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Resumo

ZORATTO, A.C. (2007). AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE COMPOSTOS
NATURAIS PRODUZIDOS POR EUCALYPTUS GRANDIS E EUCALYPTUS
UROPHYLLA NO VALE DO RIO DOCE, MINAS GERAIS. DISSERTACAO
(MESTRADO) — ESCOLA DE ENGENHARIA DE SAO CARLOS, UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO, SAO CARLOS, 2007.

Tendo como base o escasso conhecimento dos efeitos causados por eucaliptos
sobre a biota aquatica e o intenso plantio em areas de entorno de inimeros lagos no
Vale do rio Doce, o presente estudo avaliou a extragcao, identificacdo e os efeitos
toxicos dos compostos naturais presentes nas folhas de Eucalyptus grandis e E.
urophylla das é&reas de entorno das lagoas Palmeirinha e Ferruginha,
respectivamente, através de destilacdo por arraste a vapor de agua, cromatografia
gasosa de alta resolugédo (CGC), andlise por infravermelho e testes ecotoxicolégicos
com as aguas de decomposi¢do das folhas (laboratério), com os 6leos essenciais,
extratos hidroalcélicos e aquosos das folhas da serapilheira, 30 e 60 dias apos
contato com as lagoas. Nos testes de toxicidade foram utilizados organismos
zooplancténicos (Daphnia similis, Daphnia laevis e Ceriodaphnia silvestri)) e
bentbnicos (Chironomus xanthus). As folhas de E. grandis apresentaram maior
rendimento de 6leo essencial que as de E. urophylla, tendo sido identificado maior
nuamero de substancias nas folhas de E. urophylla. No caso dos extratos o E. grandis
apresentou maior rendimento dos extratos hexanicos, tanto na primeira como na
segunda etapa de extragao enquanto o E. urophylla apresentou maior rendimento de
extrato etandlico. Verificou-se como principais compostos nos extratos de E.
urophylla esterbides e triterpenos. Os resultados dos testes de toxicidade aguda
realizados com a 4agua de decomposicdo das duas espécies de eucaliptos
mostraram efeito toxico a Daphnia similis, D. laevis e C.silvestrii e Chironomus
xanthus o qual, entretanto, diminuiu com o aumento do tempo de decomposigédo. Os
Oleos essenciais apresentaram efeito toxico em todos os testes realizados com
cladéceros (folhas da serapilheira, 30 e 60 dias), assim como o0s extratos

hidroalcodlicos (menos polares) a Chironomus xanthus e aquosos (mais polares) a



D. similis e D. laevis. verificou-se, portanto, no presente estudo, que 0s compostos
naturais presentes nas folhas de E. grandis e E. urophylla podem afetar a biota
aquatica, sendo importante o monitoramento de ambientes aquaticos circundados

por monoculturas de Eucalyptus spp.

Palavras-Chave: Avaliacdo ecotoxicologica; lagoas naturais; Vale do rio Doce,MG;

Eucalyptus spp; compostos naturais.



ABSTRACT

ZORATTO (2007). Ecotoxicological evaluation of natural compounds produced by
Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla in the Valley of Rio Doce, Minas Gerais
State. Dissertacdo (Mestrado) — School of Engineering of Sdo Carlos, University of
Sao Paulo, Sao Carlos, 2007.

Based on the scarce knowledge of the effect caused by eucalyptus on aquatic biota
and the intense plantation in the surroundings of innumerable lakes in the Valley of
Rio Doce, the present study evaluated extraction, identification and toxic effect of
natural compounds found in leaves of Eucalyptus grandis and E. urophylla nearby
Palmeirinha and Ferruginha lagoons, respectively, through vapor dragging distillation,
High resolution gas chromatography (HRGC), Infrared spectroscopy (IR) and
ecotoxicological tests with leaves decomposition water (laboratory), essential oils,
hydroalcoholic and aqueous extracts of litter leaves, and after 30 and 60 days in
contact with the lagoons. For the toxicity tests, zooplanktonic (Daphnia similis,
Daphnia laevis and Ceriodaphnia silvestri) and benthic (Chironomus xanthus)
organisms were used. The leaves of E. grandis showed higher outcome of essential
oils compared to E. urophylla, being identified a higher number of substances in E.
urophylla leaves. In the case of extracts, E. grandis showed higher outcome of
hexanic extracts in the first and second steps of extractions, while E. urophylla
presented higher outcome of ethanolic extracts. The main compounds found in E.
urophylla extracts were steroids and triterpenes, and in E. grandis were saponins,
steroids and triterpenes. The results of the acute ecotoxicological tests carried out
with decomposition water of both eucalyptus species showed toxic effect to Daphnia
similis, D. laevis, C. silvestrii and Chironomus xanthus, which, however, decreased
with decomposition time. The essential oils, showed toxic effect in all tests performed
with cladocerans (litter leaves, 30 and 60 days), as well as the hydroalcoholic
extracts to Chironomus xanthus and aqueous to D. similis and D. laevis. Thus, it was
verified, in the present study, that the natural compounds found in E. grandis and E
urophylla leaves can affect the aquatic biota, being important the monitoring of

aquatic environments surrounded by Eucalyptus monocultures.



Key-words: Ecotoxicological evaluation; natural lagoons; Rio Doce Valley, Minas

Gerais; Eucalyptus spp; natural compounds.
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“Avaliacao ecotoxicolégica de compostos naturais produzidos por
Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla no Vale do rio Doce,

Minas Gerais”.
1 - INTRODUCAO

As massas continentais de 4gua doce representam uma por¢gao muito pequena
do total do componente hidrico do planeta. Segundo Rebougas (1999), essa fragédo é
de apenas 1,2% do total, quando sdo consideradas apenas as aguas superficiais
disponiveis para o uso imediato pelo homem, excluindo-se aquelas que se
encontram congeladas na superficie da crosta terrestre e no interior dos solos
“permafrost”, e aquelas que ja sofreram fortes impactos antropogénicos.

Tundisi (1999), afirma que o desenvolvimento de um pais, nos campos social e
econdmico, esta baseado na disponibilidade hidrica de boa qualidade, e na
capacidade de protecao e conservacao deste elemento natural. Entretanto, segundo
o autor, em todos os continentes os recursos hidricos superficiais e subterraneos
tém sido deteriorados devido as multiplas atividades humanas desenvolvidas com
grande intensidade nas bacias hidrograficas do planeta. Os processos de
industrializacdo e de urbanizacado tém tornado cada vez mais critica a questao da
contaminacao do meio ambiente, alterando tanto a quantidade como a qualidade de
agua.

Nos paises em desenvolvimento, a degradagdo ambiental vem sendo agravada
pelo crescimento explosivo da populagdo humana envolvendo aspectos sociais,
econOGmicos, culturais e cientificos. A deterioracdo da qualidade das aguas doces é
uma das principais causas de perda de diversidade, através da extingdo das
espécies, tornando necessario o aumento de programas de gerenciamento e
recuperacao de lagos, reservatoérios e rios (TUNDISI op. cit).

A constante utilizacao dos recursos hidricos tem requerido um maior numero de
estudos para avaliar e manter a sua qualidade. De acordo com Chapman (1989) a
avaliacdo e o monitoramento ambiental podem fornecer importantes informacdes

sobre a extensdo do grau de poluicdo no ambiente e 0s seus provaveis impactos,
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gerando também dados sobre a deterioragdo ou melhoria ambiental em uma escala
temporal, permitindo avaliar a eficiéncia das agées mitigadoras adotadas. Além de
importante para a avaliacao do grau de degradacdao ambiental, estes processos sao
essenciais para o conhecimento destes ecossistemas.

Como ja mencionado anteriormente, diversas atividades humanas podem
interferir tanto na qualidade quanto na quantidade de agua disponivel. Dentre elas,
as plantagdes florestais, que vém se tornando a cada dia mais importante como
fonte de matéria-prima tanto para a producéao de celulose como para producao de
energia. Neste contexto, as plantacbes de eucalipto merecem especial atengéo
(CAMARA, 1999).

No caso das monoculturas, as alteracbes na bacia de drenagem e,
consequentemente, da qualidade da 4gua, sdo desencadeadas desde o inicio com a
retirada da cobertura vegetal natural que elimina praticamente toda a diversidade
biolégica da regiao (BARBIERI et al., 1997).

Considerando-se que uma parcela significativa dos suprimentos energéticos
dos corpos d"agua derivam de folhas provenientes da area de entorno, mudancgas na
vegetacdo riparia tém o potencial de afetar os sistemas aquaticos que delas
dependem nutricionalmente (CANHOTO et al., 2002). Dessa forma, a mudanca na
vegetacao original do entorno de lagos com o plantio de eucaliptos, cujas folhas
liberam compostos naturais durante a decomposicao, podem alterar a qualidade das
aguas de lagos naturais, afetando a biota aquatica (ABELHO, 1996).

Além disso, estes compostos liberados durante a decomposicao apresentam
efeito alelopatico, mesmo em pequenas concentragdes, que resultam na inibicdo da
germinacao, do crescimento ou do metabolismo de uma planta, contribuindo, dessa
forma, para o aumento da competicdo entre espécies. Uma andlise comparativa dos
efeitos de compostos fendlicos em folhas de Eucalyptus globulus e de Quercus robur
(carvalho-vermelho) mostrou que o eucalipto geralmente apresenta maior conteudo
desses compostos, embora uma vez no horizonte do solo ndo se pode mais detectar
nenhuma diferenca entre as duas espécies, dificultando atribuir o efeito alelopatico a

uma ou outra espécie (LIMA, 1996).
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Por outro lado, existem poucos estudos que relatam o efeito de compostos
naturais provenientes das folhas de eucaliptos no ambiente aquatico (GRACA et al.,
2002), particularmente os liberados das folhas da serapilheira.

Tendo como base o0 escasso conhecimento dos efeitos causados por eucaliptos
sobre a biota aquatica e o intenso plantio em areas de entorno de inimeros lagos no
Vale do rio Doce, estudos ecotoxicoldgicos sdo fundamentais para a avaliacdo da
qualidade da 4gua e sedimento destes ambientes e sua influéncia na diversidade de
organismos, possibilitando um melhor monitoramento das condicdes ambientais
sujeitas a atividades antropicas.

InUmeros estudos ja foram realizados nos lagos do Vale do rio Doce, a partir do
final da década de 70, incluindo estudos limnolégicos em lagos externos e internos
ao Parque Estadual do rio Doce. Os estudos nessa regido iniciaram-se efetivamente
no ano de 1976, apo6s a 12 Conferéncia Brasileira sobre Limnologia e Aquicultura em
Belo Horizonte (MG), a partir do estabelecimento de um convénio de cooperagéo
entre Japao e Brasil em 1974 (TUNDISI e SAIJO, 1997).

Entretanto, nenhum dos estudos desenvolvidos teve o enfoque de avaliacao
ecotoxicoldgica de substancias naturais produzidas por duas espécies de eucaliptos
(Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla). As extensas areas de plantio de
eucaliptos encontradas préximas a diversos lagos e lagoas do sistema lacustre do
Vale do rio Doce, possivelmente causem efeitos a biota, como mostraram alguns
dados preliminares obtidos em testes de toxicidade com cladéceros (GUIMARAES,

2004), e que serviram de base para o presente estudo.
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2 - OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo avaliou o efeito de duas espécies de eucaliptos (Eucalyptus

grandis e Eucalyptus urophylla) plantadas no entorno das lagoas Palmeirinha e

Ferruginha no Sistema Vale do rio Doce, em Minas Gerais, sobre a biota aquatica,

procurando fornecer subsidios para o monitoramento de ecossistemas aquaticos em

areas de plantio de eucaliptos. Para tanto, foram considerados o0s seguintes

aspectos:

Analise da influéncia de substancias naturais presentes nas folhas secas de
Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla sobre organismos zooplanctonicos
(Daphnia similis, Daphnia laevis e Ceriodaphnia silvestrii) e bentbnicos
(Chironomus xanthus), utilizando testes de toxicidade aguda;

Estimativa do efeito destas espécies de eucaliptos sobre os sistemas
aquaticos, a partir dos experimentos com folhas coletadas na area de entorno
e de folhas em decomposicdo nos lagos e no laboratério, com tempo
conhecido de exposi¢ao;

Avaliacdo, através dos testes de toxicidade realizados com diferentes
organismos-teste, da adequacdo das concentracées atuais de fenol na
classificagdo da poluicdo aquatica utilizados por 6rgdos ambientais no
controle da qualidade das aguas, de acordo com a Resolucdo CONAMA 357
(2005).
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3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Recursos hidricos

O desenvolvimento econémico e social de qualquer pais esta fundamentado na
disponibilidade de agua de boa qualidade e na capacidade de conservagao e
protecdo dos recursos hidricos. Uma das causas fundamentais do aumento no
consumo de agua e da rapida deterioragdo de sua qualidade € o crescimento da
populacdo mundial e da taxa de urbanizagdo. No Brasil, 70% da populagao vive
atualmente em areas urbanas com necessidades crescentes de agua e com
aumento permanente nos custos de tratamento devido ao aumento da demanda por
agua e pela piora na qualidade. A agua doce é um recurso limitado, sendo
necessaria a implementacdo de medidas de conservagdo e recuperagdao dos
recursos disponiveis (TUNDISI e BARBOSA, 1995).

Outra importante razdo para a preservacao e conservacao dos recursos
hidricos é a grande diversidade biol6gica da maioria dos ecossistemas aquaticos,
principalmente os de agua doce. A maior parte da diversidade biolégica aquatica
esta distribuida na plataforma continental, em recifes de coral e na agua doce,
(COHEN, 1970 apud ANDRADE, 2003).

Os ecossistemas de agua doce sao constituidos principalmente pelas
comunidades plancténicas (fitoplancton e zooplancton), benténica (fauna e flora
associados ao sedimento), perifitica (algas e animais associados a um substrato
organico ou mineral), de macrofitas (vegetagdo aquatica macroscopica com
importante papel na dindmica dos nutrientes) e nectdnica (representada
principalmente pelos peixes e outros vertebrados aquéticos).

Essa biodiversidade aquatica, contudo, esta seriamente ameagada. Segundo
Moyle e Leidy (1992), as principais causas da perda de diversidade biologica nos
ecossistemas aquaticos estéo relacionadas a:

e Usos da agua através de agdes como barramentos, canalizagao, irrigagao,
controle de inundagdo, consumo domeéstico e industrial, provocando

competicdo com a biota;
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e Alteragbes dos habitats: canalizagbes, represas e barragens,
assoreamento, degradacgao e perda de areas alagaveis;

e Poluicao: fontes pontuais e difusas;

e Introducao de espécies exoticas;

e Exploragcédo comercial de recursos.

Sendo assim, um dos fatores que garantem a estabilidade dos ecossistemas
lacustres sdo as condicdes ecoldgicas da bacia de drenagem, as quais envolvem os
aspectos fisicos, quimicos e biolégicos (KIRA e SAZANAMI, 1995).

Neste contexto, a flora e a fauna presentes em um sistema aquatico sao
influenciadas pelo ambiente fisico do corpo d'dgua (geomorfologia, velocidade da
corrente, vazao, tipo de substrato, tempo de retencao) e pelas atividades humanas
realizadas em seu entorno. O primeiro passo para a compreensdo de como as
comunidades de macroinvertebrados benténicos, por exemplo, estdo reagindo a
alteracdo da qualidade de agua é identificar quais variaveis fisicas, quimicas e
biologicas estdo afetando os organismos (TATE e HEINY, 1995).

A caracterizagdo do meio fisico da bacia hidrografica, com o intuito de levantar
todas as areas criticas do ponto de vista da manutencao da agua, € condi¢do basica
para um planejamento bem sucedido da conservagdo e producdo de &gua.
Entretanto, segundo Pereira (1973), a conservacdo da agua nao pode ser
conseguida independentemente da conservac¢ao dos outros recursos naturais.

Um conjunto de parametros fisicos, quimicos e biol6gicos exercem influéncia
direta na integridade da bacia hidrografica que, por sua vez, esta ligada a uma série
de fatores de origem natural e antrdpica que devem ser observados conjuntamente.
A integridade da microbacia envolve ndo s6 as praticas de conservacao de solo
como, também, a preservacdo de matas ciliares, a prevengdo de compactagéo do
solo, manutencao da biodiversidade e construcdo adequada de estradas (LIMA e
ZAKIA, 1998).

A qualidade do ambiente aquatico é definida por uma série de concentragoes,
particulas fisicas, substancias orgéanicas e inorganicas, e a composi¢ao e estado da

biota aquatica encontrada num corpo hidrico mostram as variagbes temporais e
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espaciais em fungao dos fatores internos e externos do corpo hidrico (MEYBECK e
HELMER, 1992), como, por exemplo, o tipo de cobertura vegetal da bacia
(VAZHEMIN, 1972 apud PEREIRA, 1997).

Por outro lado, as aguas naturais sao os receptores da maioria de substancias
potencialmente téxicas geradas pelas atividades industriais, agricolas e domeésticas.
Embora os ecossistemas aquaticos possam ter uma série de mecanismos fisicos,
quimicos e bioldgicos para a assimilagdo dessas substancias, prevenindo danos a
biota, quando estas atingem niveis acima da capacidade assimilativa do corpo
receptor, podem afetar a sobrevivéncia, o crescimento, a reprodugdo ou o
comportamento  dos organismos (ANDERSON e D APOLLONIA, 1978 apud
FONSECA, 1997).

3.2 - Sistemas florestais de eucaliptos e suas implicacoes em
bacias hidrograficas

O tipo de vegetacdo € um dos atributos mais importantes dos sistemas
terrestres que podem afetar a composi¢cao de organismos € a qualidade da agua em
corpos lacustres, pela diferenca qualitativa e quantitativa na entrada do “litter” ou
serapilheira e dos nutrientes no corpo lacustre (MORETTO, 2001).

Abelho e Graca (1996) afirmam que corpos d’agua que apresentam florestas
deciduas naturais no entorno contém maior diversidade de invertebrados do que
aqueles que sdo constituidos por agroecossistemas, a exemplo das florestas de
eucaliptos.

Portanto, as alteragbes geradas pelo cultivo de monoculturas de eucalipto
(vegetacé@o exotica) nos sistemas lacustres atuam inicialmente como disturbio que
pode ser assimilado pelos processos ecoldgicos ao longo do tempo, com alteragéao
das inter-relacbes entre os elementos biolégicos (diversidade), fisicos e quimicos,
podendo afetar a estabilidade dos lagos (MORETTO, op. cit).
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3.3 — Eucalyptus spp

De ocorréncia natural da Australia, este género possui cerca de 600 espécies
adaptadas as diversas condi¢des de clima e solo. Dentro dessa grande diversidade,
somente duas espécies ndo sdo originarias da Australia: Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus deglupta (MOURA e GARCIA, 2000), e que atualmente vem sendo
utilizados em programas de reflorestamento homotipico.

Em diversos paises essas plantagdes visam sua utilizagdo em industrias de
celulose, farmacéutica e de produtos de higiene. As espécies de eucalipto
apresentam caracteristicas adequadas para o uso em escala comercial, tais como
rapido crescimento, alta producdo de celulose e resisténcia as adversidades das
condicbes ambientais e as doencas (SANTOS et al, 2001). Por essas
caracteristicas, seu uso nos trépicos tem sido altamente favoravel. No Brasil, a maior
parcela das areas reflorestadas com eucalipto é formada por solos de baixa
fertilidade, que aliados a problemas de déficit hidrico, dificultam a producdo de
madeira viavel economicamente (ANDRADE 1991 apud MARQUES JUNIOR et al.,
1996).

A grande maioria de espécies desse género, sdo conhecidas como arvores
tipicas de florestas altas, com 30 a 50 m de altura e com florestas abertas, com
arvores de 10 a 25 m de altura. Aproximadamente, 30 a 40 espécies sado arbustivas
(MOURA e GARCIA op. cit). Situadas na faixa compreendida entre as latitudes 9°N e
44°S, encontram amplamente espalhadas na natureza em altitudes que variam de
30 a 100 m (ELDRIDGE et al., 1994).

A madeira dessas espécies € na maioria das vezes dura, pesada, resistente,
com textura fina e baixa estabilidade dimensional (RECORD e HESS, 1949). O
género Eucalyptus é representado por arvores com alta taxa de crescimento,
plasticidade, desrama natural e madeira com variagcbes nas propriedades
tecnoldgicas, adaptadas as mais variadas condigdes de uso.

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores mundiais de eucalipto, e sua
destinagdo serve basicamente a produgcdo de celulose e papel e ao carvao que
abastece as siderurgicas, gerando um grande numero de empregos diretos e
indiretos. Entre as centenas de espécies do género Eucalyptus, cerca de trinta tém
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mostrado potencial para o cultivo de alta produtividade. Entretanto, estima-se que
apenas dez espécies sao exploradas na plantagdo mundial ocupada pela cultura de
eucalipto (MOURA e GARCIA, 2000).

3.3.1 — Introducao de Eucalyptus spp no Brasil

No Brasil, o Eucalyptus foi introduzido por D. Pedro I, em 1825, com o plantio
de mudas das espécies robusta e tereticornis no Jardim Botanico do Rio de Janeiro
(MOURA et al., 1980).

Até o principio do século XX, o eucalipto foi plantado apenas como arvore
decorativa, como quebra-ventos, pelo seu extraordinario desenvolvimento ou por
supostas propriedades sanitarias. A introdugdo da cultura econémica de eucaliptos
teve inicio pela Companhia Paulista de Estradas de Ferro, para serem usados como
dormentes, postes e lenhas, a partir do trabalho realizado pelo grande silvicultor
brasileiro Edmundo Navarro de Andrade (SAMPAIQO, 1957).

Na década de 1950, comegou-se a cogitar sobre o uso do eucalipto como
matéria-prima para produ¢do de celulose e chapas. Nessa época, a atividade
florestal brasileira passou a mostrar contornos mais definidos e a exigir estudos
visando aumentar a produtividade e a melhorar a qualidade da matéria-prima
(BARRICHELO, 1995).

Assim, o reflorestamento em larga escala no Brasil iniciou-se apenas na
década de 60 do século XX, quando foi sancionada a Lei n® 5.106, de 1966, com o0s
incentivos fiscais recolhidos ao Fundo de Investimento Setorial — FISET
Reflorestamento e aplicados mediante a aprovacdo de projetos apresentados ao
entdo Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal — IBDF. A partir dai, a area
plantada — em sua grande maioria, com espécies dos géneros Eucalyptus e Pinus
chegou a atingir, em 1983, 5,3 milhdes de hectares, tendo sido empregados cerca
de US$ 2,7 bilhdes, resultando na geragdo de 400 mil empregos diretos (VIANA,
2004).

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente — MMA, com base na
destinagdo dos produtos indicada nos projetos, foi esta a distribuicdo das areas
reflorestadas por setor, em milhdes de hectares: siderurgia e carvao vegetal: 1,64
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(31%); papel e celulose: 1,60 (30%); madeira processada mecanicamente: 0,85
(16%); frutiferas e palmaceas: 0,60 (11%); outros fins: 0,61 (12%).

Atualmente, o Brasil possui pouco menos de cinco milhdes de hectares de
florestas plantadas de eucalipto (Figura 1), grande parte dos quais em Minas Gerais.
Segundo dados da Associagcao Mineira de Silvicultura — AMS, estima-se que esse
Estado, que chegou a ter mais de dois milhées de hectares de reflorestamentos em
décadas anteriores, possua, hoje, cerca de 1,5 milhdo de hectares, principalmente
de eucalipto. Seu consumo anual € de 120 mil hectares, quase o dobro do plantio de
florestas em 2002/2003, que foi de 68 mil hectares.

Figura 1 — Floresta de Eucalyptus spp.

Fonte: (causa-nossa.blogspot.com/.../petrleo-verde.html). Acesso: 15 de junho de 2007.

Com isso, as plantagcbes de eucaliptos em grandes extensodes territoriais tém
sido alvo de caloroso debate, que esta longe de ser consensual, ainda mais quando
se inclui a questao ambiental como central e imprescindivel para o desenvolvimento
sustentavel. Recentemente, esta questao voltou a ser discutida com 0s novos mega
projetos de plantacao de eucalipto no sul da Bahia, Espirito Santo e norte fluminense
para o abastecimento da industria de celulose.

A reagdo e a mobilizagdo dos ambientalistas vem sendo forte, principalmente
no que tange aos projetos de reflorestamento que ndo contenham compensacao de

plantio de esséncias nativas (VIANA, op. cit).
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Com essa mobilizacdo, surgiram varias iniciativas nos governos municipais e
estaduais, bem como no Congresso Nacional, proibindo o plantio extensivo de
eucalipto, principalmente para a producao de celulose, bem como das areas que
podem ou néo ser utilizadas para essa finalidade.

No estado de Minas Gerais, o eucalipto tem sido apontado como principal
motivo da desertificacdo do Vale do Jequitinhonha — MG, onde até a década de
1990, o programa federal de incentivos fiscais, foi bastante utilizado para projetos de
reflorestamento, com supressdao de vegetacdo nativa, conversdo de terras
agricultaveis em areas reflorestadas homogeneamente. Em verdade, a expansao do
reflorestamento baseou-se na incorporagao de terras ao sistema produtivo, terras
essas que nao eram areas marginais, resultando numa significativa concentragcéao de
latifundios (CHAVES, 2003).

