13 0,46 0,39 0,95 1<0,05 0,63 1<0,05

A Tabela 3 mostra que o carbofurano apresentou valores de EC50 semelhante entre

Desmodesmus communis, Cosmarium depressum var. planctonicum e Spondylosium pygmaeum,

sendo este ultimo com o menor valor (11.896,3 pg/L) e o primeiro com o maior valor (13.631,7

Mg/L). No entanto, Xanthidium antilopaeum apresentou EC50 um pouco mais elevado (19.024,6

Mg/L), enquanto Pediastrum boryanum obteve EC50 igual a zero. Estes resultados também

foram encontrados para a andlise de sensibilidade, onde S. pygmaeum, D. communis e C.

depressum var. planctonicum s&o as cepas mais sensiveis e X. antilopaeum a menos sensivel e P.

boryanum ndo apresentou sensibilidade (Figura 13).
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Tabela 3: Toxicidade do carbofurano sobre as cinco cepas, calculada a partir do valor de EC50

apos 13 dias de cultivo.

c Coeficiente de Nivel de EC 50 (ug/L de
epa « L
correlagéo significancia carbofurano)
Desmodesmus communis 0,9644 0,0019 13.631,7
Cosmarium depressum 0,9837 0,000395 12.955,7
var. planctonicum
Xanthidium antilopaeum 0,9147 0,0106 19.024,6
Pediastrum boryanum 0,0864 0,870 0
Spondylosium pygmaeum 0,8964 0,0155 11.896,3

0,12 -

0,09+

Sensibilidade (1/EC50)

3
Cepas

Figura 13: Sensibilidade de Desmodesmus communis (1), Cosmarium depressum var.

planctonicum (2), Xanthidium antilopaeum (3), Pediastrum boryanum (4) e Spondylosium pygmaeum

(5) ao carbofurano. As barras de erro representam o desvio padrao.
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3.3.2. Degradacéo do carbofurano

A Figura 14 apresenta a percentagem de degradacdo do carbofurano realizada por
Desmodesmus communis, Cosmarium depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum,
Pediastrum boryanum e Spondylosium pygmaeum. As concentrac6es de 100, 500, 1.000, 5.000 e
10.000 pg/L apresentaram entre 99 e 100% de degradacdo nos experimentos realizados com C.
depressum var. planctonicum, D. communis e S. pygmaeum, no entanto a concentragéo de 10
Mg/L teve uma variacdo entre 84 e 98% de degradacéo para estas mesmas cepas. No experimento
com P. boryanum todas as concentracOes de carbofurano apresentaram 100% de degradacdo. As
menores percentagens de degradacdo ocorreram em X. antilopaeum principalmente até o 13° dia
de experimento quando as concentragdes de 10 (75%), 100 (57%), 500 (59%), 1.000 (54%),
5.000 (9,4%) e 10.000 (8,1%) pg/L foram reduzindo a percentagem de degradacdo com o
aumento da concentracdo do composto. Contudo, no final do experimento com X. antilopaeum
(34 dias) a percentagem de degradacdo aumentou variando entre 90 e 99% em todas as

concentragoes.
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Figura 14: Percentagem de degradacdo do carbofurano realizada por Desmodesmus communis,
Cosmarium depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum, Pediastrum boryanum e
Spondylosium pygmaeum em seis diferentes concentragdes de carbofurano e um controle com

adicdo do composto e sem adigédo da cepa. As barras de erro representam o desvio padrao.
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3.4. DISCUSSAO

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos por pesticidas oriundos da agricultura é um
problema ndo apenas ambiental, mas também de salude publica. Este processo vem sendo
relatado ha anos (Carpenter et al. 1998; Arbuckle e Downing 2001; Galbraith e Burns 2007;
Abrantes et al. 2010) e tem contribuido para mudancas significativas nas propriedades fisico-
quimicas e na qualidade da agua. Entre os pesticidas encontrados com maior freqliéncia em
aguas naturais do Rio Grande do Sul (Gritzmacher et al. 2008) se encontra o carbofurano, um
inseticida que ao se acumular nestes ambientes desestrutura toda a comunidade aquatica e causa
efeitos toxicoldgicos indesejaveis para muitos organismos (Singh et al. 2003; Hernandez-
Moreno et al. 2011).