Segundo Rogick (1996), depoimentos chamam a atencao para os impactos
produzidos pela monocultura de eucalipto em outros dois ambientes distintos de
Minas Gerais, o cerrado do centro-norte do Estado e a regiao de Mata Atlantica da
bacia do rio Piracicaba, afluente do rio Doce.

O plantio de Eucalyptus spp. (Myrtales, Myrtaceae) ocupa grandes areas do
Estado de Minas Gerais. A partir do momento que se reconheceu o valor de sua
madeira, houve a preocupacao de explorar mais racionalmente as areas plantadas,
enquanto os problemas ligados a preservacdo do ambiente e as conseqléncias do
plantio somente foram enfocados mais tarde (GOLFARI, 1975; LIMA, 1993), visto
que muitos impactos sobre a biodiversidade tém sido detectados (PAULA, 1997;
PECK et al., 1998; LOUZADA et al., 2000; ANDERSEN et al., 2002).

3.3.2 — Impactos causados pelo Eucalyptus

Eucaliptos dispdem da resisténcia elevada contra secas e da capacidade de
rebrotacdo depois de queimadas. Os beneficios de eucaliptos sao varios: a
utilizacdo industrial da madeira, por exemplo, para a produgédo de papel, construcao
civil, industria farmacéutica e a utilizagdo das estacas e dos materiais combustiveis
pelas comunidades locais (LAMPRECHT, 1989).
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Apesar de possuir todos os beneficios mencionados anteriormente, ndo existe
um outro género de arvore mais controverso do que o Eucalyptus. Segundo Evans
(1992), alguns paises limitaram ou mesmo proibiram o estabelecimento de arvores
desse género por causa dos impactos ambientais negativos.

Segundo Barbieri (1997), os principais efeitos da atividade de monocultura do
eucalipto referem-se ao grande consumo de agua e nutrientes, alteracdes nas
propriedades do solo que podem ocasionar erosdo, eventuais efeitos alelopaticos
préprios da vegetacdo de eucaliptos sobre outras espécies vegetais, e quando em
contato com o meio ambiente, podem propiciar carater de toxicidade, trazendo sérios
prejuizos para os seres Vivos.

Na regiao do vale do Ago, em Minas Gerais, extensas areas tém sido utilizadas
para o plantio de eucaliptos, as quais circundam muitos lagos naturais externos ao
Parque Estadual do Rio Doce, expondo-os ao carreamento de folhas e lixiviados da
serapilheira. Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito desses compostos na biota

aquatica.

3.3.3 — Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

Eucalyptus grandis (Figura 2) é considerado uma espécie nativa do Norte de
Nova Gales do Sul e da costa sul de Queensland, na Austrdlia. Distribui-se
principalmente entre as latitudes 26 a 32°S e altitudes de 0 - 300 m e se adapta
muito bem em regides com precipitacbes entre 100 e 1700 mm com valores de
temperaturas médias maximas entre 29 — 32°C e médias minimas de 5 e 6°C (FAO,
1981).

A madeira dessa espécie é medianamente leve e facil de trabalhar em
operagdes de usinagem, sendo considerada de baixa estabilidade dimensional e de
elevada permeabilidade. E uma das espécies mais versateis e indicadas para usos
multiplos apresentando, no entanto, problemas de empenamento, contragcbes e
rachaduras nas operacdes de desdobro e secagem (EYRE, 1980).

Ja o Eucalyptus urophylla é uma espécie da Indonésia e do Timor, que ocorre
naturalmente no Timor a partir de 500 metros de altitude, a 3000 metros.
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Nessa regido foram encontradas arvores de até 45 metros de altura e de quase
dois metros de didmetro (MARTIN e COSSALTER, 1975).

No Brasil o E. urophylla (Figuras 2) é uma das espécies mais cultivada por
possuir diversos fins como: celulose, papel, chapa dura, carvao e outros fins. Essa
espécie possui grande potencial de crescimento e tolerancia ao fungo causador do
cancro do eucalipto (Cryphonectria cubensis) (PRYOR et al., 1995).

Figuras 2 — Eucalyptus urophylla (a) e Eucalyptus grandis (b).

Fontes: (www.csiro.au/.../projects/dat/index.html) (a);

(www.anbg.gov.au/.../eucalyptus grandis-bark.html) (b); Acesso: 17 de junho de 2007.

3.4- Conceitos e principios da Ecotoxicologia

Devido a crescente preocupacdo com o meio ambiente e os efeitos adversos
das atividades humanas sobre 0 mesmo, surgiu um novo ramo da Toxicologia e da
Ecologia, a Ecotoxicologia (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

A Ecotoxicologia alerta para as substancias quimicas que representam risco e,
assim, sugere a aplicacdo de medidas preventivas antes que ocorram graves danos
aos ecossistemas naturais (PAASIVIRTA, 1991). Ela esta relacionada a efeitos

toxicos das substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre os organismos vivos,
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especialmente em populacées e comunidades dentro de um ecossistema definido,
incluindo os caminhos da transferéncia desses agentes e sua interacdo com o
ambiente (TRUHAUT, 1978).

A toxicidade de poluentes pode ser ocasionada por substancias organicas e
inorgénicas, utilizadas nos processos produtivos e auxiliares, nos diversos
segmentos das atividades industriais. Outros fatores, tais como a biodisponibilidade
e a interagdo das varias substancias, podem também determinar a ocorréncia e a
intensidade de um efeito téxico (BOUDOU e RIBEYRE, 1989).

A contaminagdo ambiental por substancias quimicas é consequéncia da grande
industrializacao, da utilizagdo crescente de veiculos e do uso intensivo dos recursos
naturais pela agropecuaria, silvicultura e mineragéo, e o aumento das emissdes de
metais toxicos e de alguns compostos quimicos organicos e persistentes, os quais
representam perigo tanto para a vida selvagem quanto para o homem (FERNICOLA
e SOUZA OLIVEIRA, 2002).

3.4.1 — Testes de toxicidade

Segundo Branco (1999), a toxicidade da agua sé pode ser estimada, com um
certo grau de seguranga, através de testes e ensaios realizados com organismos
vivos. O principio de todo teste de toxicidade baseia-se na identificacdo da resposta
dos organismos-teste a presenga de agentes toxicos, sendo que esta resposta esta
associada a quantidade desses agentes (nivel de exposicao).

Varias espécies tém sido utilizadas como organismos-teste, entre elas
microcrustaceos e larvas de insetos (ADAMS, 1995).

O uso dos testes ecotoxicolégicos integra os conceitos da Ecologia, no que diz
respeito a diversidade e representatividade dos organismos e seu significado
ecolégico nos ecossistemas, e da Toxicologia, em relacdo aos efeitos adversos dos
poluentes sobre as comunidades biologicas (PLAA, 1982).

Existe uma variedade de testes de toxicidade ja estabelecidos, sendo que
alguns se encontram padronizados a nivel nacional e internacional por associagdes
ou organizagbes de normalizagdo, como: Associagao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), Association Frangaise de Normalisation (AFNOR), American Society for
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Testing and Materials (ASTM), American Water Works Association (AWWA),
Deutsches Institut fur Normung (DIN) e International Organization for Standardization
(1SO).

Os testes de toxicidade ou bioensaios realizados em laboratério incluem testes
de toxicidade aguda e crbnica, sendo que no presente estudo foram realizados
testes de toxicidade aguda, em que o0s organismos sdao expostos a diferentes
amostras ou concentragbes de uma substancia quimica por curto periodo tempo,
geralmente ndo constituindo uma parte substancial do seu ciclo de vida (LAURINI,
1979). O periodo de exposicdo pode variar de minutos a dias dependendo do
organismo e do ciclo de vida.

Devido a facilidade de execucéao, curta duragcdo e baixo custo, os ensaios de
toxicidade aguda foram os primeiros a serem desenvolvidos e, portanto, constituem
a base de dados ecotoxicoldgicos (BIRGE et al., 1985).

Nos ensaios de toxicidade aguda usualmente os critérios de avaliacdo sdo a
mortalidade e a imobilidade dos organismos-teste. Em geral, observam-se
mortalidade para peixes e imobilidade para invertebrados (VANLEEUWEN, 1988a).

Alguns fatores podem afetar os resultados dos ensaios de toxicidade com
organismos aquaticos, dente eles, os fatores bibticos, que estdo relacionados ao
estagio de vida, tamanho, idade e estado nutricional dos organismos, sabendo-se
que 0s organismos jovens sao geralmente mais sensiveis as substancias toxicas do
que os adultos. Por essa razdo recomenda-se 0 uso de organismos em estagios
iniciais de vida em teste de toxicidade (USEPA, 2002).

Os principais fatores abi6ticos que podem interferir nos resultados dos ensaios
sao: pH, temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade e dureza, devendo por isso,
também serem monitorados durante a execugao do teste (ZAGATTO, 2006).

Ja os testes realizados com amostras de sedimento constituem uma extenséo
da avaliagdo da qualidade da agua, sendo importantes na identificacao de areas que
apresentam toxicidade, mostrando-se eficientes na caracterizagcao de possiveis
efeitos diretos do sedimento (ZAGATTO et al.,, 1985). O objetivo dos testes de
toxicidade com sedimento é avaliar a toxicidade dos sedimentos para os organismos
benténicos, podendo ser usados para determinar a relagdo entre efeitos tdxicos e
biodisponibilidade (INGERSOLL, 1995; USEPA, 2000).
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Devido a grande capacidade do sedimento em acumular compostos, este
compartimento se torna um dos mais importantes na avaliacdo da qualidade de
ecossistemas aquaticos (ESTEVES, 1988; REYNOLDSON e DAY, 1993), tornando-
se assim necessario avaliar o grau de contaminacao destes ambientes de forma a se
obter informagdes Uteis para o gerenciamento dos ecossistemas aquaticos.A
comunidade de macroinvertebrados bentbnicos € um importante componente do
sedimento de rios e lagos, sendo fundamental para a dindmica de nutrientes, a
transformacdo de matéria e o fluxo de energia (CALLISTO e ESTEVES, 1995). A
bioturbagdo da superficie do sedimento e a fragmentacédo do litter proveniente da
vegetacao riparia sdo exemplos de processos envolvendo a comunidade benténica,
que resultam na liberagdo de nutrientes para a agua e na aeragao dos sedimentos
(DEVAI, 1990; CUMMINS et al., 1989), sendo a salide e a qualidade de um corpo

d'agua dependente de tais processos.

3.4.2 — Organismos-Teste

3.4.2.1 — Daphnia spp

Os microcrustaceos, de uma forma geral, desempenham um papel importante
na cadeia alimentar, pois sdo consumidores primarios, alimentam-se de algas e
servem de alimentos para consumidores secundarios, como peixes € outros
vertebrados. Assim, mudangas na populacdo e no comportamento destes
organismos podem interferir nos outros niveis troficos do ecossistema aquatico
(ALLAN, 1976; CETESB, 1999).

O género Daphnia, pertencente a classe Crustacea, ordem Cladocera, familia
Daphnidae, apresenta uma ampla distribuicdio em ambientes de &gua doce
temperados. No Brasil € relatada a presenca natural das espécies Daphnia gessneri,
D. ambigua e D. laevis (MATSUMURA — TUNDISI, 1984), sendo que para o cultivo
em laboratério sdo bastante utilizadas as espécies D. similis e D. magna, as quais
n&o ocorrem naturalmente no Brasil (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).
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Estes organismos plancténicos reproduzem-se por partenogénese e durante a
maior parte do ano a populacao natural é constituida por fémeas. O nimero de ovos
partenogenéticos € variavel e esta relacionado com a qualidade do alimento e outros
fatores fisicos tais como temperatura, intensidade luminosa, oxigénio dissolvido, pH
e concentracao de ions. Os ovos produzidos se desenvolvem rapida e diretamente
em miniatura dos adultos sem estagio larval intermediario (CETESB, 1994;
PASCHOAL, 2002).

O género Daphnia (Figura 3) apresenta organismos com 0,5 a 5,0 mm de
comprimento. O corpo é protegido por uma carapaca transparente, bivalente, exceto
a cabega e as antenas. Possui olhos compostos bem evidentes na cabega, sendo
sensivel a mudanga da qualidade e quantidade de luz (BUIKEMA e SHERBERGER,
1977).

Dafinideos sdo animais ideais para o uso em testes de toxicidade, pois sdo
bastante sensiveis a poluentes e facilmente cultivados em laboratorio (FREAR e
BOYD, 1967) e seu cultivo é realizado seguindo as normas da ABNT (2004)

descritas no Capitulo | do presente estudo.

5 mm

Figura 3 — Daphnia similis.
Fonte: http:// www.kuleuven-kortrijk.be/.../Daphnia%20simlis.htm). Acesso: 17 de junho de
2007.
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3.4.2.2 — Ceriodaphnia spp

Este género é representado por microcrustaceos de agua doce, facilmente
encontrados em lagos, represas e lagoas. Taxonomicamente, Ceriodaphnia lembra
Daphnia, porém €& menor (0,77 — 0,88 mm quando adulta) e com tempo de
reproducdo mais rapido (3 a 4 ninhadas por semana, sob condigdes favoraveis).
Além disso, espécimes de Ceriodaphnia sdo mais arredondados € nao possuem a
projecao rostral proeminente, tipica de Daphnia (CETESB, 2006).

O género Ceriodaphnia (Figura 4) é filtrador, alimentando-se de algas,
bactérias e detritos organicos presentes na agua. Sua reproducdo é geralmente
partenogenética (assexuada), em que fémeas produzem células dipléides que
originam novas fémeas com o mesmo genotipo, resultando, portanto, em uma
populacdo homogénea, tornando-se reprodutiva apoés 3 a 4 dias do nascimento
(CETESB, op. cit), para a utilizacao em testes de toxicidade as Ceriodaphnias spp
sao cultivadas seguindo as normas da ABNT (2005) descritas no Capitulo | do
presente estudo.

0,659 mim

Figura 4 — Ceriophania spp.

Fonte: (www.internal.eawag.ch/.../html/cereodaphnia.html). Acesso: 28 de maio de 2007.
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3.4.2.3 — Chironomus spp

Para os testes com sedimentos, entre os organismos-teste frequentemente
utilizados, incluem-se os macroinvertebrados bentbnicos, os quais ocupam uma
posicao chave na cadeia alimentar como consumidores de detritos nos ecossistemas
aquaticos. Na regido bentdnica, as larvas de insetos desempenham um importante
papel na conversdo tanto de organismos vivos como da biomassa morta em
alimento para outros consumidores. Por outro lado, devido as diferengas dos habitos
alimentares entre 0s organismos que vivem no ambiente aquatico recomenda-se que
a avaliacao da toxicidade do sedimento seja feita com organismos de diferentes
niveis troficos (PERSOONE e JANSSEN, 1993; DORNFELD, 2002; FONSECA e
ROCHA, 2004).

Para testes com amostras de sedimento, os organismos bentdnicos sdo os
melhores indicados, pois vivem em contato direto com os sedimentos sélidos e agua
intersticial. Além disso, ja existem dados sobre a sensibilidade de algumas espécies
a poluentes, bem como dados sobre a biologia de determinadas espécies. Alguns
anfipodos (como Hyalella azteca e Gammarus spp) e larvas de insetos (Hexagenia
limbata, Chironomus tentans e Chironomus riparius) se mostraram eficientes em
detectar a toxicidade de sedimentos em varios estudos. Porém, existem problemas
em relacdo ao cultivo e ao desenvolvimento de testes para avaliacdo de efeitos
cronicos (ZAGATTO, 1999).

Dentre os insetos aquaticos, organismos da familia Chironomidae sao
extremamente adaptaveis a todos os tipos de ambientes, apresentando uma grande
riqueza de espécies. Devido a estes fatores, dentre outros, os quironomideos tém
sido utilizados como organismos-teste na avaliacdo da toxicidade do sedimento
(ELDER, 1990). Esses organismos vivem em casulos a poucos centimetros do
sedimento e constituem freqlientemente a propor¢cao mais significativa da biomassa
bentbnica (GIESY et al., 1988), alem de desempenharem papel importante na
reciclagem de nutrientes do sedimento e serem importantes na dieta de aves e
peixes de agua doce (BAUDIN e NUCHO, 1992).
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A espécie de quironomideo Chironomus xanthus (Figura 5) vem sendo utilizada
como organismo-teste em diversos estudos ecotoxicolégicos para a avaliagdo da
qualidade do sedimento (PAMPLIN, 1999; FONSECA e ROCHA, 2004) e da
sensibilidade a substancias de referéncia (RODGHER, 1998), mostrando ser uma
espécie de facil manutencdo em laboratério (com alta fecundidade e acasalamento
sem enxameamento) e com um curto ciclo de vida.

O ciclo de vida de C. xanthus é dividido em 4 fases distintas, trés das quais séo
aquaticas: um estagio de ovo, um estagio larval consistindo em 4 instares, um
estagio de pupa e um estagio (aéreo) adulto. Nas condi¢cdes de temperatura entre 19
e 26°C, C. xanthus completa o ciclo de vida entre 16 e 17 dias (STRIXINO e
STRIXINO, 1982), seu cultivo € realizado seguindo as normas da USEPA (1996)
descritas no Capitulo I.

Figura 5 — Chironomus xanthus.
Fonte: (http://entomology.unl.edu/Igh/marine insects/chironomus.gif). Acesso: 18 de maio de
2007.

Estes organismos possuem uma coloragao vermelha devido a presenca de
hemoglobina, o que os ajuda a tolerar periodos com baixas concentragdes de
oxigénio. Outro fator favoravel é que a coloragdo vermelha e o tamanho de
Chironomus xanthus facilitam a separagdo destes organismos apdés o teste
(DORNFELD, 2002).
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Organismos nao bentdnicos também podem ser utilizados em testes com
sedimentos, pois existem métodos bem conhecidos e padronizados, sendo de
grande importancia nas extrapolacées com o objetivo de avaliar material dragado
(ZAGATTO, 1999). A escolha de organismos nao benténicos para a avaliagdao da
toxicidade em sedimentos também se justifica pelo fato de existir uma forte interagéo
entre os compartimentos agua e sedimento, lembrando que o0s contaminantes
associados aos sedimentos afetam a comunidade benténica diretamente bem como
a comunidade nao benténica (BURTON, 1992).
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4 — AREA DE ESTUDO

No Brasil, existem trés grandes sistemas lacustres: o sistema de lagos de
varzea do Amazonas, o Pantanal Matogrossense e o Sistema de lagos do Vale do
Rio Doce (Figura 6 e 7). Desses sistemas, os dois primeiros destacam-se por suas
flutuagdes no nivel de agua, enquanto que o sistema de lagos do rio Doce é
constituido por aproximadamente 160 lagos isolados, a maioria deles sem conexao
com o rio. As flutuacdes de nivel desse sistema de lagos sdo muito pequenas, o que
lhes da caracteristicas extremamente peculiares do ponto de vista de funcionamento
ecolégico (TUNDISI, 1981).
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Figura 6 — Localizacédo do Parque Estadual do Rio Doce.
Fonte: (http://maps.google.com.br/). Acesso: 25 de agosto 2007.
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Figura 7 — Delimitac&o politico-administrativa do Vale do Rio Doce.
Fonte: MORETTO (2001).

Entretanto, podem ocorrer alteragdes na qualidade da agua destes lagos,
particularmente no caso dos lagos externos ao Parque Estadual do rio Doce (PERD),
devido a variacdo nas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do material
aléctone carreado do sistema terrestre (MORETO, 2001), representado
essencialmente por folhas de eucaliptos, que constituem extensas areas de plantio
ao redor dos lagos.

O Parque do rio Doce esté localizada a sudeste de Minas Gerais, entre as
coordenadas 42°38'30” e 48°28’18” oeste e 19°48’'18” e 19°29'24” sul (TUNDISI e
SAIJO, 1997). A Bacia do rio Doce compreende uma area de drenagem de 83.400
Km?, dos quais 86% pertencem ao Estado de Minas Gerais e 14% ao Estado do
Espirito Santo, abrigando uma populacado de 3,1 milhdes de habitantes, distribuidos
em 222 municipios (MELLO, 1997) .

Limita-se ao sul com a bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul, a oeste com a
bacia do rio Sao Francisco e, em pequena extensdo, com a do rio Grande. Ao norte,
limita-se com a bacia dos rios Jequitinhonha e Mucuri e a noroeste com a bacia do
rio Sao Mateus (MELLO, op.cit.).
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O clima da regiao é tropical umido e a média anual de precipitacdo é de 1480
mm, sendo a temperatura média de 21,9°C com maximas de 40°C no verao e
minima de 3°C no inverno (TUNDISI et al., 1997).

O rio Doce corre por uma extensdao de 875 Km e durante esse percurso seus
tributarios mais importantes sdo os rios Piracicaba, Casca, Santo Anténio e Matipd
(ANDRADE, 2003).

O sistema de lagos do Vale do rio Doce esta situado em uma area de grande
importancia para o desenvolvimento econémico do estado de Minas Gerais e para o
Brasil, por possuir um intenso polo industrial denominado Zona Metalurgica ou Vale
do Aco onde se encontram importantes usinas siderdrgicas, como a Usina
Siderurgica de Minas Gerais (USIMINAS), a Acos Especiais Iltabira S.A. (ACESITA)
e a Companhia Siderurgica Belgo-Mineira (CSBM) (DE PAULA, 1997).

Tais empreendimentos industriais, que apresentam niveis de qualidade e
produtividade industrial que estao entre os maiores do mundo, desempenham papel
significativo nas exportacbes brasileiras de minério de ferro, ago e celulose
(TUNDISI e SAIJO, 1997).

Outra area de importancia desta regidao € a denominada Zona da Mata, onde
esta localizada a Zona Geografica do rio Doce, constituida por uma rica drenagem e
por remanescentes de Mata Atlantica. E nessa zona que se encontra inserido o
sistema de lagos do Vale do rio Doce, constituido por cerca de 160 corpos lacustres
preservados, sendo que 50 situam-se dentro do Parque Estadual do Rio Doce
(PERD).

Ao longo de toda a bacia hidrografica do rio Doce, a economia € bastante
diversificada (Figura 8):

e Alto rio Doce: grandes projetos de mineragao (minério de ferro), agricultura e
pecuaria;

e Meédio rio Doce: esta localizado o maior p6lo siderurgico da América Latina,
além de industrias de celulose, carvao vegetal, agropecuaria e hidroelétrica

de médio porte nos rios Piracicaba e Santo Anténio;
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e Baixo rio Doce: cultura de café e agropecuaria.

Legenda
d Indistria

A  Monocultura
de Ewucalipte

= Agropecudria
bt Barragem

&  wata stlintica

— Lagoa da Palmairinha

Lagoa da Ferruginha FADCT-CIAMEVUFAG CEDELAA ECHY

Figura 8 — Bacia do rio Doce e seus principais afluentes no entorno do Parque
Estadual do Rio Doce (PERD).
Fonte: BARBOSA et al. (2000).

Além destas atividades, vale ressaltar a presenca de industrias de celulose e
carvao vegetal que, ao longo dos anos, substituiu grande parte da floresta de Mata
Atlantica por macicos florestais de eucalipto as margens do rio Doce e
imediatamente apds a confluéncia com o Rio Piracicaba (MORETTO, 2001). Juntas,
a pecuaria extensiva, a silvicultura industrial e a monocultura de eucaliptos ocupam
pelo menos 80% da area total da bacia.

Originalmente, essa regido era coberta por Mata Atlantica, mas a intensa
devastacao restringiu o revestimento floristico originario basicamente a area do
Parque Estadual do Rio Doce. As demais matas correspondem a uma vegetacao

que sofreu influéncia antropica intensa, constituindo-se em vegetacao secundaria.
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Estima-se que menos de 7% da area possui hoje cobertura vegetal (FONSECA,
1983 e 1985, apud UFMG/PADCT, 1997). Destes, menos de 1% encontra-se em
estagio primario (MITTERMEIER et al, 1982; FONSECA, 1985 apud UFMG/PADCT,
1997).

Segundo pesquisas realizadas pela Fundagdo Centro Tecnol6gico de Minas
Gerais — CETEC, 95% das terras da bacia constituem pastos e capoeiras,
demonstrando a predominancia da atividade pecuaria. As espécies mais difundidas
na formacdo de pastagens sdo o capim gordura (Melinis minutiflora) em areas
situadas acima da cota altimétrica de 800 m e o colonido (Panicum maximum)
abaixo dessa altitude. As florestas plantadas, constituidas principalmente por
espécies do género Eucalyptus, sdo expressivas no médio rio Doce.

O complexo minero-siderurgico também contribuiu para a expansédo das matas
de eucalipto para a produgcdo de carvao empregado nas usinas siderurgicas da
regiao. Minas Gerais possui hoje a maior area plantada de eucalipto do Brasil, cerca
de 2.500.000 hectares (DE PAULA, 1997).

A bacia do rio Doce também possui um sistema de drenagem com papel
fundamental na economia do leste brasileiro, uma vez que além de fornecer agua
para diversos fins, como uso doméstico, industrial, agropecuario € geracao de
energia elétrica, ainda recebe esgotos, rejeitos e efluentes produzidos pelos centros
urbanos e industriais (DE PAULA, op cit.).

Os ambientes aquaticos considerados no presente estudo situam-se na area
externa ao Parque Estadual do rio Doce. As lagoas Palmeirinha e Ferruginha séo,
respectivamente, circundadas por plantios de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophylla (Figuras 9) e possuem caracteristicas semelhantes.

No Brasil, poucos estudos avaliaram os efeitos ecoldgicos de plantacdes de
Eucalyptus em ambientes aquaticos. Alguns autores mostraram a influéncia negativa
destas monoculturas sobre comunidades perifiticas e de macroinvertebrados
bentdnicos (SABARA, 1994; CALLISTO et al., 2000; 2002), diferindo, entretanto, de
outros autores, que ndo detectaram efeitos na ictiofauna (VONO e BARBOSA, 2001)
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Figuras 9 — Areas de plantio de Eucalyptus grandis (a) e a camada de serapilheira de
Eucalyptus urophylla (b) — Regido do Vale do rio Doce — Minas Gerais. (Fotos: Arnola

Cecilia Rietzler).

4.1 - Lagoa Palmeirinha e lagoa Ferruginha

De acordo com relatorio cientifico disponibilizado pelo Programa de Estudos de
Longa Duragéo (PELD, 2005), estudos limnoldgicos realizados na lagoa Palmeirinha,
nos periodos de seca e chuvoso, mostraram estratificagdo térmica e quimica em
ambos os periodos do ano.

Na lagoa Palmeirinha (Figura 10) o disco de Secchi atingiu a profundidade de
2,0 m, com zona eufética de 6,0 metros. Para os dois periodos do ano observou-se
estratificacao térmica e quimica. Maiores valores de condutividade elétrica e sélidos
totais dissolvidos foram registrados no hipolimnio no periodo de chuva. O pH
mostrou-se levemente acido nos dois periodos amostrados.

No periodo de chuvas, a temperatura da agua variou entre 26,8 e 30,7 °C e as
concentracdes de oxigénio dissolvido entre 4,7 e 11,6 mg L™, com os menores
valores registrados no fundo. Observou-se também neste periodo uma queda
acentuada nos valores do potencial de oxi-redugdo a partir de 5,0 m, atingindo
valores negativos préximo ao fundo, onde prevaleceram processos redutivos. O pH
variou entre 5,2 e 6,0 com o menor valor registrado a 4,0 m. A condutividade elétrica
variou entre 38,0 e 110,0 pS cm™ e os valores de sélidos totais dissolvidos entre
20,0 e 70,0 mg L', ambas varidveis com maiores valores no fundo.
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No periodo de seca, os valores de temperatura da agua variaram entre 23,9 e
26,3 °C e as concentragdes de oxigénio dissolvido entre 7,1 e 8,2 mg L, com os
maiores valores registrados na superficie. Nesse periodo, os valores do potencial de
oxi-reducao foram positivos em quase toda a coluna d’agua. O pH variou entre 4,8 e
5,0, com o menor valor também sendo registrado no hipolimnio. A condutividade
elétrica variou entre 45,0 e 68,0 uS cm™ e os valores de sélidos totais dissolvidos
foram de 30,0 mg L™ em toda coluna d"agua. Nao foi observada estratificagdo em
relacdo ao potencial de oxi-reducdo, condutividade elétrica e soélidos totais
dissolvidos. Além disso, ndo foi observada uma desestratificacdo completa da coluna
d’agua, possivelmente pelo fato de que a lagoa Palmeirinha esta “encaixada” em um
vale e com uma mata de entorno um pouco mais densa, o que a protege da agao do

vento sobre a mistura da coluna d’agua.

Figura 10 — Lagoa Palmeirinha, circundada por plantacdes de Eucalyptus grandis.
(Foto: Arnola C.Rietzler)

Dados de nutrientes da Lagoa Palmeirinha (Tabela 1) obtidos em estudo
realizado por equipe conjunta do projeto FAPEMIG/FUNDEP e do PELD/CNPq
(2005) mostraram que as concentracdes de nutrientes sdao baixas na lagoa
Palmeirinha (oligotrdfica).
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Tabela 1 — Valores de nutrientes (ug.L™') encontrados na lagoa Palmeirinha em
2005.

VARIAVEL/PERIODO * SECA/2004 CHUVA/2005 SECA/2005

NITRITO 6 0,78 8,62

NITRATO 3,6 0,0 0,0

AMONIA 378,5 0,0 172,93
FOSFORO TOTAL 12,4 14,34 17,52

* Dados cedidos pelo Laboratério de Ecologia de Processos e Qualidade de Agua -
ICB/UFMG - Prof. Francisco Barbosa.

A lagoa Ferruginha (Figura 11), embora ndo tenha sido anteriormente
estudada, em geral apresenta caracteristicas limnolégicas semelhantes a lagoa
Palmeirinha, sendo sua area de entorno reflorestada com Eucalyptus spp., incluindo-
se E. urophylla. Dentre as variaveis limnoldgicas medidas in situ em outubro de
2006, verificou-se valores de pH e condutividade correspondentes a 5,14 e 40,00
uS.cm™, e de sélidos suspensos e potencial redox equivalentes a 0,03 mg.L™ e 3,00
mV. Além disso, dados de nutrientes recentemente obtidos pelo Laboratério de
Ecologia de Processos (ICB/UFMG) mostraram valores proximos aos encontrados
na lagoa Palmeirinha, exceto no caso de aménia, cujos valores foram mais elevados

na mesma. (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de nutrientes (ug.L™") encontrados na lagoa Ferruginha em
outubro de 2006.

VARIAVEL VALORES
NITRITO 1,07
NITRATO 4,29
AMONIA 28,20
FOSFORO TOTAL 26,82

* Dados cedidos pelo Laboratério de Ecologia de Processos e Qualidade de Agua-
ICB/UFMG - Prof. Francisco Barbosa.
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Figura 11 — Lagoa Ferruginha, circundada por plantacées de Eucalyptus urophylla.

(Foto: Arnola C.Rietzler)
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CAPITULO I
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“Avaliacao ecotoxicologica de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophylla mediante decomposicao foliar e testes de toxicidade em
laboratorio”.

1 - INTRODUCAO
1.1 - Vegetacao e recursos hidricos

Os ecossistemas de agua doce sao compostos, principalmente, pelas
comunidades plancténicas (fitoplancton e zooplancton), benténica (fauna e flora
associados ao sedimento), perifitica (algas e animais associados a um substrato
organico ou mineral), de macrdfitas (vegetacdo aquatica macroscépica de importante
papel na dindmica dos nutrientes) e nectdnica (representada principalmente pelos
peixes e outros vertebrados aquaticos) (WETZEL,1975).

O tipo de vegetacdo é um dos atributos mais importantes dos sistemas
terrestres que podem afetar a composi¢cao de organismos e a qualidade da agua em
corpos lacustres, pela diferenca qualitativa e quantitativa na entrada do “litter” ou
serapilheira e dos nutrientes no corpo lacustre (MORETTO, 2001).

Abelho e Graga (1996) afirmam que corpos d’agua que apresentam florestas
naturais no entorno contém maior niumero de invertebrados do que aqueles que sao
constituidos por agroecossistemas, a exemplo das florestas de eucaliptos.

No caso de monoculturas, as alteracbes da bacia de drenagem e,
consequentemente, na qualidade da agua, sao desencadeadas desde o inicio com a
retirada da cobertura natural que elimina praticamente toda a diversidade biolégica
da regido. Além disso, a construcdo de estradas, o preparo do solo com adubacéo e
uso rotineiro de fogo sdo for¢cas que incrementam o nivel do impacto antropogénico
(BARBIERI et al., 1997).

Segundo Barbieri (op. cit), os principais efeitos da atividade de monocultura de
eucaliptos referem-se ao grande consumo de agua e nutrientes, alteragbes nas

propriedades do solo que podem ocasionar erosdo, eventuais efeitos alelopaticos
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préprios da vegetacdo de eucaliptos sobre outras espécies vegetais, e quando em
contato com o meio ambiente podem propiciar carater de toxicidade, trazendo sérios
prejuizos para 0s seres Vivos.

Além disso, sao relatadas baixas taxas de decomposicao em solo de florestas
de Eucalyptus spp, acarretando acumulo de material organico e, por conseguinte,
aumento da quantidade de nutrientes na interface serapilheira-solo (ADAMS e
ATTIWIL, 1986; LOUZADA et al., 1997; GAMA-RODRIGUES e BARROS, 2002).

Essa baixa taxa de decomposicdo decorre, em parte, da eficiente
retranslocagdo de nutrientes (ciclagem bioquimica) pelo eucalipto, produzindo
serapilheira de baixa qualidade nutricional, especialmente em N e P (GAMA-
RODRIGUES e BARROS op. cit). Isso acarreta, ao menos no primeiro ano de
decomposi¢do, a predominancia do processo de imobilizacdo desses elementos
(GUO e SIMS, 1999; GAMA-RODRIGUES e BARROS, 2002).

O eucalipto € uma planta que apresenta efeitos alelopaticos, interferindo no
desenvolvimento das plantas, na atividade microbiolégica do solo e,
consequentemente, no seu processo de decomposicao (SILVA e COSTA, 2004).

As partes vegetativas do eucalipto sdo bastante complexas quimicamente.
Desta forma, é normal esperar alguma alteracdo na atividade microbiol6gica do solo
com a presenca destes residuos (LIMA, 1993).

Florenzano (1956) encontrou uma concentracdo muito baixa de bactérias
nitrificadoras sob o eucalipto, sugerindo que os residuos de eucalipto poderiam produzir
alguma agéo inibidora nestes microorganismos. Lozano e Velasco (1981) encontraram
resultados semelhantes. Entretanto, em outra regido da Italia, Florenzano (1959)
encontrou uma quantidade maior de bactérias nitrificadoras sob eucalipto, além de uma
maior acumulagao de humus em comparacao aos resultados obtidos sob plantacdes de
Pinus e culturas agricolas.

O estudo da ciclagem de nutrientes minerais, via serapilheira, é fundamental
para o conhecimento da estrutura e funcionamento de ecossistemas florestais. Parte
do processo de retorno de matéria organica e de nutrientes para o solo florestal se
da através da producdo de serapilheira, sendo esta considerada o meio mais
importante de transferéncia de elementos essenciais da vegetacdo para o solo.
(PAGANO e DURINGAN, 2000).
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1.2 — Formacao de serapilheira

A serapilheira é particularmente importante por atuar na superficie do solo
como um sistema de entrada e saida, recebendo entradas via vegetagao e, por sua
vez, decompondo-se e suprindo o0 solo e as raizes com nutrientes e matéria
organica, sendo essencial na restauracao da fertilidade do solo em areas em inicio
de sucesséao ecoldgica (EWEL, 1976). A decomposicao dos residuos organicos que
formam a serapilheira é o principal processo de ciclagem de nutrientes em um
ecossistema florestal (MONTAGNINI e JORDAN, 2002).

Os padrdes de deposicao de serapilheira introduzem heterogeneidade temporal
e espacial no ambiente, podendo afetar a estrutura e a dinAmica da comunidade de
plantas (FACELLI e PICKETT, 1991; MOLOFSKY e AUSGSPURGER, 1992).

Em zonas de troca entre os ecossistemas terrestres e aquaticos chamados de
zonas riparias existem alguns processos de transferéncia importantes, exclusivos de
matas ciliares: o primeiro é a entrada de sedimentos a partir das areas adjacentes,
transportados pelas dguas das chuvas ou de rio, sendo retidos pela faixa florestal
que atua como filtro; o segundo trata da entrada de nutrientes também através do
fluxo lateral do lencol fredtico, transportando nutrientes das partes mais elevadas
para a faixa ciliar (PAGANO e DURIGAN, 2000).

Os fatores que afetam a forma e a ciclagem de nutrientes estdo intimamente
ligados as condi¢oes climaticas e aos compostos fendlicos, bem como aos aspectos
ambientais e aos poluentes, variando de espécie para espécie (SCHUMACHER,
1992; POGGIANI e SCHUMACHER op. cit). Em geral, observa-se um aumento da
deposicao da serapilheira até a idade em que as arvores atingem a maturidade ou
fecham as suas copas. Apdés esse ponto pode ocorrer ligeiro decréscimo ou
estabilizacdo (BRAY e GHORAN, 1964).

A quantidade de serapilheira produzida por uma floresta pode ser influenciada
por fatores como as espécies vegetais existentes, a idade das plantas, o solo e o
clima. As espécies vegetais afetam significativamente a producao de serapilheira,
sendo esse efeito atribuido, principalmente, a capacidade de adaptagdo das
espécies ao meio (JENSEN, 1974).
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Em florestas de eucalipto, a producao anual de serapilheira € significativamente
influenciada pela idade, independente de sua densidade (McCOOL, 1966).

A concentracdo de nutrientes no material de serapilheira é importante porque
influencia a taxa de decomposicao e a quantidade de nutrientes liberados (JENSEN
op cit.). O conteudo de minerais € usualmente baixo em locais pouco férteis e é
aumentado com a fertilidade do solo (BRAY e GORHAM op. cit).

As espécies vegetais também desempenham influéncia relevante na
concentracdo de nutrientes na serapilheira. Segundo Ashton (1975), em folhas
caidas de Eucalyptus regnans, o conteudo de nutrientes é bem menor que em

muitas florestas nativas.

1.3 — Decomposicao e liberacao de nutrientes e outras substancias
da serapilheira

A decomposi¢ao das folhas das arvores e outros detritos organicos ocorre
tradicionalmente em trés fases mais ou menos seqienciais (SUBERKROPP et al.,
1976): lixiviagdo, colonizacdo microbiana e fragmentagcdo, em que intervém
paralelamente processos fisicos e biolégicos (Figura 12). A intensidade, duracdo e
dominancia destas fases depende de varios fatores intrinsecos (caracteristicas
fisicas e quimicas da folha) e de fatores ambientais extrinsecos (abiodticos e bibticos)
tais como a intensidade da corrente, a temperatura ou a quantidade de
invertebrados detritivoros (GESSNER et al., 1999).
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Seqliéncia de decomposicdo de detritos foliares
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Figura 12 — Etapas de decomposicao de detritos foliares.
Fonte: (http://www.icb.ufmg.br/big/benthos/index arquivos/Pagel764.htm). Acesso: 15 de
setembro de 2007.

A decomposi¢cado microbiana das folhas é fundamentalmente efetuada por um
grupo heterogéneo de fungos, os hifomicetos aquaticos. Estes hifomicetos aquaticos
dominam as fases iniciais da decomposi¢cao, podendo atingir, de 8 a 18% da
totalidade da massa foliar (GESSNER e CHAUVET, 1994). Tem sido varias vezes
demonstrado que a colonizacdo por fungos determina um incremento no valor
nutritivo das folhas, estimulando o seu consumo pelos invertebrados (ARSUFFI e
SUBERKROPP, 1985).

Quanto a terceira fase da decomposicao, em um estudo realizado por Graca et
al. (2001), calculou-se que um grupo particular de detritivoros, os fragmentadores ou
organismos que ingerem diretamente as folhas, constitui cerca de 41 a 45% da
biomassa total de invertebrados em alguns ribeiros do Centro de Portugal. Os
fragmentadores desempenham um papel fundamental na conversao de particulas
grosseiras de matéria organica em particulas finas que servirdo de alimento a outros

grupos de detritivoros como os coletores e os filtradores (GRACA op cit.).
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A importancia dos detritivoros fragmentadores na decomposicao foliar parece
ser inegavel, podendo estes ser responsaveis por mais de 30% da degradacéo
(ALLAN, 1995). A quantidade e a qualidade dos detritos fornecidos pela vegetacao
da zona riparia sdo assim determinantes para a biomassa e diversidade de
invertebrados aquéticos.

Por outro lado, a decomposicdo € um processo complexo e, freqlientemente,
prolongado, que ocorre a taxas constantes, variando com a natureza do substrato e
com as caracteristicas do ambiente (SATCHELL, 1974). A matéria organica morta
sobre 0 solo desempenha um papel importante na determinacdo da estrutura e
funcdo de um ecossistema, por sua atuacdo como fonte de energia para o0s
organismos heterotréficos e como reservatério de nutrientes para ciclagem dentro do
sistema (SIMGH e GUPTA, 1977; SANTOS e GRISI, 1979).

A decomposicao da serapilheira sob floresta é de fundamental importancia para
o ciclo dos nutrientes no solo (GEORGE, 1982). Entre os fatores que podem estar
envolvidos na composicao quimica do substrato, estdo a presenca de substancias
inibidoras do crescimento e os fatores fisicos, como a temperatura e a umidade
(NAGY e MACAULEY, 1982).

O material vegetal que chega ao solo possui composi¢cao quimica e fisicamente
heterogénea, sendo que os constituintes das plantas sdo comumente divididos em:
celulose, hemicelulose, lignina, fracao soluvel em agua, fracdo soluvel em alcool e
éter, proteinas e minerais (ALEXANDER, 1977).

Os componentes da serapilheira, solUveis em agua, constituem fontes de
energia prontamente disponiveis para os decompositores, que influenciam os
estagios iniciais de decomposicéo. Essas substancias desaparecem rapidamente da
matéria organica devido a utilizagdo microbiana e lixiviagdo (SING e GUPTA, 1977).

Apesar do efeito benéfico das substancias hidrossoluveis sobre a biota do solo,
varios autores constataram efeitos inibitérios de extratos aquosos de varias espécies
vegetais sobre diversos microrganismos (DELLA BRUNA, 1985).

Estudos sobre a diversidade dos fungos associados as folhas de Eucalyptus
spp sao raros no Brasil. Conhecem-se alguns hifomicetos associados a
decomposicao de suas folhas, conforme Sutton e Hodges apud Grandi (1993), bem
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como os efeitos inibitérios de substancias alelopaticas, presentes na serapilheira de
Eucalyptus spp e no extrato aquoso preparado a partir das folhas, sobre o nimero
de bactérias e sobre a diversidade e quantidade de col6nias fungicas in vitro
(DELLA BRUNA et al., 1989, 1991). No entanto, pouco se conhece sobre o efeito
dessas substancias alelopaticas sobre a diversidade dos fungos terrestres e
aquaticos no ambiente natural.

Rice (1979), estudando a toxicidade de extratos aquosos de Euphorbia
corolata, Helianthus annus e Ambrosiana elatior sobre Rizobium, Nitrosomonas,
Azotobacter e Nitrobacter, atribuiu o efeito toxico a presenca de galotaninos,
capazes de precipitar proteinas, e de &cidos clorogénicos, que inibem certos
sistemas enzimaticos.

A toxicidade das substancias solUveis em agua aos microrganismos acontece
em funcdo da sua concentracao. Knosel apud Dommergues e Mangenot (1970),
verificou que os acidos fendlicos liberados pela decomposi¢cdo das plantas séo
inibitérios a altas doses e estimulantes em pequenas doses.

Areas reflorestadas com algumas espécies de Eucalyptus spp sofrem
modificagdes durante o desenvolvimento da cultura. Estas sao visualizadas pela
inibicdo do crescimento de espécies nativas e acumulo de material organico nao
decomposto sobre o solo. Estudos realizados por Del Moral e Miller (1970)
mostraram alteragdes na flora nativa em éareas reflorestadas com Eucalyptus
camadulensis. As alteracdes foram atribuidas a presenca de substancias volateis e
sollveis em agua, como por exemplo, os terpenos, adsorvidos as particulas
coloidais do solo.

Sendo assim, o acumulo de material organico ndo decomposto sobre os solos
reflorestados com eucalipto tem sido atribuido a baixa atividade microbiana, causada
pela presenca de substancias inibitorias no material em decomposicao
(FLORENZANO, 1957).

A presencga de inibidores microbianos também foi constatada nos componentes
alifaticos e aroméaticos dos 6leos essenciais do eucalipto (KURITA et al., 1981).

Um estudo realizado com folhas de duas espécies de arvores enterradas por 12
meses, em solo de Mata Atlantica e de eucaliptal com 40 anos de plantio, mostrou
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diferencas no tempo de decomposicao das folhas. No solo de Mata Atlantica foi
observada uma perda de 30% de massa para as duas espécies de folhas (Dalbergia
nigra e de Eucalyptus grandis) apés 4 meses de decomposi¢cdo, enquanto que no
solo de eucaliptos o tempo necessario para 40% de perda foi de 8 meses
(REZENDE et al., 2001).

Velasco e Lozano (1979) observaram uma diminuigdo da microbiota dos solos
com eucalipto, quando comparados com bosque de Carvalho-vermelho (Quercus
robus) resultando numa desaceleracao do processo de decomposicdo da matéria
organica do solo e num aumento da relagdo C/N da mesma. Portanto, as alteragées
geradas pelo cultivo de monoculturas de eucalipto (vegetacao exética) nos sistemas
lacustres atuam inicialmente como disturbio que pode ser assimilado pelos
processos ecolégicos ao longo do tempo, com alteragdo das inter-relagdes entre os
elementos bioldgicos (diversidade), fisicos e quimicos, podendo afetar a estabilidade
dos lagos (MORETTO, 2001).



59

2 - OBJETIVOS

O Capitulo | teve por objetivo avaliar, em laboratério, o efeito toxico de
substancias liberadas com a decomposicao de folhas de serapilheira de Eucalyptus
grandis e E. urophylla coletadas nas areas de entorno das lagoas estudadas
(Palmeirinha e Ferruginha), a partir de testes de toxicidade com claddceros e
macroinvertebrados bentonicos.

Para tanto, foram considerados os seguintes objetivos especificos:

e Comparacao do processo de decomposicao das folhas de E. grandis e

E. urophylla em laboratorio;

e Avaliacado da toxicidade da agua de decomposicao apés 4, 7, 15 e 34
dias sobre os organismos-teste Daphnia similis, Daphnia laevis,

Ceriodaphnia silvestrii e Chironomus xanthus;

e Comparacao do efeito de toxicidade das folhas de E. grandis e E.

urophylla.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Amostragem

Para a execucado desta etapa do presente estudo, foram coletadas folhas das
areas de entorno das lagoas Palmeirinha e Ferruginha. O material coletado foi
levado e mantido no Laboratério de Ecotoxicologia do Departamento de Biologia
Geral da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, para posterior utilizagdo
nos experimentos para avaliagdo da toxicidade da agua de decomposicéo das folhas
de E. grandis e E. urophylla.

3.2 — Decomposicao em laboratoério

Folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos experimentos de
decomposi¢ao foram pesadas, colocando-se 3 g de folhas em béqueres de 500 mL
(um béquer para cada espécie estudada), adicionando-se 500 mL de agua de cultivo
e plastico filme na superficie de cada um dos béqueres. Os mesmos foram mantidos
em laboratério pelo periodo de 4, 7, 15 e 34 dias (Tabela 3) a temperatura ambiente.
Os periodos considerados tiveram como base estudo realizado por Gongalves Jr
(2005). Durante esse periodo, foram observadas as alteragbes (coloragao, pelicula

de éleo e odor) em cada um dos béqueres.

Tabela 3 — Decomposicao em func¢ao do periodo (dias).

Decomposicao Periodo
(dias)
1 4
2° 7
3° 15

4° 34
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Apés os periodos de manutencao das folhas de E. grandis e E. urophylla, foram
realizados os testes de toxicidade aguda com os organismos-teste Daphnia similis,
Daphnia laevis, Ceriodaphnia silvestrii € Chironomus xanthus. Foram utilizadas as
seguintes diluicées: 100, 50 e 25% da agua de decomposicdo, e o volume total
utilizado para os cladéceros (D. similis e C. silvestrii) foi de 30 mL, para D. laevis o
volume foi de 20 mL, e para o macroinvertebrado bentdnico foi de 60 mL, esses

volumes foram retirados dos béqueres que foram mantidos durante todo o periodo.

3.3 — Condicoes de cultivo

Daphnia similis e D. laevis foram mantida em lotes de até 50 adultos por litro
(Figuras 13 - a), sendo adequado o recipiente de 1000 mL a 2000 mL, com
fotoperiodo de 12 horas, intensidade luminosa de aproximadamente 1000 lux. e
temperatura de 18 a 22°C, e 24 a 26°C, respectivamente. A agua de cultivo foi
renovada trés vezes por semana, evitando-se diferenca de temperatura maior que
2°C. No manuseio dos organismos foram utilizadas pipetas de diametro adequado
ao tamanho dos mesmos, com borda arredondada (Figuras 13 - b) (ABNT, 2004).

O cultivo de Ceriodaphnia silvestrii foi bastante semelhante ao de Daphnia,
onde as culturas foram mantidas em béqueres de dois litros, contendo
aproximadamente % de sua capacidade com agua de manutencgdo, iniciando-se a
cultura com 100 organismos de aproximadamente 24 horas de idade (ABNT, 2005).

Figuras 13 — Cultivos de Daphnia spp e Ceriodaphnia spp mantidos em camara
incubadora (a) e manuseio das culturas (b). (Foto: Ana C. Zoratto).
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As culturas de Daphnia e Ceriodaphnia foram alimentadas diariamente com
Pseudokirchneriella subcapitata e alimento composto, um complemento alimentar a
base de racdo fermentada e fermento biolégico. O cultivo de Pseudokirchneriella
subcapitata (Figuras 14), foi mantido a aproximadamente 22°C para crescimento
durante uma semana e posterior repicagem. O meio foi preparado a partir das
solucdes da Tabela 1, utilizando volumes da Tabela 2, do Anexo |I.

Figuras 14 — Etapas do cultivo de Pseudokirchneriella subcapitata. Agar inclinado (a)

e in6culo (b). (Foto: Ana C. Zoratto).

O alimento composto apresentou um teor de sélidos totais entre 2,5 e 3,1 g.L™.
Seu preparo foi realizado misturando-se partes iguais de racdo de peixe (mantida
sob aeracao durante uma semana) e fermento biolégico. O preparo dessas solucoes
esté descrito no Anexo |.