Diversos trabalhos vém sendo realizados com carbofurano, mostrando além dos efeitos
toxicoldgicos a partir dos valores de LC50 e EC50 (Fisher et al. 1999; Singh et al. 2003;
Hernandez-Moreno et al. 2011) também os efeitos fisiol6gicos causados por este composto
(Singh e Sharma 1998; Begum 2008). Ma et al. (2006) mostrou os efeitos toxicolégicos causado
por inseticidas carbamatos em oito espécies de cianobacterias e algas verdes, sendo que o
carbofurano apresentou a segunda maior toxicidade entre os inseticidas testados. Azizullah et al.
(2011) em um trabalho realizado com Euglena gracilis mostrou que o carbofurano pode
influenciar na motilidade e orientagdo do organismo.

O presente estudo mostrou que o inseticida carbofurano ndo apresentou toxicidade para
Pediastrum boryanum, cuja sensibilidade a este composto foi igual a zero. Por outro lado, as
outras quatro espécies fitoplanctonicas apresentaram toxicidade semelhante, nas concentracfes
mais elevadas. A toxicidade do carbofurano em animais esta relacionada a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, causando efeitos neuroldgicos nestes organismos (FMC 1976). No entanto, a
atuacdo do carbofurano para inibicdo do crescimento nas microalgas ainda é um processo

desconhecido, podendo também estar relacionado a um processo de controle enzimatico.
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Tanto a ANOVA bifatorial com post-hoc de Tukey, como a ANOVA “one way” com
post-hoc de Dunnett evidenciaram um crescimento maior na presenca de carbofurano para
Xanthidium antilopaeum com 34 dias de cultivo e Desmodesmus communis com 13 dias,
sugerindo a metabolizacdo e utilizacdo deste composto para o crescimento. A utilizacdo de
carbofurano em favor do crescimento ja foi relatada para algumas espécies de bactérias que o
utilizaram como unica fonte de carbono (Jiang et al. 2007), mas esta € a primeira ocorréncia
deste comportamento em microalgas.

A degradacdo do carbofurano foi um processo realizado por todas as microalgas
estudadas e ocorreu em todas as concentragdes, Pediastrum boryanum foi a cepa que apresentou
maior degradacdo do composto em todas as concentragcBes, mas as outras microalgas também
apresentaram degradacdo de aproximadamente 100%. No experimento realizado com
Xanthidium antilopaeum, a degradacdo foi baixa até o 13° dia de cultivo, pois o crescimento
durante este periodo ndo havia atingido a fase exponencial. Porém, quando a cepa atingiu niveis
maiores de densidade celular, a degradacdo também alcancou aproximadamente 2100%,
mostrando que o percentual de degradacdo possivelmente esta correlacionado com a densidade
celular das microalgas.

A biodegradacdo de pesticidas é um processo natural que envolve a oxidagdo do
composto original para formar dioxido de carbono e agua, este processo proporciona carbono e
energia para o crescimento microbiano (Singh 2008). Embora o processo de degradacdo de
outros pesticidas, como fenamiphos e methyl parathion, ja tenha sido descrito para o fitoplancton
(Megharaj et al. 1994; Céceres et al. 2008), o presente trabalho demonstra de forma inédita a
possivel degradacdo do carbofurano pelo fitoplancton. Apesar de estudos anteriores ja terem
demonstrado efeitos toxicologicos do carbofurano em microalgas (Ma et al. 2006; Azizullah et
al. 2011), nenhum deles abordou a capacidade de degradacdo deste composto por estes

organismos. Por outro lado, a degradacdo de carbofurano por fungos e bactérias ja foi
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demonstrada por diversos autores (Chaudhry e Ali 1988; Tomasek e Karns 1989;
Chapalmandugu e Chaudhry 1992; Arias et al. 2005; Jiyoung et al. 2007; Kadakol et al. 2010).