O cultivo de Chironomus xanthus (Figuras 15) foi feito em bandejas plasticas de
45x35x6 cm de tamanho contendo uma camada de areia esterilizada (substrato,
esterilizado em autoclave a 120 atm, por 20 minutos) e 4 litros de agua de
manutencao. As bandejas foram mantidas sob aeracado, com temperatura controlada
(entre 23 e 25°C) e fotoperiodo de 12 horas. Para a retengdo dos organismos
adultos, as bandejas foram cobertas com gaiolas de naylon. Alimentacao das larvas
foi fornecida uma concentracdo de 10° células.mL” de algas (cloroficea
Pseudokirchneriella subcapitata) apenas no primeiro dia, e ragdo para peixes
Tetramim® na proporcdo de 0,04 mg. mL" de 4gua nos demais dias (FONSECA,
1997).
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Figuras 15 — Cultivo de Chironomus xanthus: gaiolas de naylon (a) e bandejas mantidas
sob aeragéo (b). (Foto: Ana C. Zoratto).

3.4 — Agua de cultivo e testes de sensibilidade

A agua de cultivo e de diluicao foi natural, sendo utilizada para a manutencao
de culturas e realizacdo dos testes de sensibilidade. Esta agua é proveniente de
uma fonte situada no bairro Cidade Nova em Belo Horizonte, a qual € monitorada e
também utilizada pela Fundagdo Centro Tecnolégico de Minas Gerais — CETEC,
com valores de pH de 6,5 (ajustado para 7,0 através de aeracdo), dureza total de
36-40 mg CaCOs L e condutividade de aproximadamente 140,0 uS.cm™, os quais
estdo proximos aos estabelecidos pela ABNT (2004).

Mensalmente foram realizados testes de sensibilidade para avaliacdo das
condigcdes fisioldgicas dos organismos-teste, utilizando cloreto de sodio (NaCl) e
dicromato de potassio (K-Cr.O7) para os claddceros e cloreto de potassio (KCI) para
0s macroinvertebrados, com a exposicdo de no minimo 20 organismos-teste
distribuidos em pelo menos duas replicatas, por concentracdo das substancias de
referéncia utilizadas no caso de cladéceros e 10 organismos-teste por concentracao
de KCI utilizada para C. xanthus. Estas foram mantidas nas mesmas condi¢des de
manutencao das culturas e sem alimentagao, por um periodo de 48 horas, no caso
de cladoceros e de 96 horas com alimentacdo apenas inicial, no caso de
quironomideos. ApOs esse periodo, foram efetuadas as leituras dos testes, sendo

anotado o numero de organismos moveis.
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O lote de agua de diluicao foi considerado aceitavel para uso quando a
porcentagem de imobilidade dos organismos nao excedeu 10% do valor total
(ABNT, 2004).

3.5 — Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade aguda para avaliagdo dos efeitos biol6gicos da agua de
decomposicao de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla foram realizados apo6s
os periodos de 4, 7, 15 e 34 dias de decomposi¢ao das folhas.

A metodologia utilizada nos testes de toxicidade seguiu as normas
estabelecidas pela ABNT (2004) para Daphnia similis e D. laevis e ABNT (2005)
para Ceriodaphnia silvestri. No caso de Chironomus xanthus adotou-se a
metodologia recomendada pela USEPA (1994), em que se utiliza a proporcao de 1:4
sedimento/agua, além do uso apenas das aguas de decomposicado, sem adicdo de
sedimento. Para estes testes foram utilizadas larvas na fase de desenvolvimento
(instar IlI).

O numero de organismos utilizados nos testes com os cladéceros foram de 20
a 30 organismos-teste por concentragédo, essa variagdo na quantidade de organismo
ocorreu em funcao da disponibilidade no momento da realizacao dos testes.

A duragéo dos experimentos foi de 48 horas no caso de cladéceros e de 96
horas no caso de macroinvertebrados bent6nicos. Decorrido este periodo, foram
feitas as contagens dos organismos vivos e mortos, visando a obtencdo da
porcentagem de organismos vivos e mortos nas concentragdes de 100, 50 e 25%.
Para C. xanthus, além do uso da agua de decomposicdo nestas diferentes
concentragées, incluiu-se uma tréplica sem diluicdo (concentragcdo de 100%),

contendo sedimento na proporgao de 1:4.
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3.6 — Monitoramento de variaveis quimicas nos testes de toxicidade

Ao inicio e final dos testes de toxicidade, foram feitas medidas de oxigénio
dissolvido (OD), pH, condutividade e dureza da 4gua, de acordo com o0 STANDARD
METHODS (APHA, 2005). Para a analise de OD, foram feitas leituras diretas em
oximetro Digimed modelo DM-4 e para o pH, foram feitas leituras em
potencidmetro.Digimed modelo DM-20. No caso da condutividade, foi utilizado um
condutivimetro Digimed modelo DM-31 e para as analises de dureza, foi determinada
a dureza total por titulometria.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Diferencas visuais observadas nas aguas de decomposicao
das folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

Visualmente, as folhas das duas espécies de Eucalyptus coletadas nas areas
de entorno das lagoas estudadas (Palmeirinha e Ferruginha), possuem diferencas
morfoldgicas, sendo que as folhas de E. urophylla possuem maior espessura
comparada as folhas de E. grandis.

Inicialmente (apds 2 dias), foi observada diferenca na coloragdo da agua que
estava em contato com as folhas de E. grandis, a qual adquiriu uma coloracao
amarelada, enquanto que a agua em contato com E. urophylla, visualmente, nao
apresentou modificagdes.

Durante o periodo de 4, 7, 15 e 34 dias em que permaneceram em contato com
a agua no laboratério, observou-se que E. grandis adquiriu uma coloragdo mais
intensa provavelmente devido a liberacdo de uma maior concentragcdo de
substancias naturais na agua em fungdo da espessura das folhas e do tipo de
substancias presentes nas mesmas (substancias mais polares — Capitulo IIl) (Figura
16).

Foi observada também a formagdo de uma pelicula oleosa na superficie da
agua que estava em contato com as folhas de E. grandis, ndo observada na agua de
decomposicéo das folhas de E. urophylla .
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Figura 16 — Diferengas na coloragdo da agua nos experimentos de decomposi¢ao
utilizando E. grandis (a) nas concentragées 100, 50 e 25% e E. urophylla (b) nas

mesmas concentragoes. (Foto: Ana C. Zoratto).

Provavelmente essas diferencas (coloracao e pelicula de 6leo), particularmente
no periodo de até 15 dias, ocorreram em fungédo de caracteristicas morfoldgicas das
folhas de E. grandis (menor tamanho e menor espessura), o que pode ter facilitado a
acdo de organismos decompositores. Outra possivel explicacdo foi uma maior
concentracdo de substancias naturais, possivelmente mais polares que as
encontradas em E. urophylla. Até o periodo de 34 dias, as aguas das duas espécies
de eucaliptos permaneceram com coloragéo e pelicula de 6leo nas superficies e com
aspecto quebradico.

A decomposicdo de material vegetal envolve pelo menos quatro grupos
distintos de microrganismos: celuloliticos, hemiceluloliticos, pectinoliticos e
ligninoliticos. A degradacdo de um substrato complexo, folhas, tecidos microbianos
mortos ou exoesqueletos de insetos € processada mais rapidamente na presenca de
uma comunidade microbiana do que na presenca de uma Unica populacao (TAUK,
1990).

A colonizacao das folhas de eucalipto por hifomicetos aquaticos € imediata
apos imersdo. A densidade de esporos produzidos por este tipo de folhas em
decomposicdo sdo elevadas e similares as de folhas caducifélias de espécies
nativas (BARLOCHER et al., 1995); no entanto, a producao de esporos nas folhas
de eucaliptos parece ser retardada em cerca de 1 a 2 semanas em relacéo a folhas
tipicas de espécies nativas de zona ripéria. Este retardo tem sido confirmado por
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diversos autores e parece estar relacionado, em primeiro lugar, a uma barreira fisica
das folhas, a presenca de uma cuticula de dificil degradacdo. Esta camada
determina ndo so a lenta perda dos fendis e taninos sollveis das folhas, capazes de
inibir a colonizagdo microbiana (BARLOCHER op. cit; CANHOTO e GRACA, 1999),
como também dificulta o acesso das hifas dos fungos ao mesdfilo da folha e
eventual liberacao de esporos.

As folhas de eucaliptos possuem baixo teor de nutrientes como nitrogénio e
fésforo, enquanto que os teores de compostos de dificil degradagdo como: lignina,
Oleos (1,9 a 2,7% do peso foliar), taninos e compostos fendlicos (6 a 11% do peso
seco foliar) sdo elevados; ha ainda a presenca de uma espessa cuticula coberta por
uma camada de cera quimicamente complexa que isola as folhas de eucaliptos
(BUNN, 1988; EDWARDS e WANJURA, 1990; EDWARDS et al., 1993; POZO et al.,
1998; CANHOTO, 2001).

As taxas de decomposicao das folhas de eucaliptos ddo uma indicagéao sobre a
velocidade com que os nutrientes ficam disponiveis para os produtores, incluindo
algas e outras plantas aquaticas. Estudos realizados em Portugal indicam que as
folhas de eucalipto se degradam a uma taxa muito mais lenta que as folhas de
espécies de zona riparia como o amieiro, perdendo cerca de 50% da sua massa
apos 74 dias de imersdo, com taxa de decomposicdo equivalente a 0,068 K.dia™.
(ABELHO e GRACA,1996; CANHOTO e GRAGCA, 1996).

4.2 — Testes de toxicidade apds 4 dias de decomposicao das folhas
de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

As aguas em que foram mantidas as folhas de E. grandis e E. urophylla ap6s o
periodo de 4 dias foram utilizadas nos testes de toxicidade aguda com os
organismos-teste Daphnia similis, D. laevis, Ceriodaphnia silvestrii e Chironomus
xanthus, utilizando as concentragdes de 100, 50 e 25% para E. grandis e E.
urophylla.

No caso dos testes realizados com a agua das folhas de E. grandis da primeira

decomposicao utilizando o organismo-teste D. similis, a concentracao de 100%
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apresentou imobilidade de todos os organismos testados, ja na concentracdo de
50%, a porcentagem total de organismos imoveis foi de 92% e na menor
concentracdo a imobilidade observada foi de apenas 8% do total de organismos
testados (Figura 17).

Para Daphnia laevis, nas concentracdes de 100% e de 50% verificou-se 100%
de imobilidade sendo que em 50% verificou-se maior efeito de toxicidade em relacao
a D. similis. Por outro lado, ndo foi observada imobilidade na menor.

Para Ceriodaphnia silvestrii, na maior concentragdo, houve imobilidade de
todos os organismos testados. Na concentracdo de 50%, a imobilidade observada
foi de aproximadamente 91% do total de organismos utilizados no teste, enquanto
na concentracdo de 25% apenas 19% dos individuos apresentaram imobilidade
(Figura 17).

Quanto a Chironomus xanthus, verificou-se que na concentracao de 100% na
auséncia de sedimento, houve mortalidade de todos os organismos-teste, enquanto
na mesma concentracdo na presenca de sedimento, houve mortalidade de
aproximadamente 33% do total de organismos testados. Ja nas concentracdes de
50 e 25%, nao foi observada mortalidade.

@ D. similis D. laevis m C. silvestrii
C. xanthus N C. xanthus*

100 -
gs\: 75
S 3
S ® 50
= T
i
gé 25 -
o= il

25 50 100

Concentracoes (%)

*Concentragao de 100% sem utilizagao de sedimento.
Figura 17 — Imobilidade/ mortalidade dos organismos-teste nas concentragdes de
100, 50 e 25% da primeira decomposi¢ao das folhas de E. grandis em laboratorio.
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Nos testes de toxicidade com a agua da primeira decomposigcao das folhas E.
urophylla utilizando D. similis e D. laevis nao verificou-se efeito de toxicidade em
todas as concentracdes testadas (Figura 18).

Ja no caso da C. silvestrii, a maior concentracdo apresentou imobilidade de
aproximadamente 90% do total de organismos utilizados, enquanto que nas
concentracbes de 50 e 25% a imobilidade observada foi de 73 e 63%
respectivamente. Para C. xanthus ndo foi observado efeito de toxicidade em

nenhuma das concentracdes testadas.

M Ceriodaphnia silvestrii

100 -
75 A
50 -

25 -

Imobilidade (%)

25 50 100
Concentracoes (%)

Figura 18 — Imobilidade dos organismos-teste nas concentracdes de 100, 50 e 25%
da primeira decomposicao das folhas de E. urophylla em laboratério.

4.3 — Testes de toxicidade apds 7 dias de decomposicao das folhas
de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

Foi considerada como segunda decomposicao, a 4gua mantida pelo periodo de
7 dias em contato com as folhas de E. grandis e E. urophylla, a qual foi em seguida
utilizada nos testes de toxicidade aguda com os mesmos organismos-teste, volumes
e concentragdes do primeiro periodo de decomposicao.

Para D. similis verificou-se imobilidade de todos os organismos na maior
concentracao da agua de decomposicao de E. grandis, enquanto nas concentracoes
de 50 e 25% a imobilidade observada foi de 93 e 40%, respectivamente (Figura 19).
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Para Daphnia laevis e Ceriodaphnia silvestrii observou-se imobilidade de todos
0s organismos nas concentracdes de 100 e 50% da agua de decomposicao; ja na
menor concentracdo, houve imobilidade de aproximadamente 17% para D. laevis e
61% para C. silvestrii (Figura 19).

Quanto a Chironomus xanthus, na agua de decomposicdo a 100% houve
mortalidade de todos os organismos-teste nas réplicas sem sedimento, enquanto que
nas réplicas com sedimento nesta mesma concentracdo verificou-se 67% de
mortalidade. Na concentracdo de 50%, houve mortalidade de 33% dos organismos
enquanto na de 25% nao houve mortalidade.

O D. similis B D. laevis m C. silvestrii
B C. xanthus C. xanthus*

100 -

Imobilidade/
Mortalidade (%)

50 100
Concentracoes (%)

*Concentragéo de 100% sem utilizacdo de sedimento.
Figura 19 — Imobilidade/ mortalidade dos organismos-teste nas concentragées de 100,
50 e 25% da segunda decomposicao das folhas de E. grandis em laboratério.

No caso de E. urophylla, os testes com D. similis e C. silvestrii mostraram maior
imobilidade nas concentracdes 25 e 50% do que na concentracado de 100% da agua
de decomposi¢céo. No caso de D. similis, na concentracdo de 100% apenas 11% dos
organismos apresentaram imobilidade, enquanto que nas concentracdes de 50 e
25% a imobilidade observada foi de 17 e 16% respectivamente (Figura 20).

Para C. silvestrii, na maior concentragdo néo foi verificada imobilidade e nas

concentracdes de 50 e 25% houve imobilidade de aproximadamente 94 e 100% do
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total de organismos-teste (Figura 20). Quanto a D. laevis e C. xanthus nao foi
verificada imobilidade e mortalidade, respectivamente, em nenhuma das condi¢des

experimentais.

O D. similis M C. silvestrii

100 -
75 -
50

25

Imobilidade (%)

25 50 100
Concentracoes (%)

Figura 20 — Imobilidade/ mortalidade dos organismos-teste nas concentragdes de

100, 50 e 25% da segunda decomposicao das folhas de E. urophylla em laboratério.

4.4 — Testes de toxicidade apos 15 dias de decomposicao das
folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

No terceiro periodo de decomposicao (apos 15 dias), verificou-se no caso de D.
similis, imobilidade de 75% do total de organismos na maior concentracédo, enquanto
na concentracao de 50%, nao foi observada imobilidade.

Na menor concentragao (25%), houve imobilidade de aproximadamente 6% dos
organismos testados (Figura 21).

Para D. laevis foi verificado menor efeito de toxicidade comparado a D. similis,
uma vez que na agua de decomposicao na concentracao de 100% apenas 35% do
total de organismos testados apresentaram imobilidade.

Nas duas outras concentragdes (50 e 25%) néo foi observada imobilidade. C.
silvestrii apresentou imobilidade de 100% na maior concentragao (100%), enquanto
que nas concentragdes de 50% e 25%, verificou-se imobilidade de 16% e auséncia
de imobilidade dos organismos, respectivamente (Figura 21).
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Nos testes com Chironomus xanthus, verificou-se 50% de mortalidade dos
organismos na concentracdo 100% nas réplicas sem sedimento, enquanto nas com
sedimento ndo houve mortalidade, o mesmo tendo sido verificado nas
concentracgoes de 50 e 25%.

O D. similis B D. laevis M C. silvestrii N C. xanthus*
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*Concentragédo de 100% sem utilizacdo de sedimento.
Figura 21 — Imobilidade/ mortalidade dos organismos-teste nas concentragées de 100,
50 e 25% da terceira decomposicao das folhas de E. grandis em laboratério.

No caso de E. urophylla, para Daphnia similis e Daphnia laevis, nao foi observada
imobilidade em nenhuma das concentragdes testadas, enquanto para C. silvestrii houve
imobilidade apenas na concentragéo de 100%, correspondente a 33% (Figura 22).

No caso de C. xanthus nao foi observada mortalidade nas concentracdes de

100 e 25%. Apenas na concentracao de 50% foi observada mortalidade de 50% do
total de organismos testados.



74

m C. silvestrii B C. xanthus

Imobilidade/ Mortalidade
(%)
S

25 50 100
Concentracoes (%)

Figura 22 — Imobilidade/ mortalidade dos organismos-teste nas concentragdes de

100, 50 e 25% da terceira decomposi¢ao das folhas de E. urophylla em laboratério.

De maneira geral, verificou-se que nos periodos iniciais (4 e 7 dias) de
decomposi¢cdo ocorreu uma maior porcentagem de imobilidade e mortalidade dos
organismos-teste, provavelmente em funcdo das substéncias liberadas na fase
inicial de decomposi¢ao, causando maior efeito toxico.

Segundo Tauk (1990), no solo, a decomposicao inicial de material 1abil ocorre
rapidamente e posteriormente um processo mais lento de decomposicdo de
materiais mais resistentes. Essa lenta decomposicdo pode ser consequéncia do
mecanismo de adsorcdo, a estabilizacdo de metabdlicos e a queda da taxa de
biomassa no solo.

Isso pode ser observado no meio ambiente através de estudo realizado por
Abelho e Graca (1996), em ribeirdes ladeados por eucaliptais que constataram que a
matéria organica grosseira retida no leito dos mesmos foi quantitativamente superior

comparada a ribeirdes rodeados por florestas caducifélias.
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4.5 — Testes de toxicidade apos 34 dias de decomposicao das
folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

Apos 34 dias em contato com agua em laboratério (quarta decomposi¢ao), no
teste realizado com E. grandis utilizando Daphnia similis, verificou-se menor efeito
téxico da agua comparado aos outros testes realizados com agua de decomposi¢ao
de 4, 7 e 15 dias. Nesse caso, houve imobilidade de apenas 40% dos organismos-
teste na maior concentragéo, e de 15% nas concentragdes 50 e 25% (Figura 23).

Para D. laevis, houve imobilidade de 29% na maior concentracao e de 44% na
concentracdo de 50%, enquanto na menor concentracdo nao foi observada
imobilidade.

Os organismos C. silvestri e C. xanthus nao apresentaram imobilidade e

mortalidade, respectivamente, em nenhuma das concentrac¢des testadas.

O D. similis B D. laevis
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Figura 23 — Imobilidade/ mortalidade dos organismos-teste nas concentragdes de

100, 50 e 25% da quarta decomposicao das folhas de E. grandis em laboratorio.

Nos testes realizados com E. urophylla ndo foi verificada imobilidade em

nenhuma das condi¢des experimentais tanto para D. similis quanto para D. laevis.
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Possivelmente, as substancias toxicas de E. urophylla sejam liberadas em
outros estagios da decomposicao, incluindo substancias apolares nao liberadas
quando em contato com a agua.

No caso de C. silvestrii, o resultado do teste foi desconsiderado tanto para E.
grandis como para E. urophylla, porque todos os organismos testados apresentaram
imobilidade, incluindo o controle. Quanto a C. xanthus nao foi verificado efeito de
toxicidade para nenhuma das duas espécies de eucaliptos estudada.

No geral, pode-se observar que E. grandis apresentou maior efeito de
toxicidade aguda aos organismos testados do que E. urophylla, possivelmente em
funcdo da espessura das folhas de E. grandis que sdo mais finas e da maior taxa de
decomposi¢dao por microorganismos em relacdo as folhas de E. urophylla. Outra
possivel explicacdo para esse maior efeito toxico de E. grandis, € a maior presenga
de substancias polares em suas folhas, que sao liberadas facilmente quando em
contato com a agua através da decomposicao.

A decomposicdo microbiana das folhas € fundamentalmente efetuada por um
grupo heterogéneo de fungos, os hifomicetos aquaticos, que dominam as fases
iniciais da decomposicdo, podendo atingir de 8 a 18% da massa total foliar
(GESSNER e CHAUVET et al., 1994). Com isso, hd um aumento no valor nutritivo
das folhas estimulando o seu consumo pelos invertebrados (CUMMINS, 1985), que
desempenham um papel fundamental na conversdo de particulas grosseiras de
matéria organica em particulas finas que servem de alimento a outros grupos
detritivoros como os “coletores” e os “filtradores”.

Por esse motivo, a vegetacado da zona riparia € uma componente importante da
biodiversidade e funcionalidade dos ecossistemas (CANHOTO et al., 2002). Como
exemplo, trabalhos recentes indicam que a substituicdo intensiva da floresta
caducifélia mista por monoculturas de E. globulus promove modificagdes estruturais
e funcionais ndo s6 no solo (GAMA et al.,, 1989; FERREIRA et al., 2000) como
também no ambiente aquatico (MOLINA et al., 1991; POZO et al., 1998; GRACA et
al., 2002). Segundo Abelho e Graga (1996), a biodiversidade de hifomicetos e

insetos aquaticos diminuem nos ribeirdes portugueses ladeados por eucaliptos.
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Acidos fendlicos e outras substancias sollveis em &gua, liberados pela
decomposi¢cao das plantas, podem inibir ou estimular o desenvolvimento da
microbiota, de acordo com a sua concentragcdo no ambiente (KNOSEI apud DELLA
BRUNA et al., 1989).

Provavelmente as substancias polares presentes nas folhas de Eucalyptus
sejam as responsaveis pelas baixas concentracdes de nutrientes presente nas
lagoas estudadas, pois essas substdncias mesmo em pequenas concentragdes
apresentam efeitos téxicos aos organismos presentes no ambiente aquatico
diminuindo assim as taxas de decomposi¢cao nesses ambientes.

Estudo realizado por Wellbaum et al. (1998), mostrou que areas reflorestadas
com Eucalyptus spp possuem quantidades elevadas de material organico nao
decomposto, resultante da baixa atividade microbiana causada pela presenca de
substancias inibitérias do crescimento e atividade da microbiota no material em
decomposi¢do (DELLA BRUNA et al. 1989), aliando-se ao fato de que as folhas de
Eucalyptus spp liberam diversas substancias hidrossoluveis durante a decomposigéao
(DELLA BRUNA et al. 1991).

Segundo Singh e Gupta (1977), a taxa de decomposicdo varia com a
quantidade de substancias solluveis em agua e lixividveis e com o conteudo de
nitrogénio e polifendis presentes na serapilheira. Os componentes da serapilheira,
sollveis em agua, constituem fontes de energia prontamente disponiveis para os
decompositores, as quais influenciam os estagios iniciais da decomposicao. Essas
substancias desaparecem rapidamente da matéria organica devido a utilizagdo
microbiana e a lixiviagao (SINGH e GUPTA, op. cit). Neste contexto, um estudo
realizado por Knosel apud Della Bruna (1989) mostrou que substancias

hidrossoluveis séo inibitérias em altas doses e estimulantes em pequenas doses.

4.6 — Validade dos testes

Os resultados de todos o0s ensaios mantiveram-se dentro do percentual
adotado para imobilidade ou mortalidade, verificando-se 100% de sobrevivéncia dos

organismos.
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5 — CONCLUSOES

1. A menor espessura das folhas de E. grandis indicou maior velocidade no
processo de decomposicao e liberagdo de compostos na agua;

2. E. grandis apresentou maior efeito de toxicidade aguda para os cladoceros D.
similis, D. laevis e C. silvestrii, da dgua de decomposicao testada apds 4 dias
e principalmente apds 7 dias, indicando liberagdo de substancias téxicas das
folhas de serapilheira quando em contato com a agua;

3. A partir do terceiro e quarto periodos de decomposicdo das folhas de
E.grandis (15 e 34 dias, respectivamente), os efeitos de toxicidade aguda
observados para cladéceros foram menores que nos dois primeiros periodos
de decomposicao, indicando que as substancias com carater téxico ja haviam
sido liberadas nos primeiros periodos de decomposi¢ao. Os resultados dos
testes demonstraram que o efeito téxico de E. grandis aumentou do primeiro
(4 dias) para o segundo periodo de decomposicao (7 dias); apds esse
periodo, houve diminuicdo ou mesmo auséncia de efeito tdxico;

4. Para o macroinvertebrado bentdnico Chironomus xanthus, também foi
observada maior mortalidade de organismos nos testes realizados com agua
de decomposicao das folhas de E. grandis, apds 7 dias, provavelmente em
funcao das substancias liberadas nesse periodo;

5. Para E. urophylla nao foi observado efeito toxico nas etapas de decomposi¢cao
(4, 7, 15 e 34 dias) com D. similis, D. laevis e Chironomus xanthus, apenas
para Ceriodaphnia silvestrii verificou-se efeito de toxicidade, provavelmente
essa auséncia de efeito de toxicidade nas primeiras etapas da decomposi¢ao
seja em funcdo da morfologia das folhas (maior espessura em relagcédo a E.

grandis) e presenca de substancias de dificil degradacao.
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CAPITULO Il
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“Extracao, identificacao e avaliacao ecotoxicolégica do oéleo
essencial de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla”.

1 - INTRODUGAO
1.1 — Oleos essenciais

A denominagéo de 6leo essencial refere-se a um grupo de substancias naturais
aromatizantes que sao extraidas de diversos componentes de alguns vegetais,
segundo processo especifico. Sdo constituidos de numerosos compostos volateis,
freqlientemente envolvendo de 50 a 100 ou até mais componentes isolados, com
tensdes de vapor elevadas, odoriferas, insolUveis em agua, porém soluveis em alcool e
em varios solventes imisciveis na agua (BRAGA, 1971). Dentre os grupos quimicos, 0s
Oleos essenciais apresentam hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e
ésteres (VITTI e BRITO, 1999).

A aplicagdo dos o6leos essenciais pelo homem vem de tempos antes de
Cristo. Civilizagdes japonesas, chinesas e egipcias usavam como incenso para
mortos, embalsamamento e como matéria prima para perfumes. Nos tempos atuais,
0s Oleos essenciais possuem aplicacdo em diversas areas, sendo constituinte
primario ou secundario da industria de perfumes, medicamentos, industria quimica,
como combustiveis, conservantes, inseticidas, entre outros (ROMANI, 1972;
CINIGLIO, 1993).

De acordo com a sua consisténcia, os 6leos essenciais se classificam em
esséncias fluidas, balsamos e Oleos-resinas. As esséncias fluidas s&o liquidos
volateis a temperatura ambiente. Os balsamos sdo de consisténcia mais espessa,
pouco volateis a temperatura ambiente e propensos a sofrerem reagbes de
polimerizagdo. As dleo-resinas tém o aroma das plantas em forma concentrada e
sao tipicamente liquidos muito viscosos ou substancias semi-soélidas (GUENTHER,
1972).
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A cultura do eucalipto para extracdo de 6leos essenciais representa uma fonte
importante de divisas, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais,
juntamente com Australia, Portugal e Espanha (VITTI e BRITO, 1999).

A producado deste 6leo no Brasil em 1995 foi de aproximadamente 1000
toneladas anuais, com uma grande parcela destinada a exportagdo (90%). Estima-
se que no inicio dos anos 90, a producao mundial tenha sido de aproximadamente
5000 toneladas ano (VITTI e BRITO, op. cit).

Em eucaliptos, os 6leos essenciais ocorrem principalmente nas folhas, onde
sao produzidos em pequenas cavidades globulares, chamadas glandulas. Estas
glandulas encontram-se distribuidas em todo o parénquima foliar da maioria das
espécies de eucalipto. A biossintese dos 0leos essenciais de eucalipto esta
relacionada com o seu metabolismo secundario, que nao é considerado fundamental
para a manutencdo da vida do organismo e confere as plantas a capacidade de
adaptacao as condi¢coes do meio em que vive (BOLAND et al., 1991; CHAIBI et al.,
1997; OYEDEJI et al., 1999).

Segundo Prates et al. (1998a), o 1,8-cineol ou eucaliptol € um produto natural
produzido no metabolismo secundario de plantas e é um constituinte também do
6leo essencial das folhas de varias espécies de Eucalyptus. A concentracao dessa
substancia nas folhas de eucalipto pode ser bem maior que a presente no capim-
gordura, variando bastante com a espécie: Eucalyptus citriodora (55%), Eucalyptus
globulus (71%), Eucalyptus punctata (66%), Eucalyptus maculata (51%), Eucalyptus
maidesii (70%), Eucalyptus smithii (84%) e outros (CHALCHAT et al., 1997). De
acordo com Prates et al., (1998b), o monoterpeno 1,8-cineol presente no 6leo
essencial do capim-gordura a uma concentracao de 10,6%, € capaz de matar 100%
das larvas do carrapato B. microplus em 5 minutos.

No caso do eucalipto, particularmente, a ocorréncia do éleo essencial pode estar
relacionada com a defesa da planta contra insetos, resisténcia ao frio quando no estagio
de plantulas, ao efeito alelopatico e a redugéo da perda de agua (DORAM, 1991).

As folhas de eucaliptos contém grandes quantidades de 6leos essenciais nao
consumiveis ou mesmo venenosos, que conferem um certo grau de protecdo contra a

herbivora. Somente animais especializados como o marsupial Phascolarctos cinereus
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(Diprotodontia: Phascolarctidae) ou larvas de mariposas da familia Oecophoridae
(Lepidoptera) podem usar as folhas de eucaliptos como fonte de alimento (COMMON,
1990). Na Australia, ha cerca de 1850 espécies descritas de Oecophoridae (COMMON,
1994).

Contudo, a fauna diversa de Oecophoridae naturalmente existe exclusivamente na
Austrdlia, onde os eucaliptos sdo nativos. Ainda segundo Common (1981, 1990), a
radiacéo evolutiva de Oecophoridae estéa ligada com a utilizagao da diversificada familia
Myrtaceae, particularmente das folhas secas persistentes de eucaliptos, pelas
mariposas.

Os Oleos de eucaliptos constituem uma das defesas mais eficazes da folha,
mesmo apds senescéncia e imersdo, sendo que a agédo dos Oleos de eucalipto
(majoritariamente constituidos por cineol e pineno) parece ser determinante na
decomposicao. Testes in vitro indicam que os 6leos de eucaliptos tém uma elevada
capacidade tdxica e/ou inibidora do crescimento de varias espécies de fungos, e das
atividades enzimaticas dos mesmos (CANHOTO, 2001), dai a necessidade de se

avaliar os efeitos dos 6leos em ambientes aquaticos.
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2 - OBJETIVOS

O Capitulo Il aborda a extragdo de 6leo essencial das folhas da serapilheira e
de folhas mantidas por 30 e 60 dias em contato com as aguas das lagoas
Palmeirinha (Eucalyptus grandis) e Ferruginha (Eucalyptus urophylla), e o efeito das
duas espécies de eucaliptos sobre a biota aquatica, na area de entorno de dois
lagos do Sistema do Vale do rio Doce.

Para tanto, foram considerados os seguintes objetivos especificos:

e extracdo de 6leo essencial através da técnica de destilacdo de arraste

por vapor de agua;

e andlise do rendimento de O6leo de cada espécie estudada e a
identificacdo das substancias que compdéem os 0Oleos essenciais de E.
grandis e E. urophylla através de analise cromatogréfica (Cromatografia
Gasosa — CG).

e avaliacao do efeito do Oleo essencial de E. grandis e E. urophylla sobre
0s organismos-teste Daphnia similis e Daphnia laevis visando fornecer
subsidios para o0 monitoramento de ecossistemas aquaticos em areas de
plantio de eucaliptos.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Periodo e freqliéncia de amostragem

Para este estudo foram considerados dois periodos de coleta, incluindo a coleta
de folhas de eucaliptos da serapilheira e das mesmas depois de mantidas em
contato com a 4gua nas lagoas estudadas por um periodo de 30 e 60 dias, visando
a extragcédo e a identificacdo de constituintes quimicos e a realizacao de testes de
toxicidade aguda com o material extraido. O periodo de permanéncia de 30 e 60
dias em contato com as lagoas foi adotado devido as etapas de decomposicao,
estando relacionado as informacdes consideradas no Capitulo I.

O primeiro periodo de coleta ocorreu entre os meses de outubro e dezembro/
2005, caracterizado por elevadas temperaturas, coincidindo com o inicio das chuvas.
Ja o segundo periodo de coleta correspondeu aos meses de abril e julho/ 2006, com

temperaturas menos elevadas e menor precipitacao.

3.2 — Preparo dos Litter-Bags para manutencao nas lagoas

As folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla processadas para a
obtencdo de 6leos essenciais foram coletadas nas areas de entorno das lagoas
Palmeirinha e Ferruginha. Parte das folhas obtidas foi imediatamente processada
para a extracdo de 6leos essenciais (item 3.3) e outra parte mantida em litter-bags
de dois tamanhos diferentes (Figuras 24). Nos litter-bags maiores foram colocados
30g de folhas secas e nos menores 5g, sendo consideradas 4 e 20 réplicas,
respectivamente. Foram utilizados dois tamanhos diferentes de litter-bags devido a
disponibilidade dos mesmos e a necessidade de uma maior quantidade de folhas
(massa) para as extracées. Apds a pesagem, os litter-bags foram colocados em
contato com a agua das duas lagoas, pelo periodo de 30 e 60 dias. Posteriormente,
assim como no caso das folhas de serapilheira prontamente processadas, foi feita a
extracao do 6leo essencial das duas espécies de eucaliptos, utilizando a técnica de
destilacdo por arraste a vapor de agua nas folhas ja secas e trituradas, descrita a

seqguir.
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Figuras 24 — Pesagem das folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla (a) e

litter-bags prontos para serem colocados nas lagoas (b). (Foto:Arnola Cecila Rietzler).

3.3 - Extracao do 6leo essencial

Os métodos de extragao de dleo essencial variam conforme a localizagao do 6leo
volatil na planta e com a proposta de utilizacdo do mesmo, sendo que os métodos mais
comuns sao: enfloracao, destilacao por arraste de vapor d’ a4gua; extracao com solvente
organico de forma continua e descontinua; prensagem/ expressao e extracao por CO-
supercritico (GUENTER, 1977; ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2000).

O método de destilagdo de arraste por agua é o mais simples e consiste em um
reservatorio (dorna no caso de industrias e baldo de destilagdo no caso de
laborat6rio) onde a matéria prima é colocada juntamente com &gua. Este
reservatorio é ligado a um condensador por onde ha fluxo de agua para refrigeracéo.
A mistura 4gua e matéria prima sado aquecidas diretamente. O vapor produzido na
destilagdo condensa-se no condensador e é recolhido. A separacdo se faz
facilmente pelo fato do 6leo e agua ndo serem misciveis.

No método de destilacao com arraste a vapor sob baixa pressdo o aquecimento
da matéria prima nao é feita de forma direta, mas sim, indiretamente, por passagem
de vapor de agua pela matéria prima.

Na Figura 25 pode ser visto um esquema para destilacao de éleo por arraste a
vapor (Sistema Clevenger). A matéria-prima (folhas) contendo 6leo a ser extraido é

colocada no destilador que contém fundo coberto com tela de ago inox (Figura 26).
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O vapor proveniente de uma caldeira passa pelo material vindo da parte inferior
e arrasta o material destilavel que é condensado no condensador. O material
destilado € entdo separado no funil de separacao (CINIGLIO, 1993; VITTI e BRITO,
1999).

Figura 25 — Sistema Clevenger para extracao de 6leo essencial.
Fonte: GIRARD, 2005. Acesso: 27 de maio de 2007.

Figura 26 — Destilacdo de folhas de Eucalyptus - Laboratério de Fitoquimica do

Departamento de Quimica da UFMG. (Foto: Fabiola Lino de Aradjo).
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3.3.1 — Etapas da extracao do 6leo essencial

As destilagbes dos 6leos essenciais foram realizadas no Departamento de
Fitoquimica da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, conforme o
fluxograma (Figura 27).

X gramas de folhas
de Eucalyptus spp

1) Trituragao
2) Destilacao por arraste a vapor por 5 horas

Residuo Oleo + Agua

3) Adicao de éter etilico
4) Separagdo (extragdo com éter 3 vezes)

Agua Oleo + Eter

5) Secar com Na,SO, anidro
6) Filtrar a vacuo
7) Destilagdo em rotavapor

[ |
Eter Oleo

Figura 27 — Fluxograma das etapas de extragdo do éleo essencial de E. grandis e E.
urophylla.

Como material vegetal, foram utilizadas folhas secas (serapilheira), e secas
apos exposicao em litter-bags nas lagoas por 30 e 60 dias. Na primeira etapa de
extracao de Oleo essencial de E. grandis e E. urophylla, realizada a partir do més de
outubro de 2005, foram utilizadas as massas de folhas expressas na Tabela 4,
juntamente com o volume de 1800 mL de &gua.
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Tabela 4 — Massa (g) de folhas utilizadas na extragcdo do 6leo essencial de E.

grandis e E. urophylla em funcédo do tempo — primeira etapa de extracao.

Espécie Massa (g) Massa (g) Massa (g)
Inicial 30 dias 60 dias
E. grandis 126,0 50,0 75,8
E. urophylla 126,6 48,4 71,6

As diferencas entre as massas iniciais, 30 e 60 dias ocorreram em fungcao da
disponibilidade de material e a dificuldade em se manter as folhas em contato com
as lagoas pelos periodos de 30 e 60 dias.

Na segunda etapa de extracdo dos 6leos essenciais, a partir de abril de 2006, a
metodologia foi a mesma que a utilizada na primeira etapa, e a massas (g) utilizadas
estdo expressas na Tabela 5.

Tabela 5 — Massa (g) de folhas utilizadas na extragdo do 6leo essencial de E.

grandis e E. urophylla em funcédo do tempo — segunda etapa de extracao.

Espécie Massa (g) Massa (g) Massa (g)
Inicial 30 dias 60 dias
E. grandis 204,1 65,1 65,8
E. urophylla 301,4 76,0 71,7

As extracoes dos Oleos essenciais foram realizadas utilizando o método de
destilacdo por arraste com vapor d’agua em aparelho tipo Clevenger. O material
seco e triturado foi colocado no baldo volumétrico do destilador juntamente com
agua a temperatura de 80 °C (Figuras 28).

O tempo de extracdo foi de aproximadamente 5 horas para cada amostra.O
hidrolato foi extraido com éter dietilico, e a fase organica (6leo) separada com um
funil de separagéao (Figura 29 — a) e seca com sulfato de sddio (NaxSOy).
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O solvente foi removido por destilagdo em evaporador rotatério (Figura 29 - b) e
0 Oleo conservado em congelador até a analise de cromatografia e os testes de

toxicidade.

Figuras 28 — Extracdo de 6leo essencial (Sistema Clevenger) (a) e detalhe da
camada de 6leo na coluna (b), no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de
Quimica da UFMG. (Foto: Fabiola Lino de Araujo).

Figuras 29 — Funil de separagéo (a) e destilagdo em Evaporador Rotatério (b), para
remocao do solvente, realizada no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de
Quimica da UFMG. (Foto Fabiola Lino de Arauijo).
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3.3.2 — Rendimento dos oleos essenciais

Apos todas as etapas da destilagdo por arraste a vapor d’agua dos O6leos
essenciais das folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, pesou-se e
anotou-se a quantidade total de massa (g) obtida de cada espécie de eucaliptos nos
dois periodos de extragao.

Realizou-se o célculo, levando em consideracéo a relagdo entre a massa total
de folhas (g) utilizadas na extracao (serapilheira, 30 e 60 dias apds contato com a
agua das lagoas) e a massa (g) de 6leo extraida, para se obter a porcentagem de
6leo extraido em cada situacao, possibilitando uma comparagao de rendimento.

3.4 - Identificacao dos componentes dos 6leos essenciais

A identificacdo das substancias constituintes dos 6leos essenciais foi feita
através da Cromatografia Gasosa de Alta Resolugao (CG).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacao dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas
fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria
enquanto a outra move-se através dela. Durante a passagem da fase mével sobre a
fase estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases,
de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracbes diferentes destes componentes. Existem
véarias formas de se realizar o processo cromatografico, entre elas a cromatografia
gasosa (COLLINS et al., 1997).

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados utilizando-se a
técnica denominada cromatografia gasosa. A separacdo baseia-se na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre fase estacionaria (solido ou liquida) e
uma fase movel (gasosa) (COLLINS op. cit).

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica com uma boa resolucao, tornando
possivel, muitas vezes, a andlise de dezenas de substadncias de uma mesma

amostra. Um dos principais motivos que tornam a cromatografia gasosa de uso
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freqliente é a sua sensibilidade. Dependendo do tipo de substancia analisada e do
detector empregado, consegue-se detectar cerca de 1072 g. Esta sensibilidade faz
com que haja necessidade de apenas pequenas quantidades de amostra, o que em
certos casos, é um fator critico e limita a utilizacao de outras técnicas.

A técnica mais usada na cromatografia gasosa € a ebulicdo. Uma corrente de
gas passa continuamente pela coluna e quando a amostra vaporizada é introduzida
rapidamente nessa corrente de gés, ela é arrastada através da coluna. As
substancias presentes na amostra, depois de separadas, chegam ao detector, que
gera um sinal para o registrador (Figura 30).

Figura 30 — Técnica de Cromatografia Gasosa de Alta Resolucgéo.
Fonte: (www.cromatografiagasosa-tecnicasanaliticasLindeGases Ltda.htm). Acesso: 6 de
junho de 2007.

As analises dos Oleos essenciais de E. grandis e E. urophylla foram realizadas
em cromatografo a gas Varian CP-3380, com coluna capilar Alltech — SE30 (30 m x
0,25 mm), e detector de ionizacdo por chama, nas seguintes condi¢des: 60 °C por 3
min, 5 °C/min até 250 °C, 250 °C por 15 min.

O gas de arraste foi hélio, com fluxo 1,5 mL/min. A analise por CG/EM foi
realizada em cromatografo (gasoso) HP6890 acoplado a espectrometro de massas
HP5989A, com coluna capilar HP1 (25 m x 0,25 mm), utilizando as mesmas
condigdes.
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A identificacao dos componentes do 6leo foi baseada no indice de retencao de
Kovats, calculado em relagdo aos tempos de retencao de uma série homéloga de n-
alcanos (IK), no padrao de fragmentacao observado nos espectros de massas e por

comparacgao destes com dados da literatura.

3.5 — Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade aguda para avaliagdo de efeitos biol6gicos do 6leo
essencial extraidos de folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla foram
realizados a partir do material disponibilizado pelo Laboratério de Fitoquimica
(Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG) apés
extracao por arraste a vapor (Sistema Clevenger).

A metodologia utilizada nos testes de toxicidade seguiu as normas
estabelecidas pela ABNT (2004) para Daphnia similis e D. laevis, ja descrita no
Capitulo I.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Rendimento dos oOleos essenciais

4.2 — Primeira etapa de extracao

A Tabela 6 mostra a massa de folhas (g), a massa de 6leo (g) e rendimento (%)
dos 6leos essenciais das duas espécies de eucaliptos em fungdo do tempo inicial

(serapilheira) e apds 30 e 60 dias em contato com as lagoas estudadas.

Tabela 6 — Rendimento (%) dos 6leos essenciais de E. grandis e E. urophylla.

Espécie Inicial 30 dias 60 dias

Massa(g) Oleo (9) % Massa(g) Oleo (g) % Massa(g) Oleo(g) %

E. grandis 126,00 1,78 1,42 50,00 0,21 0,41 75,83 0,32 0,43

E. urophylla 126,60 1,06 0,84 48,37 0,15 0,30 71,62 0,16 0,22

Pode-se observar que E. grandis apresentou maior rendimento em todos os
periodos avaliados (inicial, 30 e 60 dias) na primeira etapa de extracdo quando
comparado a E. urophylla.

Tendo em vista que a produgédo de 6leos essenciais depende ndo somente do
estado metabdlico e sintese dos tecidos, mas também esté altamente integrada com
a fisiologia de toda a planta (GIRARD, 2005), é possivel que E. grandis se diferencie
de E. urophylla apresentando uma maior produgao de éleo essencial.

Outro aspecto observado foi que as folhas tanto de E. grandis quanto E.
urophylla apresentaram uma diminuicdo na quantidade de 6leo extraido em fungéo
do tempo avaliado, ou seja, as folhas da serapilheira (inicial) apresentaram maior
rendimento de éleos essenciais que as folhas apos 30 e 60 dias em contato com as
lagoas (Figura 31).
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Figura 31 — Porcentagem (%) de Oleos essenciais extraidos das folhas de E. grandis
e E. urophylla da serapilheira e apds 30 e 60 dias em contato com as aguas das

lagoas Palmeirinha e Ferruginha, respectivamente.

4.3 — Segunda etapa de extracao

A Tabela 7 mostra a massa de folhas (g), a massa de 6leo (g) e rendimento (%)
dos 6leos essenciais das duas espécies de eucaliptos em funcado do tempo inicial
(serapilheira) e apds 30 e 60 dias em contato com as lagoas estudadas, na segunda
etapa de extracéo.

Tabela 7 — Rendimento (%) dos 6leos essenciais de E. grandis e E. urophylla .

Espécie Inicial 30 dias 60 dias

Massa (g) Oleo (g) % Massa(g) Oleo (g) % Massa(g) Oleo(g) %

E. grandis 204,10 1,74 0,85 65,10 0,39 0,61 65,80 0,45 0,68

E. urophylla 301,40 1,94 0,65 76,00 0,42 0,56 71,70 0,31 044

Novamente foi observado um maior rendimento de 6leos essenciais das folhas

de E. grandis assim como ja havia sido constatado na primeira etapa de extracéo,
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em todos os periodos (inicial, 30 e 60 dias). Porém essas porcentagens foram
menores do que as observadas na primeira etapa de extracao (Figura 32).

Uma possivel explicagdo para a diminuicado da porcentagem de 6leo presente
nas duas espécies de eucaliptos seja a influéncia de variaveis climaticas como
temperatura atmosférica e precipitacdo que segundo Girard (2005) influenciam a
quantidade e o conteudo de O6leo essencial em varias plantas aromaticas
(GIRARD,op. cit). Estudo realizado por Thappa et al., (2004) observou em plantas de
Echinacea purpura (L.), que tanto a temperatura como a umidade afetam o indice

dos 6leos essenciais.
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Figura 32 — Porcentagem (%) de Oleos essenciais extraidos das folhas de E. grandis
e E. urophylla da serapilheira e apdés 30 e 60 dias em contato com as aguas das

lagoas Palmeirinha e Ferruginha, respectivamente.

4.4 — Analise dos dleos essenciais de E. grandis e E. urophylla

Neste Capitulo, além da extragéo e avaliagdo do rendimento foram analisados
os Oleos essenciais de E. grandis e E. urophylla extraidos de folhas secas, e
expostas nas lagoas por 30 e 60 dias. As Figuras 33 e 34 mostram os
cromatogramas obtidos dos 6leos analisados. De um modo geral, observa-se que 0s
Oleos sao bastante complexos, sendo que o 6leo de E. urophylla apresenta um

maior numero de constituintes.
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b)

c)

PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\ PW4\ Lucienir 10-04-06\0014_Lucienir 10-04-0
Name: grandis FS1609

Description:
750,01 Folhas Secas-Serapilheira
mV
600.0] 24
450.0]

300.0]

150.0]

00 59 100 150 20.0 250 30.0 350 400 450 500

PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\ PW 4\ Lucienir 10-04-06\0011_Lucienir 10-04-0
Name: grandis FS2adec
Description:

) Folhas Secas - 30 dias
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PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\ PW4\ Lucienir 10-04-06\0012_Lucienir 10-04-0
Name: grandis FSP1adec
Description:

250.0]1 Folhas Secas - 60 dias

mV 8
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300.0]
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0.0

Figura 33 — Cromatogramas dos 6leos essenciais de E. grandis: (a) Folhas Secas-

Serapilheira; (b) Folhas Secas - 30dias e (c) Folhas Secas - 60dias.
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b)

c)

PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\ PW4\ Lucienir 10-04-06\0003_Lucienir 10-04-0
Name: urophyllaFS2109
Description:

750.01 Folhas Secas-Serapilheira
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PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\ PW 4\ Lucienir 10-04-06\0015_Lucienir 10-04-0
Name: urophyllaFSF1adec
Description:

750.0] Folhas Secas - 30 dias

mV
600.0]

450.0]

300.0]

150.0] L

00 50 100 150 200 250 30.0 350 400 450 50.0

PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\ PW4\ Lucienir 10-04-06\ 0007_Lucienir 10-04-0
Name: urophyllaFS2adec2501
Description:

750.0] Folhas Secas - 60 dias
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Figura 34 — Cromatogramas dos 6leos essenciais de E. urophylla: (a) Folhas Secas-

Serapilheira; (b) Folhas Secas- 30dias e (c) Folhas Secas- 60dias.
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Quando se compara os cromatogramas das folhas secas com as folhas
expostas a decomposicao, observa-se que os perfis cromatograficos sdo bastante
semelhantes, sendo que com 60 dias, o perfil apresenta uma menor complexidade,
sugerindo que a medida que ocorre a exposicdo, os compostos vao sendo
eliminados e ndo se mantém presentes nas folhas, pois provavelmente foram
extraidos pela agua das lagoas.

No caso do E. urophylla, observa-se que os perfis cromatogréaficos dos 6leos
foram bastante parecidos. Observa-se ainda que a medida que as folhas vao sendo
expostas a decomposi¢cdo, aparecem alguns constituintes mais polares ou mais
pesados (Tr >45 min), sugerindo que estes sejam produtos de oxidacdo. Entretanto,
devido a complexidade dos cromatogramas, néo foi possivel identificar todos os
constituintes dos 6leos essenciais.