A degradacdo do carbofurano pode ser quimica ou bioldgica, sendo que a utilizacdo de
organismos neste processo pode ser mais barata e evitar impactos ambientais causados pela
utilizacdo de produtos na tentativa de descontaminacdo de ambientes. O presente estudo
demonstra que algumas microalgas podem também biodegradar o carbofurano, embora a via de
degradacdo ndo esteja totalmente elucidada. O completo conhecimento dos produtos gerados
pela degradacdo e a sua respectiva toxicidade, bem como o controle enzimatico do processo,
permitird definir o potencial biotecnolégico do fitoplancton em relacdo ao carbofurano. A
principal via metabolica de biodegradacdo do carbofurano conhecida até o momento envolve
oxidacdo do composto, formando o 3-hidroxicarbofurano que também pode sofrer outras
transformacdes (Peixoto 2007).

Diversos trabalhos realizados com organismos da Ordem Desmidiales identificam estes
organismos como excelentes bioindicadores de ambientes oligotroficos, devido a sua baixa
tolerancia a contaminacdo (Coesel 2001; Spijkerman et al. 2004; Ngearnpat e Peerapornpisal
2007). Por outro lado, a Ordem Chlorococcales é frequentemente encontrada em ambientes
eutrofizados (Debenay et al. 2003). De forma geral, os dados obtidos por este trabalho néo
identificaram maior sensibilidade ao carbofurano pelas desmidias testadas. A tolerancia
apresentada pelas Desmidiales nos dados obtidos por este estudo pode estar relacionada tanto
com a capacidade de degradacdo do composto, como a presenca de uma espessa capsula tipica
dos organismos testados (sendo que esta representa 46, 25 e 12,5% do diametro de Cosmarium
depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum e Spondylosium pygmaeum,
respectivamente). A capsula destes organismos é composta por polissacarideos complexos (EPS)
excretados pela cepa e apresenta diversas funcbes ecologicas (Reynolds 2006). Os niveis
extracelulares iniciais de carbofurano no experimento realizado com Cosmarium depressum var.

planctonicum foram mais baixos que a concentracdo esperada e detectada nos controles sem
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microalga e nos experimentos realizados com as demais cepas (dados ndo mostrados). Por outro
lado, os niveis celulares iniciais de carbofurano foram proporcionalmente mais elevados em C.
depressum var. planctonicum que nas demais cepas, sugerindo que parte do pesticida tenha sido
imediatamente complexado ou adsorvido a capsula, uma vez que as amostras foram retiradas
logo apds a inoculagio e homogeneizagdo das culturas. E importante ressaltar que, ao final do
experimento, a degradagdo tanto do carbofurano extracelular, como do adsorvido as células, foi
de aproximadamente 100%. Portanto, fica clara a necessidade de estudos futuros para aprofundar
0 conhecimento sobre a caracterizacdo dos polissacarideos que compde a cépsula desta espécie,
bem como determinar a dindmica e mecanismos de funcionamento deste processo, visando
encontrar subsidios para futuras aplicacGes biotecnoldgicas.
3.5. CONCLUSAO

A partir deste trabalho pode-se concluir que o carbofurano ndo apresentou toxicidade
para Pediastrum boryanum, mas inibiu o crescimento das demais microalgas. Por outro lado, foi
observado pela primeira vez um maior crescimento de microalgas na presenca de carbofurano,
possivelmente relacionada a metabolizacdo do mesmo. Além disso, os dados obtidos neste
trabalho demonstraram também de forma inédita que as microalgas Desmodesmus communis,
Pediastrum boryanum, Cosmarium depressum var. planctonicum, Xanthidium antilopaeum e
Spondylosium pygmaeum foram capazes de degradar o carbofurano e a degradacdo esta

possivelmente relacionada ao aumento da densidade celular.
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3.7.2 Figuras da estrutura molecular e cepas

Q
O—C—NH—CHs
0 CH,

CHga

Figura 1: formula estrutural do carbofurano.
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Pediastrum bhorvanum

Desmodesmus communis

Cosmarium depressum
var. planctonicum

Spondylosium pygmaeum

Figura 2: fotos das cinco cepas utilizadas nos experimentos.
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