A investigacdo dos Oleos essenciais levou ao descobrimento de
hidrocarbonetos isoméricos denominados terpenos, porém, os 6leos essenciais sao
misturas muito complexas e muito variaveis em seus constituintes, sendo mais
comuns somente os terpenos mais volateis, dentre os quais destacam-se aqueles de
baixo peso molecular, como os monoterpenos com 10 carbonos e sesquiterpenos
com 15 carbonos (DORAN e BROPHY, 1990; SIMOES et al., 1999).

A identificacdo dos componentes do 6leo de E. grandis e E. urophylla realizada
pelo Laboratério Fitoquimica do Departamento de Quimica da UFMG, baseou-se no
indice de retencao de Kovats, calculado em relacdo aos tempos de retencado de uma
série homéloga de n-alcanos (IK), no padrdo de fragmentagdo observado nos
espectros de massas e por comparacao destes com dados da literatura (ADAMS,
1995). Foi possivel identificar como componentes principais do 6leo das folhas de E.
grandis, pineno, tujanol, cedreno. Nas folhas de E. urophylla encontrou-se pineno,
cariofileno, humuleno, germancreno, éxido do cariofileno.

As substancias identificadas nos 6leos essenciais das folhas secas e apos
exposicado nas lagoas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla encontram-se
na Tabela 8.
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Tabela 8 — Substancias identificadas nos 6leos essenciais de E. grandis e E.

urophylla.
Espécie Eucalyptus grandis Eucalyptus urophylla

Alfa-pineno Alfa-pineno

Beta-pineno 3-iso-tujanol

Para-Tolualdeido 3-neo-tujanol

Substancias 3-iso-tujanol Acetato deverbanol
3-neo-tujanol Cariofileno
1,7-di-epi-beta-cedreno Humuleno
alfa-tujopsanol Germancreno A

Cadna-1,4-dieno
Oxido do cariofileno

4.5 — Testes de toxicidade

4.5.1 — Eucalyptus grandis

No caso do 6leo essencial extraido das folhas da serapilheira da primeira etapa
de extracdo, a CE50 foi de aproximadamente 5,35 uL.100mL™" para D. similis e de
410 pL.100mL" para D. laevis. Neste caso, o 6leo essencial de E. grandis
apresentou um maior efeito toxico em D. laevis. Na segunda etapa de extracdo, a
CE50 para D. similis foi de 5,30 pL.100mL™" e para D. laevis de 3,87 pL.100mL™, e
novamente observou-se maior efeito de toxicidade aguda a D. laevis. Observou-se
ainda que na segunda etapa de extracdo o efeito do 6leo essencial foi ligeiramente
maior do que o observado na primeira etapa para D. laevis. Ja para D. similis
praticamente ndao houve diferenga (Figura 35).

O efeito toxico observado nos 6leos essenciais de Eucalyptus provavelmente
esta relacionado com compostos fungistaticos naturalmente produzidos por essa
espécie, no seu metabolismo secundario (SALGADO, 2001).
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Alguns trabalhos tém demonstrado a atividade antibacteriana e antifungica de
diferentes espécies de Eucalyptus frente a varios microrganismos (NASCIMENTO et
al., 2000; FERESIN et al., 2002). Entretanto, por possuirem uma mistura complexa
de compostos, os 0Oleos essenciais ndo apresentam um mecanismo de acao
antimicrobiana exatamente definido (JANSSEN, 1989). Neste contexto, Estanislau et
al. (2001) verificaram que o 6leo essencial das espécies E. saligna, E. grandis e E.
citriodora apresentam atividade frente a Staphylococcus aures, Escherichia coli e
Salmonella choleraeseus, fato ndo observado com o 6leo essencial E. microcorys
aos organismos testados.

Com o Oleo essencial extraido das folhas de E. grandis ap6s 30 dias em
contato com as aguas da lagoa Palmeirinha, os valores de CE50 da primeira e da
segunda etapa de extracdo obtidos para D. similis foram de 5,49 uL.100mL™" e 5,18
uL.100mL™", respectivamente. O efeito observado para D. similis com o 6leo
essencial de folhas de E. grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha
foi semelhante ao observado com o éleo essencial das folhas da serapilheira.

Para D. laevis o valor de CE50 da primeira etapa de extracao foi de 4,55
uL.100mL™, e na segunda extracdo foi de 4,86 uL.100mL™, sendo observado que
tanto a primeira como a segunda extracao apresentaram efeitos proximos.

Para o 6leo essencial das folhas apds 60 dias em contato com as aguas da
lagoa Palmeirinha, verificou-se CE50 para D. similis de 4,71 pL.100mL™" na primeira
etapa de extracdo, e CE50 de 5,03 uL.100mL™", na segunda etapa, neste caso o
efito observado na primeira etapa foi ligeiramente maior do que o observado na
segunda etapa da extracao

Com D. laevis ocorreu 0 mesmo que com D. similis, verificando-se menor
valor de CE50 na primeira etapa de extracdo (4,49 pL.100mL™"), comparado &
segunda etapa de extracdo (4,57 pL.100mL™)

Observou-se que tanto nos testes realizados com o 6leo essencial das folhas
da serapilheira e apds 30 e 60 dias o efeito tdxico foi um pouco maior na segunda
etapa de extragdo provavelmente em fungao das condigdes climaticas.
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Figura 35 — Valores de CE50 (uL.100mL") para os testes realizados com 6leo
essencial das folhas de E. grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias ap6s contato com
a lagoa Palmeirinha utilizando D. similis e D. laevis, na primeira (a) e segunda etapa
(b) de extracéo.

4.5.2— Eucalyptus urophylla

No caso do 6leo essencial das folhas de E. urophylla da serapilheira, verificou-
se para D. similis CE50 de 2,87 pL.100mL™, na primeira etapa e de 2,97uL.100mL"
na segunda etapa de extracao, diferindo do que foi observado com as folhas de
serapilheira de E. grandis para D. similis, apresentando um maior efeito de
toxicidade na segunda etapa de extracao.
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Ja para D. laevis, o valor de CE50 na primeira etapa de extracao foi de 2,87
uL.100mL-' e de 3,87 pL.100mL" na segunda etapa. Em testes preliminares
realizados anteriormente no Laboratério de Ecotoxicologia da UFMG, a CE50 média
do 6leo essencial de E. urophylia foi de 2,45 pL.100mL™".

Nos testes realizados com folhas em contato com a agua da lagoa apo6s 30
dias, houve uma diminuicdo do efeito de toxicidade aguda e consequientemente, os
valores de CE50 foram mais elevados. Verificou-se para D. similis CE50 de 3,92
uL.100mL™ na primeira etapa e de 4,04 pL.100mL™" na segunda etapa. Ja para D.
laevis a CE50 foi de 4,40 pL.100mL™" e 4,76 pL.100mL" para a primeira e a segunda
etapa de extracao, respectivamente (Figura 36).

As folhas que permaneceram durante o periodo de 60 dias em contato com a
lagoa Ferruginha apresentaram, para D. similis, CE50 de 3,44 uL.100mL" na
primeira etapa de extracdo e 4,12 pL.100mL"' na segunda etapa D. laevis
apresentou CE50 de 3,48 pL.100mL" na primeira etapa e 3,32 pL.100mL" na
segunda etapa (Figura 36).

Observou-se que os 6leos essenciais das folhas de E. urophylla da serapilheira,
30 e 60 dias apdés contato com a lagoa Ferruginha, apresentaram efeito de
toxicidade maior do que observados com os 6leos de E. grandis, provavelmente em

funcao dos componentes presentes nas folhas de E. urophylla.
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Figura 36 — Valores de CE50 (uL.100mL") para os testes realizados com 6leo

essencial das folhas de E. urophylla da serapilheira, e 30 e 60 dias apds contato

com a lagoa Ferruginha utilizando D. similis e D. laevis, na primeira (a) e segunda

etapa (b) de extracéo.

Salgado et al., (2001), avaliou a atividade fungitoxica do éleo essencial de

folhas de trés espécies de eucaliptos: E. camaldulensis, E. citriodora e E. urophylla,

através de ensaios biolégicos com os fitopatégenos Fusarium oxysporum, Botrytis

cinerea e Bipolaris sorokiniana, utilizando diferentes concentragdes de 6leos.

Na maior concentragdo, os autores verificaram inibigdes significativas no

crescimento micelial das espécies fungicas, apds periodo de 7 dias. No entanto, o

6leo essencial de Eucalyptus urophylla foi o que apresentou maior acao fungitoxica,

fato atribuido a presenca do composto denominado globulol,

E.camaldulensis e E. citriodora.

ausente em
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5 - CONCLUSOES

1.

E. grandis comparado a E. urophylla apresentou maior rendimento de 6leo
essencial em todos os casos estudados, tanto na primeira quanto na segunda
etapa de extragao;

Na primeira etapa da extracdo (periodo chuvoso com temperaturas mais
elevadas), a quantidade de 6leo essencial extraida das folhas da serapilheira
foi maior quando comparada com as folhas da serapilheira da segunda etapa
de extracdo (periodo de seca com temperaturas menos elevadas), para as
duas espécies estudadas, indicando influéncia das condigbes climaticas;

As folhas de E. grandis e E. urophylla mantidas em contato com as aguas das
lagoas Palmeirinha e Ferruginha, respectivamente, por 30 e 60 dias,
apresentaram maior rendimento dos 6leos essenciais na segunda etapa de
extragao;

A analise cromatografica mostrou diferencas na composicao do 6leo essencial
de E. grandis e E. urophylla, em fungéo do periodo de coleta. No periodo de
seca, verificou-se a presenga de constituintes mais polares ou mais pesados
sugerindo que estes sejam produtos de oxidagdo, e provavelmente
constituintes polares tenham sido lixiviados pelas chuvas;

Nas folhas submetidas a decomposicdo durante 30 e 60 dias o mesmo
comportamento foi observado. Houve uma concentragdo maior de compostos
oxigenados com uma consequente diminuicdo dos compostos observados
nas folhas serapilheira;

O 6bleo essencial de E. urophylla apresentou um numero maior de
constituintes comparado a E. grandis;

Os testes de toxicidade aguda com 6leo essencial mostraram que E. urophylla
apresentou maior efeito toxico a D. similis e D. laevis comparado a E. grandis,
provavelmente em fungdo das substéancias presentes no mesmo. Além disso,
verificou-se, tanto para D. similis quanto para D. laevis, maior efeito de
toxicidade aguda do 6leo essencial das folhas de E. urophylla da serapilheira,
provavelmente por possuir folhas mais espessas, indicando menor velocidade

no processo de decomposicao e liberagdo de compostos;
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8. O dleo essencial de Eucalyptus grandis apresentou maior efeito de toxicidade
aguda a D. laevis comparado a D. similis, tanto nos testes com folhas da
serapilheira, quanto ap6s 30 e 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha,

nas duas etapas de extragéao.
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CAPITULO Il
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“Extracao, identificacao e avaliacao ecotoxicologica de extratos
naturais de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla”.

1 - INTRODUCAO

Algumas plantas produzem compostos do metabolismo secundério que atuam
inibindo ou favorecendo o processo germinativo bem como o processo de divisdo
celular. Estes compostos sdo conhecidos como alelopaticos. O termo alelopatia
refere-se a capacidade que as plantas tém de interferir no desenvolvimento de
outras plantas por meio de substancias que liberam na atmosfera ou, quase sempre,
no solo (MEDEIROS, 1990; FERREIRA e BORGHETTI, 2004).

Os efeitos alelopaticos sdo mediados por substancias que pertencem a
diferentes categorias de compostos secundarios. Os recentes avangos na quimica
de produtos naturais, por meio de meétodos modernos de extracdo, isolamento,
purificacdo e identificacdo, tém contribuido bastante para um maior conhecimento
desses compostos secundarios, os quais podem ser agrupados de diversas formas
(FERREIRA e AQUILA, 2000).

A maioria destas substancias provém do metabolismo secundério vegetal e, na
evolugdo das plantas, representaram alguma vantagem contra a acgédo de
microrganismos, virus, insetos e outros patégenos ou predadores, seja inibindo a
acdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das plantas
(WALLER, 1999).

Compostos com propriedades alelopaticas altamente diversificados
quimicamente sao freqlentemente encontrados nas plantas superiores; a
composicdo e a quantidade desses compostos podem variar com a espécie
estudada (PUTNAM, 1985). Especificamente para as espécies arboreas, varios
esforcos foram envidados, nos ultimos anos, visando identificar propriedades
alelopdticas em espécies com potencial para compor sistemas agroflorestais e
silvipastoris tanto no Brasil (BORGES et al.,, 1993; JACOBI e FERREIRA, 1991)
como em outros paises (CHOU, 1992; GONZALES et al., 1995; ZHANG, 1993).
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Einhellig (1995), relatou varios mecanismos de acdao desempenhados pelos
agentes aleloquimicos nos vegetais, os quais atuam nos efeitos da atividade
hormonal, na biossintese e distribuicdo de metabdlitos, na morfologia celular, na
fotossintese, ocasionando efeitos em plantas intactas, células isoladas, cloroplastos
e clorofilas, na respiracdo, atuando nas mitocéndrias e em processos associados a
membrana celular, causando acumulo de ions e interferéncia nas relacdes hidricas.

Outros aspectos importantes da alelopatia, além dos fatores que afetam sua
producao e liberacdo no ambiente, incluem sua absorcdo e translocacdo no
organismo receptor, ou seja, sua efetividade como aleloquimico; uma vez
esclarecidos, trardo importante contribuicdo para a compreensao deste fendmeno
(FERREIRA e AQUILA op. cit).

Ensaios de germinagéo realizados com extrato etanolico do cravo-da-india e
eugenol puro (composto fendlico volatil) em sementes de tomate (Lycopersicum
esculentum Mill.), beijo (Impatiens balsamina L.), crotalaria (Crotalaria spectabilis L.),
rabanete (Raphanus sativus L.), trigo (Triticum aestivum L.) e alface (Lactuca sativa L.),
verificaram que esses dois componentes possuem efeito alelopatico, inibindo a
germinagao de sementes dessas plantas, assim como diminuindo o crescimento de
algumas delas quando aspergida com o extrato (MAZZAFERA, 2003).

Neste contexto, fendis e seus derivados, como clorofen6is e compostos
aromaticos em que pelo menos um grupo hidroxil encontra-se ligado diretamente ao
anel benzeno (THURMAN, 1982), sdo conhecidos por sua elevada toxicidade e por
serem compostos comuns em efluentes industriais, oriundos das atividades de
producao de plasticos, corantes, tintas, drogas, antioxidantes, polimeros sintéticos,
resinas, pesticidas, detergentes, desinfetantes, refinaria de 6leo e principalmente de
papel e celulose (CAMPANELLA, 1993). Os fendis possuem comportamento de
acido fraco e dissolvem-se em meios polares, mas sdo pouco soluveis em
hidrocarbonetos alifaticos.

Compostos fendlicos também estdo largamente presentes na natureza como
componentes naturais da madeira (lignina e tanino) e s&o responsaveis pelas
propriedades organolépticas e cores de muitas frutas e flores (CAMPANELLA, op.
cit).
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Mesmo em pequenas concentracdes (<1 ppm), os compostos fendlicos afetam o
gosto e o odor de aguas potaveis e peixes. Muitos destes compostos possuem efeitos
toxicos em animais e plantas, pois faciimente penetram pela pele e membranas
celulares, determinando um amplo espectro de genotoxicidade, mutagenicidade e
efeitos hepato-toxicos, aléem de afetarem as velocidades das reac¢des biocatalisadas nos
processos de respiracao e fotossintese (ORTEGA, 1994).

Assim, fendis e especialmente seus derivados clorados, nitrados e alquilados tém
sido definidos como poluentes perigosos devido a sua alta toxicidade e persisténcia no
ambiente, e estdo presentes na lista de substancias perigosas e poluentes prioritarios
da EC (Comissdao Européia) (VINCENT, 1991), e da EPA (Agéncia de Protecéao
Ambiental Norte-Americana). A diretiva (80/778 EEC) da Comunidade Econdmica
Européia, por exemplo, determinou como concentragdo maxima permitida, para todos
os tipos de fendis em meio aquoso, o valor de 0,5 mg L' e 0,1 mg L™ para fendis
individuais. O Instituto Nacional Norte-Americano para Saude e Seguranga
Ocupacional, estabeleceu como limite de exposicao ao fenol, a concentracdo de 5 mg L
' No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2005), estabeleceu
em até 0,003 mg L CgHsOH, como concentragdo maxima de fendis totais permitidos
em aguas de classe | e Il (dgua doce). Ja para aguas de classe lll, a concentracao
méxima de fendis totais é de 0,01 mg L™ CgHsOH.

As substancias fendlicas podem ser bactericidas ou bacteriostaticas,
dependendo da concentracdo utilizada. Os esporos bacterianos e os virus sao mais
resistentes do que as células vegetativas. Alguns compostos fendlicos séo altamente
fungicidas. Sua atividade antimicrobiana é reduzida em pH alcalino e na presenca de
material organico; baixas temperaturas e a presencga de sabdo também diminuem a
atividade antimicrobiana (PELCZAR, 1980).

O uso de ensaios bioldgicos para avaliagéo da bioatividade de extratos, fragbes
e compostos isolados de plantas tem sido freqientemente incorporados a
identificacdo e monitoramento de substancias potencialmente tdéxicas como os fendis
(NOLDIN et al., 2003).
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1.1 — Polaridade da molécula

A polaridade de uma molécula esta diretamente vinculada a polaridade das
ligacbes entre seus atomos constituintes e também a sua geometria. A molécula
polar € uma molécula com momento de dipolo diferente de zero enquanto uma
molécula ndo-polar ou apolar tem momento dipolo elétrico igual a zero. Cada ligacao
de uma molécula poliatbmica pode ser polar, mas a molécula como um todo pode
ser nao-polar ou apolar se os dipolos das ligacées individuais se cancelarem
(SOARES, 1989).

1.1.1 — Substancias polares

Uma das propriedades mais importantes da agua liquida é a sua capacidade de
dissolver substancias polares ou ibnicas para formar solu¢cdes aquosas. As ligacoes
idbnicas ocorrem quando um ou mais elétrons sé@o transferidos da camada de
valéncia de um atomo para outro. O atomo que perdeu elétrons se torna positivo
(cations) e o que ganhou torna-se negativo (anion) (SOARES, op.cit.).

A interagdo entre as moléculas do solvente (agua) e as do soluto é que sao
responsaveis pelo processo de solubilizacdo: quando uma substéancia idnica é
dissolvida em &gua, os céations séo atraidos pelo lado "negativo" da molécula de
agua e os anions pelos lados "positivos". Este processo € chamado de hidratacdo. A
hidratagdo dos ions é que promove a "quebra" do reticulo cristalino da substancia
ibnica, ou seja, a dissolucao: as forcas existentes entre os cations e anions no sélido

(ligacao ibnica) sao substituidas por forcas entre a agua e os ions (SOARES, 1989).

1.1.2 — Substancias nao-polares ou apolares

Existem muitas substancias, entretanto, que n&o séo soluveis em agua. Um
exemplo € a gordura: a natureza nao-polar de suas moléculas as torna incompativeis
com as moléculas polares de agua. Uma regra geral para a solubilidade € que "o
semelhante dissolve o semelhante", isto €, moléculas polares s&do misciveis com

moléculas polares, e apolares com moléculas apolares.
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As propriedades da agua, entretanto, sdo completamente diferentes em
condicbes de alta temperatura e pressdo. Acima de 300°C, em altas pressdes, a
agua liquida é capaz de dissolver muitos compostos apolares. Mais diferente ainda é
a agua quando a pressao for igual ou maior de 218 atm e a temperatura maior do
que 374°C (temperatura critica): a agua se torna um fluido supercritico. Nestas
condicdes, a agua reune propriedades de seu gas (tal como a densidade) e de seu
liquido (capacidade de dissolug&o). Além de dissolver substancias polares e ibnicas,
a agua supercritica é capaz de dissolver praticamente todos os compostos apolares.
Uma das aplicagbes é na destruigdo de lixos téxicos: a dgua supercritica € misturada
com os residuos organicos e gas oxigénio; iniciado a chama, a combustao ocorre
"embaixo"” d'agual Isto s6 € possivel gracas as propriedades tipo-gas da agua
supercritica e de sua capacidade de dissolver os residuos (SOARES op. cit).

1.2 — Solubilidade das substancias

A solubilidade de uma substancia esta diretamente relacionada com a natureza
do solvente. Comparando-se dados de solubilidade com a constante dielétrica de
cada um dos solventes, a ordem destas constantes é a seguinte: agua > propileno
glicol > alcool etilico > acetona > diclorometano > éter etilico > cloroférmio >
tetracloreto de carbono >. Tanto a agua quanto o hexano nao dissolvem, por
exemplo, a propolis; a agua apresenta uma constante dielétrica muito alta, indicando
que € um solvente muito polar e o hexano uma constante dielétrica muito baixa, e
apolar. Como a prépolis € composta por substdncias tanto hidrofilicas quanto
hidrofébicas, os solventes com polaridades intermediarias conseguem interagir
melhor com essas duas classes de substancias (WIKIPEDIA, 2007).

Para separar as dezenas de substancias apolares das polares, que apresentam
atividades, precisa-se fazer a escolha correta dos solventes. Como exemplo, em um
estudo realizado por (KOBASHI et al., 2000) foram feitas cinco extragbes por
maceragcdo em diferentes solventes e utilizou-se a cromatografia em camada
delgada para avaliar se houve a extracdo das substancias polares contidas na

propolis por esses solventes. Foram usados como fase mével para a cromatografia,
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uma mistura de solventes com diferentes polaridades. Inicialmente fez-se a
cromatografia com o solvente mais apolar, o0 hexano, e em seguida foram misturados
com um solvente polar, o acetato de etila. O aumento do solvente polar na fase
mével (acetato de etila nas proporcdes de 7:3; 1:1; 3:7; até 100%, proporcionou o

arraste dos compostos polares nos extratos.

1.3 — Contaminacao de sedimento

O sedimento pode ser considerado como resultado de processos fisicos,
quimicos e biolégicos que ocorrem nos ecossistemas aquaticos, influenciando o
metabolismo de todo o sistema (ESTEVES, 1988). Portanto, € um dos
compartimentos mais importantes a serem estudados na avaliacdo do nivel de
contaminagdo dos ecossistemas aquaticos, dada a sua capacidade em acumular
compostos organicos e inorganicos, principalmente por processo de decantacao.
Muito desses compostos podem estar presentes naturalmente em concentragdes
elevadas, mas, na maioria dos casos, esses valores sdo devidos a atividade
antropogénica (POWER e CHAPMAN, 1992).

Uma vez no sedimento, esses contaminantes podem se associar a certas
particulas (tornando-se ndo disponiveis para o ecossistema), sofrer transformacdes
(originando formas mais ou menos toxicas) ou migrar do sedimento para o0s
organismos benténicos ou para a coluna d’agua. Niveis elevados de contaminantes
persistentes no sedimento podem ou nao acarretar efeitos para a biota aquatica,
dependendo de uma série de fatores que alteram a biodisponibilidade e a toxicidade
(ZAGATO e BERTOLETTI, 2006).
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2 - OBJETIVOS

Este estudo visou inicialmente extrair, calcular o rendimento e identificar
extratos hidroalcélicos de diferentes polaridades e extratos aquosos das folhas de
Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla da serapilheira e apds 30 e 60 dias em
contato com as aguas das lagoas Palmeirinha e Ferruginha, no periodo de chuvas
(outubro a dezembro/ 2005) e de seca (abril a julho/ 2006). A partir das extragdes,
foram verificados possiveis efeitos de toxicidade dos diferentes extratos sobre a
biota aquatica, através de testes de toxicidade com Daphnia similis, D. laevis e

Chironomus xanthus.

Para tanto, foram considerados os seguintes objetivos especificos:

e Obtencéo de diferentes extratos pelo método Soxhlet;

e Comparacao entre o rendimento dos extratos das folhas de E. grandis e

E. urophylla;

¢ |dentificacdo dos compostos presentes nos extratos hidroalcodlicos e
aquosos das folhas de E. grandis e E. urophylla, através de testes

quimicos e espectroscopia no infravermelho (1V);

e Avaliacdo da toxicidade das substancias com maior polaridade,

utilizando os organismos-teste D. similis e D. laevis;

e Avaliacdo da toxicidade das substancias com menor polaridade no

sedimento, utilizando o organismo-teste Chironomus xanthus.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Periodos e freqliéncias de amostragem

Para a execugdo desta etapa do projeto, também foram considerados dois
periodos de coleta (descrito no Capitulo 1), incluindo a coleta de folhas de eucaliptos
da serapilheira e das mesmas depois de mantidas em contato com a agua nas
lagoas Palmeirinha e Ferruginha por um periodo de 30 e 60 dias, visando a extragao
e a identificacdo de constituintes quimicos e a realizagdo de testes de toxicidade
aguda com o material extraido.

As folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla processadas para a
obtengao dos extratos foram coletadas nas areas de entorno das lagoas Palmeirinha
e Ferruginha, respectivamente. Uma parte das folhas foi imediatamente processada
e outra parte mantida em litter-bags de dois tamanhos diferentes. Apds o periodo de
30 e 60 dias, foram levadas para o Laboratério de Fitoquimica do Departamento de
Quimica da UFMG para serem processadas, onde foram feitas as diferentes

extracoes apods moagem, através de aparelho Soxhlet.

3.2 - Extracao

As folhas foram lavadas primeiramente com agua da torneira, depois com agua
destilada e secas a temperatura ambiente, para as diferentes extragdes.

Para a preparacdo dos extratos, as amostras de folhas foram moidas e
submetidas a extracdo exaustiva em aparelho Soxhlet utilizando os seguintes
solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol. Apés remocgao do solvente
por destilacdo a pressdo reduzida foram obtidos os extratos hexanicos,
cloroférmicos, acetato-etilicos e etandlicos. Os extratos aquosos foram obtidos por
agitacao por aproximadamente 3 horas a temperatura ambiente seguida de filtracao
e liofilizagao (MATOS,1997).
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3.2.1 — Etapas da preparacao dos extratos

As preparagdes dos extratos foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG
conforme o fluxograma da Figura 37. Como material vegetal, foram utilizadas folhas
secas (serapilheira), e secas apds exposicao em litter-bags nas lagoas por 30 e 60
dias em dois periodos diferentes de chuvas (outubro a dezembro/ 2005) e de seca
(abril a julho/ 2006).

As folhas foram lavadas inicialmente com agua de torneira e seguida com agua
destilada, secas em temperatura ambiente, moidas e submetidas a extragédo
exaustiva em aparelho Soxhlet, utilizando solventes de polaridades diferentes
(Figura 37).

O primeiro solvente utilizado foi o hexano, pois trata-se do solvente menos
polar. A extracdo foi realizada na temperatura de ebulicdo do solvente hexano
(~75°C). O processo de extragdo é completado quando o solvente em contato com
as folhas torna-se transparente, o que dura aproximadamente 24 horas. Seguindo a
ordem de polaridade, o proximo solvente usado foi o cloroférmio com uma
temperatura de ~64°C, acetato de etila (~70°C) e por ultimo o etanol. A extracao foi
realizada dessa maneira para que fosse possivel extrair os compostos de acordo
com suas polaridades e, assim, inferir sobre o efeito destes extratos nos testes de
toxicidade, e também para se ter uma idéia dos tipos de compostos extraidos por
cada solvente.

Apbs remocao dos solventes por destilacdo a pressao reduzida, foram obtidos
0s respectivos extratos. Os extratos aquosos foram obtidos por agitagdo magnética
por aproximadamente 3 horas a temperatura ambiente seguida de filtracdo e
liofilizacdo. Nao se realiza extracdo em aparelho Soxlhet com agua devido a alta
temperatura do solvente (100°C), a qual pode ocasionar decomposicdo dos
componentes presentes nas folhas.
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Figura 37 — Metodologia utilizada nas etapas de extracao de extratos das folhas de

Eucalyptus spp.
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Figura 38 — Extragcédo exaustiva - aparelho Soxhlet. (Foto: Fabiola Lino Araujo).

3.3 - Rendimento dos extratos hidroalcolicos e dos extratos

aquosos

Apbs todas as etapas da extracdo exaustiva em aparelho Soxhlet com
solventes de polaridades diferentes, foi realizada a pesagem em balanca analitica
dos extratos hidroalcélicos e dos extratos aquosos.Para tanto, foi anotada a massa
total (g) de cada extrato das folhas de E. grandis e E. urophylla da serapilheira e
apos 30 e 60 dias em contato com as lagoas Palmeirinha e Ferruginha.

Foi entéo realizado o calculo levando em consideragdo a massa total de folhas
(g) utilizada na extragéo (serapilheira, 30 e 60 dias apds contato com as lagoas) e a
massa (g) de extrato hidroalcdlico e aquoso, para se obter a porcentagem de extrato
em cada situacdo e assim poder fazer uma comparagdo de rendimento das duas

espécies de eucaliptos estudadas.
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3.4 - Identificacao dos compostos dos extratos hidroalcolicos e
dos extratos aquosos

3.4.1 — Classes de substancias identificadas nos extratos dos E.
grandis e E. urophylla

Para a identificacdo das classes de substancias presentes nos extratos foram
realizados testes quimicos especificos para algumas classes descritos no item 3.4.2
e espectroscopia no infravermelho descrita no item 3.4.3.

3.4.2 — Testes quimicos

Realizaram-se testes quimicos especificos para deteccao de algumas classes
de compostos nas folhas das duas espécies de eucaliptos, de acordo com Wagner
et al. (1984).

Foram pesquisadas as seguintes classes de compostos: saponinas;
flavondides; taninos; fendis, esterdides e triterpenos. Os procedimentos estdo
descritos a sequir:

e SAPONINAS

Alguns miligramas do extrato foram dissolvidos em 5-10 mL de agua destilada e
a solucao foi filtrada para um tubo de ensaio. Agitou-se o tubo com a solucéo,
fortemente por 2-3 minutos e observou-se a formacdo de espuma, sendo que
espuma persistente e abundante (colarinho) indicou a presengca de saponina
(heterdsides saponinicos).

o ESTEROIDES E TRITERPENOS

Alguns miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de cloroférmio e

filtrados quando necessério. Juntou-se ao extrato cloroférmico 2 mL de anidrido
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acético. Agitou-se suavemente. A seguir, pelas paredes do tubo, adicionou-se 1 mL
de &cido sulfurico concentrado. No caso de reacdo positiva, observou-se uma
ucessao de cores, de réseo ao azul e verde, sendo que a coloragédo verde indicou

presenca de esteroide, e a coloracao azul ou résea presenca de triterpenos.

e FLAVONOIDES

Alguns miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de metanol e filtrados
quando necessario. Adicionou-se 1 mL de &cido cloridrico concentrado e deixou-se
esta solugdo reagir com 1 cm de fita de magnésio. O surgimento de uma coloragéao

rosea na solugdo indicou reacao positiva.

e FENOIS E TANINOS

Alguns miligramas do extrato foram dissolvidos em 4 mL de agua destilada e
filtrados quando necessério. Adicionou-se trés gotas de solugéo alcodlica de FeCls.
Agitou-se bem e observou-se qualquer variacdo de cor ou formagéao de precipitado
abundante escuro.

A coloragao variavel entre o azul e o vermelho indicou da presencga de fendis, o
precipitado escuro de tonalidade azul indicou a presenca de taninos pirogalicos
(taninos hidrolisaveis) e a coloragédo verde, a presenga de taninos condensados ou
catéquicos.

3.4.3 — Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho (IV) € uma técnica instrumental simples e
rapida que pode evidenciar a presengca de varios grupos funcionais. A
espectroscopia no 1V depende da interacdo de moléculas ou atomos com a radiagao
eletromagnética (SILVERSTEIN et al., 2000).

Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula como um

todo, certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na
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mesma freqiéncia, independentemente da estrutura da molécula. E justamente a
presenca destas bandas caracteristicas de grupos que permite a obtencao, através
do exame do espectro e consulta a tabelas, de informacdes estruturais Uteis para
inferir sobre a estrutura dos compostos (SILVERSTEIN op cit.).

A Figura 39 lista os grupos mais comuns que fornecem suas frequéncias

caracteristicas.
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*Free OH, medium and sharp; bonded OH, strong and broad

Figura 39 — Carta simplificada das freqiéncias caracteristicas dos grupos funcionais
mais comuns. S=forte, w=fraca, m=média, sh=aguda, br=larga, alkenes=alquenos

(insaturagao), alkynes=alquinos, aromatics=aromaticos.

3.5 — Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade aguda para avaliacao de efeitos biolégicos dos extratos
hidroalcélicos e aquosos extraidos das folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophylla foram realizados a partir do material disponibilizado pelo Laboratério de
Fitoquimica (Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais -
UFMG).
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Apbés as extracoes, os testes foram montados com o organismo-teste
Chironomus xanthus, para os extratos com menor polaridade, ou seja, extrato
hexanico, cloroférmico e acetato de etila, e para os extratos com maior polaridade,
extrato etandlico e aquoso, foram utilizados os organismos-teste Daphnia similis e
Daphnia laevis.

A metodologia utilizada nos testes de toxicidade com Daphnia similis e D. laevis
seguiu as normas estabelecidas pela ABNT (2004) e os testes com Chironomus
xanthus seguiu as normas da USEPA (1994), ambos ja descritos no Capitulo |.

3.5.1 — Preparo das solucoes para os testes de toxicidade com os
extratos mais polares utilizando D.similis e D.laevis

Para as solugbes com os extratos mais polares foram preparadas solugbes
estoques, pesando-se 0,004 g dos extratos etandlico e aquoso, e diluido em
eppendorf com agua de cultivo (para que ndao houvesse interferéncia no testes de
toxicidade), agitou e a partir dessa solucao estoque foram preparadas as diluicdes

dos testes para D. similis e D. laevis.

3.5.2 — Preparo dos sedimentos para os testes de toxicidade com os

extratos menos polares utilizando Chironomus xanthus

Os extratos foram pesados e diluidos em solventes (cada extrato em um
solvente especifico). Apo6s a diluicdo, as misturas (extratos+solventes) foram
colocadas em contato com 5g de sedimento e utilizadas nos testes com Chironomus
xanthus. As concentracgdes utilizadas encontram-se no item 4.4 e nas Tabelas dos
AnexosVI, Vil e IX.

Para eliminagdo completa do solvente utilizado para dissolver os extratos, estes
foram expostos a um ventilador de ar quente evaporando assim o solvente que

estava presente no sedimento permanecendo somente o extrato.



122

Para avaliar um possivel efeito dos solventes utilizados, foram preparadas
amostras contendo apenas o sedimento e o solvente empregado em cada caso, 0
solvente foi evaporado com o auxilio do ventllador (ar quente) e também testadas

com Chironomus xanthus. Os solventes utilizados estdo expressos na Tabela 9.

Tabela 9 — Solventes utilizados para a dissolugao de cada extrato.

Extrato Solvente
Extrato Hexanico Cloroférmio
Extrato Cloroférmico Acetato de Etila
Extrato Acetato-etilico Alcool Etilico
Extrato Etanélico Agua

Extrato Aquoso Agua




123

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Rendimento dos extratos

4.1.1 — Primeira etapa de extracao de Eucalyptus grandis

Para a espécie E. grandis, foram utilizadas 32,37g de folhas (serapilheira)
secas e trituradas, correspondendo inicialmente a 100% de massa de folhas
utilizadas na extracdo. Na Tabela 10 encontram-se as quantidades e porcentagens
de extratos obtidas para cada solvente.

Tabela 10 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato

aquoso extraidos das folhas de serapilheira de E. grandis.

Massa (g) %

Folha da serapilheira 32,37 100,0
Extrato hexanico 2,41 7,5
Extrato cloroférmico 1,77 55
Extrato acetato-etilico 0,44 1,4
Extrato etandlico 1,06 3,3

Extrato aquoso - -

- Nao foi realizada extragéo.

A quantidade de extrato obtido variou em funcdo dos solventes utilizados. O
extrato que apresentou maior porcentagem de rendimento para as folhas de
serapilheira de E. grandis foi o hexanico (menos polar) seguido pelo cloroférmio e
etandlico.

J& para os extratos das folhas ap6s 30 dias em contato com as aguas da lagoa
Palmeirinha foram utilizadas 14,15g para a preparacdo dos exiratos (100% da

massa), e novamente as folhas foram secas, trituradas e submetidas a extragbes
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sucessivas utilizando solventes de polaridades crescentes. Na Tabela 11,

encontram-se a massa (g) e porcentagens de extratos obtidos para cada solvente.

Tabela 11 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalcodlicos e extrato
aquoso extraidos das folhas E. grandis apds 30 dias em contato com a lagoa

Palmeirinha.

Massa (g) %

Folha apds 30 dias 14,15 100,0
Extrato hexanico 1,25 8,8
Extrato cloroférmico 0,93 6,6
Extrato acetato-etilico 0,23 1,6
Extrato etandlico 0,49 3,5
Extrato aquoso 0,15 1,4

Verificou-se, assim como para as folhas de serapilheira, uma maior
porcentagem de extrato hexanico, seguido pelo extrato em cloroférmio e etandlico. O
extrato em acetato de etila e aquoso foram os extratos com menor rendimento.

Para a obtencdo dos extratos das folhas apdés 60 dias em contato com as
aguas da lagoa Palmeirinha, foram utilizadas 19,149 de folhas secas e trituradas. Os

resultados encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato
aquoso extraidas das folhas E. grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa

Palmeirinha.

Massa (g) %

Folha apés 60 dias 19,14 100,0
Extrato hexanico 2,31 12,1
Extrato cloroférmico 1,10 5,8
Extrato acetato-etilico 0,09 0,5
Extrato etandlico 0,62 3,2
Extrato aquoso 0,31 2,1

Como pode ser observado na Tabela 12, a quantidade de extrato hexanico
ainda apresentou o maior rendimento comparado aos outros extratos, como ocorreu
nas extragdes anteriores (serapilheira e 30 dias), indicando que estes compostos
sao pouco soluveis em agua e, portanto, ndo sao extraidos pela mesma,
permanecendo por um tempo maior nas folhas de eucaliptos.

Novamente, o extrato cloroférmico seguido pelo extrato etandlico apresentaram
a segunda e a terceira maior porcentagem de extracdo, como observado com as
folhas da serapilheira e 30 dias apés contato com a lagoa.

A Figura 40 representa as Tabelas 10, 11 e 12 e mostra a quantidade de
extratos obtidos em porcentagem de cada solvente utilizado (hexano, cloroférmio,
acetato de etila, etandlico e 4gua) nas trés amostras utilizadas.
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Figura 40 — Variacdao na quantidade de extratos hidroalcdlicos e extrato aquoso
extraidos das folhas de Eucalyptus grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias apds

contato com as aguas da lagoa Palmeirinha, entre outubro e dezembro de 2005.

Verificou-se que ndo houve uma grande variagdo na quantidade de massa (Q)
extraida das folhas da serapilheira e 30 dias ap6s contato com a lagoa, diferindo,
entretanto, dos valores obtidos apds 60 dias, com acentuada queda nos valores
obtidos, indicando que, de alguma forma, entre 30 e 60 dias, estes compostos foram
extraidos ou arrastados pela agua da lagoa.

Isto indica que os compostos mais polares atuam na composi¢cdao quimica dos
ambientes aquaticos no inicio da decomposicdo da matéria organica, pois sao
facilmente liberados quando em contato com agua das lagoas, e em pequenas
concentracées podem servir de fonte de energia para os organismos presentes
neste ambiente, mas que em concentracoes elevadas possuem efeito toxico.

A maior quantidade de compostos pouco polares (presentes no extrato
hexanico) no periodo chuvoso, pode indicar que a planta apresenta mecanismo de
protecao para impedir que compostos solUveis sejam arrastados pelas aguas das

chuvas.
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4.1.2 — Segunda etapa de extracao de Eucalyptus grandis

Para a segunda etapa de extracdo E.grandis (periodo de seca e temperaturas
menos elevadas), as massas obtidas (g) e a porcentagem (%) dos extratos das
folhas de serapilheira, a partir da massa de folhas utilizada inicialmente (24,42 g),
estdo expressas na Tabela 13.

Tabela 13 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato

aquoso extraidos das folhas de serapilheira de E. grandis.

Massa (g) %
Folhas da serapilheira 24,42 100,0
Extrato hexanico 1,36 5,6
Extrato cloroférmico 0,99 4,0
Extrato acetato-etilico 1,22 5,0
Extrato etandlico 4,86 19,9
Extrato aquoso 0,89 3,7

Nesse caso, obteve-se maior porcentagem de extrato etandlico, seguido dos
extratos hexanico, em acetato de etila, cloroférmico e aquoso, diferindo do que
ocorreu na primeira extracao, em que houve maior porcentagem de extrato hexanico
(Tabela 10), indicando que no periodo seco ha uma maior produ¢cdo de compostos
mais polares do que no periodo chuvoso.

Na Tabela 14, encontram-se os dados da extracao das folhas apds 30 dias de
exposi¢cao na lagoa Palmeirinha. A quantidade de folhas utilizada no processo foi de
30,52g e as porcentagens de cada extrato obtido estdo expressas nesta mesma

tabela.
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Tabela 14 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato aquoso

extraidos das folhas de E. grandis , ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha.

Massa (g) %
Folha apds 30 dias 30,52 100,0
Extrato hexanico 3,67 12,0
Extrato cloroférmico 1,82 6,0
Extrato acetato-etilico 0,54 1,8
Extrato etandlico 1,14 3,7
Extrato aquoso 0,17 0,6

Verificou-se apds 30 dias de contato das folhas com a agua da lagoa, maior
porcentagem de extrato hexanico, o que néo ocorreu com as folhas da serapilheira,
seguida das porcentagens dos extratos em cloroférmio, etandlico, acetato de etila e
aquoso, indicando, novamente, que apds este periodo praticamente todos os
compostos soluveis (presentes nos extratos etandlico e aquoso) foram extraidos
pelas aguas da lagoa.

Isso demosntra que no ambiente aquatico esses compostos sdo liberados nas
etapas inlciais de decomposicao podem causar efeitos toxicos ao ambiente quando
em concentracdes elevadas.

Comparando-se os dados de extracado apds 30 dias dos dois periodos (seco e
chuvoso) para E. grandis (Tabela 11 e 14), pode-se verificar que o comportamento
foi praticamente 0 mesmo e que o extrato hexanico foi o que apresentou maior
massa, também na primeira extragéo.

A Tabela 15 mostra os dados dos extratos obtidos das folhas de E. grandis
apos 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha. A massa de folhas utilizada foi de
31,209, verificando-se nessa extracao pequenas mudangas nas porcentagens dos
extratos obtidos.
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Tabela 15 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato

aquoso extraidos das folhas de E. grandis apés 60 dias em contato com a lagoa

Palmeirinha.
Massa (g) %
Folhas ap6s 60 dias 31,20 100,0
Extrato hexanico 1,76 5,6
Extrato cloroférmico 2,09 6,7
Extrato acetato-etilico 0,33 1,1
Extrato etandlico 0,71 2,3
Extrato aquoso 0,18 0,6

Nesta extracdo, o extrato cloroférmico apresentou maior rendimento, seguido
pelo extrato hexanico, extratos etandlico, acetato de etila e por Ultimo o aquoso, com
menor rendimento, como ja verificado nas outras extracdes, em funcdo da sua
polaridade, ou seja, acaba sendo mais facilmente liberado para o ambiente aquatico
ja desde o inicio de sua exposicao a agua.

Pode-se observar que de 30 para 60 dias, ndo ocorreram grandes variacoes,
significando que apds 30 dias praticamente todos os compostos foram extraidos
pelas aguas das lagoas. A Figura 41 mostra a variagdo no rendimento dos extratos

em funcdo da permanéncia na lagoa.
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Figura 41 — Variacdo na quantidade de extratos hidroalcélicos e extrato aquoso
extraidos das folhas de Eucalyptus grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias apds

contato com as aguas da lagoa Palmeirinha entre maio e julho de 2006.

Observa-se pelo grafico, que o extrato hexanico teve maior rendimento nas
folhas apds 30 dias em contato com a lagoa. J& nas folhas da serapilheira e ap6s 60
dias, o rendimento foi igual. No caso do extrato cloroférmico, o maior rendimento foi
verificado nas folhas ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha, apesar da
pequena variacdo quando comparado com as duas outras fases, provavelmente em
funcao das condigdes climaticas.

O extrato em acetato de etila apresentou um maior rendimento nas folhas
secas e um rendimento menor nos outros casos. Ja para o extrato etandlico, a
variacao do rendimento foi grande, com porcentagem bem maior nas folhas da
serapilheira do que nas folhas ap6s 30 e 60 dias, fato também observado no caso do

extrato aquoso.

4.1.3 — Primeira etapa de extracao de Eucalytpus urophylla

Para a obtencdo dos extratos de E. urophylla foram utilizados os mesmos

procedimentos descritos anteriormente (Figura 37 — Fluxograma).
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No caso de E. urophylla, a massa de folhas de serapilheira utilizada foi de

33,20q, e as porcentagens dos extratos obtidos estao na Tabela 16.

Tabela 16 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalcoolicos e extrato
aquoso extraidos das folhas de serapilheira de E. urophylla.

Massa (g) %
Folha da Serapilheira 33,20 100,0
Extrato hexéanico 1,34 4,1
Extrato cloroférmico 0,09 0,3
Extrato acetato-etilico 0,43 1,3
Extrato etandlico 6,60 19,9

Extrato aquoso - -

Pode-se observar que E. urophylla apresentou um comportamento bem
diferente de E. grandis (Tabela 10). No caso de E. urophylla, o extrato com maior
massa foi o etandlico, seguido do hexanico, cloroférmico e acetato-etilico. Observou-
se, também, uma menor porcentagem de extrato em cloroférmio para E. urophylla
comparado a E. grandis e praticamente a mesma porcentagem de extrato em
acetato de etila.

Na Tabela 17, sdo apresentados os dados das extracdes apods 30 dias em
contato com a lagoa Ferruginha, incluindo as massas (g) e as porcentagens de
extragao.
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Tabela 17 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato aquoso

extraidos das folhas de E. urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha.

Massa (g) %

Folha apds 30 dias 14,82 100,0
Extrato hexanico 0,81 55
Extrato cloroférmico 0,90 6,1
Extrato acetato-etilico 0,27 1,8
Extrato etandlico 0,54 3,6
Extrato aquoso 0,09 0,8

Para as folhas apés 30 dias de exposicdo na lagoa Ferruginha, houve uma
diminuicdo da massa do extrato etandlico, sugerindo que os compostos presentes
neste extrato sdo bastante hidrossolluveis e foram extraidos pela agua da lagoa;
houve também um aumento na concentracdo de extrato cloroférmico, que é um
extrato apolar e, provavelmente, sua liberagcdo no ambiente aquatico ocorra em
etapas mais avancadas de decomposicao.

Apbs 60 dias em contato com as aguas da lagoa Ferruginha, foram realizadas

novamente as extracoes e os dados encontram-se na Tabela 18.
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Tabela 18 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato
aquoso extraidos das folhas de E.urophylla apés 60 dias em contato com a lagoa

Ferruginha.

Massa (g) %
Folha apés 60 dias 19,27 100,0
Extrato hexanico 1,07 5,6
Extrato cloroférmico 1,01 5,2
Extrato acetato-etilico 0,15 0,8
Extrato etandlico* - -
Extrato aquoso 0,17 1,1

Observa-se que todos os extratos, exceto o extrato etandlico ndo obtido,
tiveram rendimento pré6ximo ao que ocorreu com as folhas apdés 30 dias. Isso
provavelmente ocorre em funcdo da liberacdo de grande parte das substancias
polares nesse estagio de decomposi¢cdo, permanecendo uma porcentagem de
substancias apolares.

A Figura 42 mostra a variacdo que ocorreu em funcédo do tempo e do solvente
utilizado na preparacao dos extratos. No caso dos extratos hexanicos, as folhas
apos 30 e 60 dias apresentaram uma porcentagem ligeiramente maior desse extrato
do que as folhas da serapilheira. No caso do extrato em cloroférmio, isso também foi
observado, embora as folhas da serapilheira tenham apresentado uma porcentagem
muito menor deste tipo de extrato quando comparadas as folhas apds 30 e 60 dias
em contato com a lagoa. Ja para o extrato em acetato de etila, ndo houve grande
variagao das porcentagens das folhas da serapilheira e ap6s 30 e 60 dias.

O extrato etandlico apresentou maior porcentagem de rendimento nas folhas da
serapilheira como pode ser observado no grafico abaixo, indicando que os
constituintes mais polares sdo os mais presentes nas folhas de E. urophylla e que,

por serem mais polares, sdo os extraidos pela agua da lagoa, diferindo de E.
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grandis, onde os constituintes menos polares foram os mais abundantes. Para o

extrato aquoso, houve pequena variacao das porcentagens de rendimento.
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Figura 42 — Variagcdo na quantidade de extratos das folhas de Eucalyptus urophylla

da serapilheira,e 30 e 60 dias ap6s contato com as aguas da lagoa Ferruginha, entre

outubro e dezembro de 2005.

4.1.4 — Segunda etapa de extracao de Eucalyptus urophylla

A Tabela 19 mostra os resultados das extragbes das folhas da serapilheira
coletadas na area de entorno da lagoa no periodo de seca.

Tabela 19 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato

aquoso extraidos das folhas de serapilheira de E. urophylla.

Massa (g) %
Folhas da serapilheira 30,08 100,0
Extrato hexanico 1,65 5,5
Extrato cloroférmico 1,40 4.6
Extrato acetato-etilico 0,70 2,3
Extrato etandlico 4,13 13,7

Extrato aquoso 1,05 3,5




135

Nesse caso, 0 extrato com maior rendimento foi o etandlico, fato ja verificado
na extracdo realizada na primeira etapa do trabalho. O extrato hexanico foi o
segundo em rendimento, seguido do extrato cloroférmico, extrato aquoso e por
ultimo do acetato de etila.

J& para as folhas ap6s 30 dias, o rendimento dos extratos foi diferente do que
se observou para as folhas da serapilheira, como mostra a Tabela 20.

Tabela 20 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalcoolicos e extrato

aquoso extraidos das folhas de E. urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa

Ferruginha.

Massa (g) %

Folhas da serapilheira 31,43 100
Extrato hexanico 0,27 0,8*

Extrato cloroférmico 1,83 5,8

Extrato acetato-etilico 0,49 1,6

Extrato etandlico 0,97 3,1

Extrato aquoso 0,19 0,6

* perda de material

Com as folhas apdés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha,
desconsiderando o extrato hexanico, em que houve perda de material, 0 extrato com
maior rendimento foi o cloroférmico, semelhante ao que ocorreu na primeira
extracdo. O segundo extrato com maior rendimento foi o etandlico, com 3,1% do
valor total, seguido do acetato de etila e aquoso. Mais uma vez, verificou-se que a
agua da lagoa foi capaz de extrair os compostos mais polares das folhas.

Quanto as folhas ap6s 60 dias em contato com a lagoa, os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 21.
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Tabela 21 — Massa (g) e porcentagem (%) dos extratos hidroalc6olicos e extrato

aquoso extraidos das folhas de E. urophylla apés 60 dias em contato com a lagoa

Ferruginha.
Massa (g) %
Folhas da serapilheira 30,31 100,0
Extrato hexanico 1,46 4.8
Extrato cloroférmico 1,57 5,2
Extrato acetato-etilico 0,28 0,9
Extrato etandlico 0,72 2,4
Extrato aquoso 0,21 0,7

Nesse caso, a extragdo em cloroférmio foi a de maior rendimento, seguido dos
extratos hexanico, etandlico, acetato de etila e o extrato aquoso. Verificou-se que o
comportamento, neste caso, foi similar ao obtido na primeira extracdo, ndao havendo

alteracdes em funcao dos periodos.
A Figura 43 mostra a variacao do rendimento dos extratos em funcdo da

amostra e permanéncia na lagoa.
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Figura 43 — Variacdo na quantidade de extratos das folhas de Eucalyptus urophylla
da serapilheira, e 30 e 60 dias ap0s contato com as aguas da lagoa Ferruginha,
entre maio e julho de 2006.

A Figura 45 mostra os rendimentos dos extratos, nas diferentes condi¢gbes de
extragdo. Para o extrato hexanico, os rendimentos foram praticamente os mesmos,
embora ndo tenha sido considerado o rendimento das folhas apds 60 dias, pois
houve perda de material. No caso do extrato em cloroférmio, a variagdo do
rendimento foi bem pequena como pode-se observar pela Figura 43. Na extragdo em
acetato de etila, as folhas da serapilheira apresentaram maior rendimento seguido
pelas folhas ap6s 30 e 60 dias, verificando-se uma diminuicdo ao longo do periodo
de exposicdo na lagoa. Para o extrato etandlico, houve grande variagcdo no
rendimento, sendo observado um maior rendimento nas folhas da serapilheira. O
mesmo ocorreu com o extrato aquoso, evidenciando que os compostos mais polares

foram extraidos pela agua, na lagoa Ferruginha.

4.2 — Testes Quimicos

As Tabelas 22 e 23 apresentam os resultados obtidos para os testes quimicos
realizados para as duas espécies de eucaliptos estudadas. Os extratos submetidos
aos testes quimicos foram aqueles obtidos na primeira etapa de extragao (periodo

chuvoso).
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Tabela 22 — Classes metabdlicas identificadas nos extratos das folhas de Eucalyptus urophylla da serapilheira,e 30 e 60 dias apos
contato com a lagoa Ferruginha.

ESTEROIDES
AMOSTRAS SAPONINAS /TRITERPENOS FLAVONOIDES TANINOS FENOIS

Hexano — Folhas serapilheira + +
Cloroférmio - Folhas serapilheira + +

Acetato de etila — Folhas serapilheira + + +

Etandlico - Folhas serapilheira + +
Hexano -FS* 12 decomposigdo + +
Cloroférmio - FS* 12 decomposicao + +

Acetato de etila — FS* 1 decomposicdo + +
Etandlico — FS* 1# decomposicédo + +

Aquoso - FS* 1* decomposicao + +
Hexano - FS* 2% decomposigdo + +

Cloroférmio - FS* 2% decomposicdo + + +
Acetato de etila — FS* 2% decomposicdo + + +

Aquoso - FS* 2% decomposicédo +

*Folhas Secas
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Tabela 23 — Classes metabdlicas identificadas nos extratos das folhas de Eucalyptus grandis da serapilheira, 30 e 60 dias de apds
contato com a lagoa Palmeirinha.

ESTEROIDES
AMOSTRAS SAPONINAS /TRITERPENOS FLAVONOIDES TANINOS FENOIS
Hexanico — Folhas serapilheira + + +
Cloroférmio — Folhas serapilheira + + +
Acetato de etila — Folhas serapilheira + + + +
Etandlico — Folhas serapilheira + +
Hexéanico — FS* 1% decomposicao + + + +
Cloroférmio — FS* 12decomposicéo + + + +
Acetato de etila — FS* 12 decomposigao + + +
Etandlico — FS* 1% decomposicédo + + + +
Aquoso — FS* 12 decomposicédo +
Hexéanico — FS* 2% decomposicao + + +
Cloroférmio — FS* 2% decomposicao + + + +
Acetato de etila — FS* 2* decomposicédo + + + +
Etandlico — FS* 2% decomposicéo + + + +

Aquoso — FS* 2% decomposicdo

* Folhas secas.
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Extratos vegetais sdao misturas bastante complexas e que podem apresentar
varias classes de compostos (FARMER, 1967). Dentre as classes de compostos
organicos podemos citar saponinas; flavonoides; taninos; fendis, esterdides e
triterpenos entre outras. Os compostos sado extraidos de acordo com a utilizacado de
solventes especificos.

Todas as classes de compostos analisadas foram detectadas nos extratos das
espécies estudadas.

Para E. urophylla, verificou-se presenca de saponina apenas no extrato aquoso
das folhas apds 60 dias de exposi¢do a agua. Ja os esterbides e triterpenos foram
amplamente detectados em quase todos os exiratos analisados. Flavonoides,
taninos e fendis, que sdo compostos mais polares, foram detectados principalmente
nos extratos mais polares.

No caso de E. grandis, verificou-se presenca de saponinas, esteroides e
triterpenos em praticamente todos os extratos analisados. Os taninos também
foram compostos freqlentes nos extratos.

Segundo Browilng (1963), Lewin e Golidsein, (1991), os materiais solUveis em
solventes orgéanicos incluem os acidos graxos e resinosos e seus ésteres,
substancias nao saponicaveis, pigmentos, esterdides e triterpenos etc. Ja a fragéao
soluvel em agua inclui os sais inorganicos, acgucares, fragcdes de polissacarideos, do
amido e substancias pécticas, mucilagens, taninos hidrolizaveis e alguns pigmentos.

Taninos sao polifendis de peso molecular variado, sollveis em agua e tém a
propriedade de precipitar proteinas. Os polifenois simples (flavondides) de baixo
peso molecular ndo possuem estas propriedades (FARMER, 1967). Em termos
quimicos, os taninos sdo classificados em taninos hidrossoluveis, que sdo uma
mistura de &cido galico, pirogdlico e ésteres de agucares, glicose com &cidos galico
e digalico (CONNER; RONE, 1975).

De acordo com Zucker (1993), os taninos hidrolizaveis seriam os responsaveis
pela defesa das plantas contra os herbivoros e os taninos condensaveis podem
assegurar a defesa contra microorganismos patogénicos. Os taninos ocorrem
amplamente nos vegetais, porém, sua extracdo comercial é feita através da casca
e/ou do cerne da madeira, locais onde sdo encontrados em maiores teores e

também onde costumeiramente ocorrem os maiores problemas com injarias e
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ataques de agentes xil6fagos da madeira. De acordo com Farmer (1967), os
taninos possuem propriedade germicida muito forte e sdo responsaveis pela
durabilidade natural de algumas madeiras. Segundo Aquegil et al., apud Granja
(1986), os taninos tém fungado fungicida e bactericida em qualquer solucdo que
possua seus componentes, desempenhando papel moderador nas oxidagdes das
substancias antiorganicas e antifermentativas.

Sabe-se que o tanino € uma substdncia amplamente distribuida entre as
plantas. Em algumas espécies alcangam uma concentracdo superior a 40% na
casca, sendo ai o local de maior concentracao deste produto, o que permite a sua
exploracdo comercial (PASTORE JUNIOR, 1977). Algumas espécies do género
Eucalyptus também podem conter quantidade razoavel deste produto em sua casca.

4.3 — Espectros no Infravermelho

Foram obtidos espectros no infravermelho de todos os extratos preparados
para as duas espécies nas duas etapas de extracdo. Entretanto, como os espectros
mostraram-se bastante semelhantes serdo apresentados apenas os obtidos para
folhas apds 30 dias de exposicdo nas lagoas para as duas espécies, durante a
primeira etapa de extragdo entre outubro e dezembro de 2005.

As Figuras de 1 a 5 (Anexo XIV) mostram os espectros obtidos para os extratos
de E. grandis e as Figuras de 6 a 10 (Anexo XIV) mostram os espectros obtidos para
os extratos de E. urophylla.

A Tabela 24 mostra as principais bandas obtidas para os espectros dos

extratos.
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Tabela 24 — Algumas absorcbes observadas nos espectros dos extratos de

Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla.

Comprimento de onda Grupo funcional Possiveis classes de
(cm™) compostos
3000-3600 OH Alcool, fenol

Compostos insaturados
1550-1700 C=C podendo ser aromatico,

ésteres graxos,

1380-1500 CCH Carboidrato, esterdide
1250 CO de estéres Carboidrato, alcoois,
flavonodides
1000-1100 C-O de alcool Alcool, fenol, flavondides

Para as duas espécies de Eucalyptus estudadas, verificou-se que os espectros
no infravermelho dos extratos, obtidos com 0 mesmo solvente, mostraram-se muito
parecidos.

Os espectros dos extratos hexanicos e cloroférmicos mostraram bandas de
absorcdo comuns a varias classes de compostos alifaticos, tais como ésteres
graxos, alcoois de cadeia longa, esterdides, entre outros. J& os espectros dos
extratos em acetato de etila e etanol mostraram bandas de absorcao caracteristicas
de acidos graxos e compostos aromaticos fendlicos. Os extratos aquosos
mostraram-se constituidos principalmente de agucares (carboidratos).
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Nos extratos menos polares (hexano e cloroférmio) predominaram compostos
triterpénicos e esteroidais, enquanto nos extratos mais polares (acetato e etanol)
predominaram compostos fendélicos (que incluem os flavonédides e taninos).

Com base nos dados obtidos nos itens 4.1 a 4.3, considerando que E. grandis
apresentou maior rendimento de extrato hexanico (menos polar) dentre os extratos
obtidos nas duas etapas de extragdo, provavelmente essa espécie apresente
predominancia de compostos triterpénicos e esteroidais, enquanto que E. urophylla
que apresentou maior rendimento de extrato etandlico, nas duas etapas de extracéo,

apresente predominancia de compostos fendlicos.

4.4 — Resultados dos testes de toxicidade

4.4.1 — Extrato hexanico

Os extratos hexanicos de E. grandis obtidos na primeira e na segunda etapa de
extragao das folhas da serapilheira, causaram mortalidade a C. xanthus em todas as
concentragdes nos testes preliminares, as quais variaram entre 0,01 e 0,049/ 5g.

Novos testes foram realizados com os extratos hexanicos (concentragdes
menores — 0,01, 0,0025 e 0,005g/ 5g) e os valores de CL50 foram de 0,0048 e
0,0046¢/ 5g na primeira e na segunda etapa de extracdo, respectivamente, valores
estes muito préximos. Para os extratos apdés 30 dias em contato com a lagoa
Palmeirinha a CL50 observada foi de 0,0059g/ 5g para as duas etapas de extragao,
e novamente ndo foram observadas diferencas entre os efeitos dos extratos nas
duas etapas.

Apos 60 dias em contato com a lagoa, os extratos hexanicos das duas etapas
de extragdo ndo apresentaram efeitos tdxicos aos organismos testados.
Provavelmente apds 60 dias em contato com a lagoa, as substéncias toxicas tenham

sido liberadas na agua (Figura 44).
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Figura 44 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato hexanico
das folhas de E. grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias apdés mantidas na Lagoa
Palmeirinha, utilizando Chironomus xanthus: (a) e (b) correspondem a primeira e

segunda etapas de extracao.

Ja no caso dos testes realizados com extrato hexanico extraido das folhas de
serapilheira de E. urophylla nos dois periodos (chuvoso e seco), nas mesmas
concentragcées dos testes preliminares de E. grandis (0,01, 0,02 e 0,04g/ 59),
mostraram valores de CL50 0,0259g/ 5g na primeira extracdo e de 0,0308g/ 5¢g, na
segunda extragdo, tendo sido verificado um menor efeito de toxicidade na segunda
extracao (Figura 45).
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Um segundo teste montado com o extrato hexanico da segunda etapa de
extracao das folhas de serapilheira de E. urophylla apresentou CL50 de 0,0268¢g/
5g, mostrando ligeira diferenca comparado ao primeiro teste. Para o extrato das
folhas ap6s 30 dias da primeira e da segunda extracdo, ndo verificou-se efeito
toxico, e apos 60 dias, o extrato hexanico ndo apresentou mais efeito de toxicidade
em nenhuma das duas etapas de extracao.
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Figura 45 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato hexanico
das folhas de E. urophylla da serapilheira, e 30 e 60 dias apdés mantidas na Lagoa
Ferruginha, utilizando Chironomus xanthus: (a) e (b) correspondem a primeira e
segunda etapas de extracao.
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Pesquisas realizadas com extratos hexanicos tém evidenciado sua acao
fungicida, demonstrando seu potencial para controle de microrganismos.

Um estudo realizado com extrato hexanico do falso Pau-Brasil (Caesalpinia
spinosa) avaliou o efeito téxico deste extrato no crescimento micelial de Fusarium
solani e Phoma tarda. Os resultados mostraram o efeito inibitério (alelopatia) do
extrato em porcentagens variaveis de 3,95% a 32,20% para P. tarda e de 7,29% a
33,83% para F. solani, com doses crescentes do extrato (FERREIRA, 2005).

De acordo com Carvalho et al. (1996), estudos sobre substancias alelopaticas e
a identificacdo das plantas que possuem principios ativos capazes de causar algum
efeito alelopatico, € assunto de grande importancia para a determinagao de préticas
culturais e de manejos mais adequados que evitem a interferéncia destas
substancias no crescimento de outras (GATTI et al.,, 2004) e na comunidade
presente em ambientes terrestres e aquaticos.

Compostos quimicos que muitas vezes apresentam efeito alelopatico também
podem ter efeitos genotdxicos e mutagénicos (NUNES e ARAUJO, 2003).

Provavelmente o efeito de extratos hexanicos em ambiente aquaticos seja
pequeno pois, substancias apolares nao possuem capacidade de se dissolver em
agua dificultando a sua liberagcdo nesse ambiente, mas, quando dissolvidos, esses
compostos podem causar uma diminuicdo na quantidade de organismos presentes
em ambientes aquaticos pois possuem caracteristicas fungicidas e bactericidas,

dentre outras.

4.4.2— Extrato em cloroformio

Os extratos cloroférmicos da serapilheira de E. grandis da primeira etapa de
extracao apresentaram CL50 0,0173 g/ 5g, enquanto na segunda extracao nao foi
observado mortalidade em nenhuma das concentragdes testadas.

Os extratos obtidos das folhas ap6s 30 dias e 60 dias em contato com a lagoa
Palmeirinha, ndo causaram mortalidade em nenhuma das concentragdes, tanto na
primeira quanto na segunda etapa de extragdo. Apenas na maior concentragao
(0,049) do extrato obtido apds 60 dias (primeira etapa), foi observada uma morte em

5 organismos.
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Os extratos obtidos das folhas de E. urophylla da serapilheira e apés 60 dias
em contato com a lagoa na primeira extragao, causaram mortalidade de apenas um
organismo na maior concentracao (0,03g/ 5g). Nas demais concentracées nao foram
verificadas mortalidades. Para os extratos obtidos das folhas apds 30 dias, nao foi
observada mortalidade em nenhuma das concentragdes, na primeira etapa da
extracdo. Na segunda etapa, a CL50 foi de 0,020g/ 5g. O que pode ser observado é
que o extrato cloroférmico possui um menor efeito de toxicidade que o extrato

hexanico.

4.4.3 — Extrato em acetato de etila

Para os extratos de acetato de etila das folhas de serapilheira de E. grandis
foram observados os seguintes valores: CL50 de 0,0122g/ 5g (primeira etapa de
extracao) e auséncia de toxicidade aguda na segunda etapa de extracao. Ja ap6s 30
dias em contato com a lagoa, verificou-se CL50 de 0,0097g/ 5g (primeira extra¢ao) .

Para o extrato das folhas apés 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha,
nao foi observado efeito de toxicidade na primeira etapa de extragdo, enquanto na
segunda etapa de extracao verificou-se CL50 de 0,0173g/ 5g (Figura 46).
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Figura 46 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato em

acetato de etila das folhas de E. grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias apos
mantidas na Lagoa Palmeirinha, utilizando Chironomus xanthus: (a) e (b)

correspondem a primeira e segunda etapas de extracao.

Os extratos em acetato de etila extraidos das folhas da serapilheira de
Eucalyptus urophylla apresentaram CL50 de 0,0162g/ 5g (primeira etapa) e de
0,0084¢/ 59 (segunda etapa), (Figura 47).

Para os extratos com as folhas apdés 30 dias em contato com a lagoa foi
observado efeito de toxicidade, cuja CL50 foi de 0,0122g/ 5g no extrato da primeira
etapa, na segunda etapa nao foi observado efeito de toxicidade. Ap6s 60 dias em

contato com a agua da lagoa, o efeito permaneceu 0 mesmo observado nos extratos
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de folhas de Eucalyptus urophylla apés 30 dias, ou seja, a CE50 encontrada foi de
0,0122¢g/ 5¢g para a primeira etapa.
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Figura 47 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato em

acetato de etila das folhas de E. urophylla da serapilheira, e 30 e 60 dias apos
mantidas na Lagoa Ferruginha, utilizando Chironomus xanthus: (a) e (b)

correspondem a primeira e segunda etapas de extragao.

Estudo realizado com os extratos etandlico, acetato de etila e metanol de
Bromeliacea (Ananas erectifolius) ainda pouco conhecida, forneceu informacdes
sobre a espécie e possibilitou a investigacdo de seus constituintes quimicos e sua
atividade antimicrobiana, constatando-se que a atividade antimicrobiana esta

presente na fragcdo hexanica. Quanto a composi¢cdo quimica dos extratos, pode-se



150

detectar a presenca de acucares redutores, carotendides, esteréides e
triterpendides, fendis e taninos (SOUZA, 2004).

Um dos principais constituintes dos extratos com maior polaridade sao os
compostos fendlicos, os quais, mesmo em concentragdes inferiores a 1 ppm, afetam
0 gosto e o odor de aguas potaveis e peixes. Muitos destes compostos possuem
efeitos toxicos em animais e plantas, pois faciimente penetram pela pele e
membranas celulares, determinando um amplo espectro de genotoxicidade,
mutagenicidade e efeitos hepato-tdxicos, além de afetarem as velocidades das
reagbes biocatalisadas nos processos de respiragdo e fotossintese (ORTEGA,
1994).

Assim, fendis e especialmente seus derivados clorados, nitrados e alquilados
tém sido definidos como poluentes perigosos devido a sua alta toxicidade e
persisténcia no ambiente, e estdo presentes na lista de substancias perigosas e
poluentes prioritarios da Comunidade Européia (VINCENT, 1991).Dai a necessidade
de se avaliar as concentracbes maximas permitidas para compostos fendlicos
segundo o CONAMA 357.

4.4.4 — Extrato etanolico

Por apresentarem maior polaridade, os extratos etandlicos foram testados com
os cladoceros Daphnia similis e Daphnia laevis. O efeito observado no extrato das
folhas de serapilheira de E. grandis no teste preliminar foi de imobilidade em todas
as concentragdes (entre 75 e 150 pL.100mL™"). No teste definitivo, utilizando D.
similis, a CE50 foi de 82,23 pL.100mL™" para o extrato da primeira etapa de extragao
e de 82,96 pL.100mL™ para o da segunda etapa, as quais mostraram-se muito
préximas. Para D. laevis, verificou-se CE50 de 75,51 puL.100mL™ na primeira etapa
de extracdo e de 79,35 uL.100mL™" na segunda etapa (Figura 48). D. laevis se
mostrou mais sensivel que D. similis.

Nos testes com extratos das folhas de E. grandis apds 30 dias em contato com
a lagoa (Figura 48), verificou-se, para D. similis, CE50 de 113,88 pL.100mL" nas
duas extragdes. Para D. laevis verificou-se CE50 138,48 pL.100mL", nas duas

extragdes, mostrando menor efeito toxico comparado a D. similis.



151

Ja para os extratos das folhas de E. grandis apés 60 dias em contato com a
lagoa, para a segunda etapa de extracao (a primeira etapa foi perdida), verificou-se
CE50 de 160,33 pL.100mL" para D. similis e de 169,56 pL.100mL™" para D. laevis,

tendo também sido observado um menor efeito téxico a D. laevis.
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Figura 48 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato etandlico
das folhas de E. grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias apdés mantidas na Lagoa
Palmeirinha, utilizando Daphnia similis e Daphnia laevis: (a) e (b) correspondem a
primeira e segunda etapas de extracao.

Para E. urophylla, verificou-se efeito de toxicidade nos testes preliminares dos
extratos das folhas de serapilheira, e apds 30 e 60 dias em contato com a lagoa em
todas as concentragdes das duas etapas de extragdo (entre 50 e 200pL.100mL™").
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Nos testes definitivos, verificou-se CE50 de 40,85 pL.100mL™" na primeira e
segunda etapa de extragdo para D. similis e de 52,97 pL.100mL™" e 56,12 uL.100mL’
' na primeira e segunda etapa de extracdo, respectivamente, para D. laevis, tendo
novamente sido observado um menor efeito toxico a D. laevis (Figura 49).

Apds 30 dias, verificou-se CE50 de 95,25 pL.100mL™" para a primeira etapa de

extracdo e de 99,09 pL.100mL™" para a segunda etapa utilizando D. similis. J4 para
D. laevis, os valores de CE50 para a primeira e a segunda etapa de extracdes foi de
101,47 pL.100mL™" e 120,91 pL.100mL", respectivamente, verificando-se que o
extrato etandlico da primeira extragdo apresentou maior efeito téxico comparado a
segunda extragao.
Quanto as folhas mantidas por 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha, apenas
o extrato da segunda etapa de extragdo pode ser testado. Os valores de CE50
corresponderam a 116,75 uL.100mL™" para D. similis e 118,45 uL.100mL" para D.
laevis, como mostra a Figura 49.
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Figura 49 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato etandlico
das folhas de E. urphylla da serapilheira, e 30 e 60 dias apés mantidas na Lagoa
Ferruginha, utilizando Daphnia similis e Daphnia laevis: (a) e (b) correspondem a
primeira e segunda etapas de extragao.

Um estudo realizado por Zanon (2005), avaliou a atividade larvicida do extrato
etandlico da casca do caule de Magonia pubescens St. Hil., sobre  Culex
quinquefasciatus, na busca de novas alternativas para o controle do vetor mais
importante da Wuchereria bancrofti. O extrato demonstrou atividade larvicida para
todos as fases de desenvolvimento de C. quinquefasciatus. Os valores de CL50
encontrados para larvas de 1°, 2°, 3° e 4° instares foram de 20, 30, 40 e 60 mg/ 100
ml, respectivamente.
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Como observado no estudo realizado por Zanon (op.cit) o extrato etandlico
apresenta atividade larvicida e provavelmente atividades bactericidas, fungicidas
entre outras que quando em contato com o ambiente, tanto aquatico como terrestre,
podem causar imobilidade ou mortalidade de organismos, diminuindo a riqueza e

abundancia desses organismos, alterando os processos bioldgicos.

4.4.5 — Extrato aquoso

Nos testes realizados com o extrato aquoso das folhas de serapilheira de E.
grandis (apenas da segunda etapa de extracao), verificou-se CE50 de 465,12
uL.100mL™" para D. similis e de 731,40 uL.100mL™" para D. /aevis, ou seja, um menor
efeito toxico do que o observado para D. similis (Figura 50).

Apos 30 dias, o efeito de toxicidade foi menor do que o observado para os extratos
com as folhas da serapilheira. Para D. similis, a CE50 foi de 639,47 pL.100mL" na
primeira e segunda etapa de extracdes enquanto para D. laevis ficou acima de 800
uL.100mL™. Em novo teste realizado, verificou-se CE50 de 913,41 pL.100mL".

Para os extratos apds 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha, nao foi
observado efeito de toxicidade em nenhuma das concentragbes (entre 0,005 a 0,03g/
59) com nenhum dos dois organismos-teste. Novos testes preliminares, indicaram
CE50 acima de 3000 pL.100mL™ tanto para D. similis quanto para D. laevis. Nos testes
definitivos, verificou-se CE50 de 6674,20 uL.100mL™" para D. similis, tanto na primeira
quanto na segunda extracdo e de 7071,06 pL.100mL" para D.laevis, na primeira e
segunda extracao (Figura 50).

Verificou-se que 0s extratos aquosos tiveram seu efeito tdxico diminuido em
funcdo da permanéncia nas lagoas, indicando que as substancias presentes nos

mesmos foram facilmente liberadas quando em contato com a 4gua das lagoas.
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Figura 50 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato aquoso
das folhas de E. grandis da serapilheira, e 30 e 60 dias apdés mantidas na Lagoa
Palmeirinha, utilizando Daphnia similis e Daphnia laevis: (a) e (b) correspondem a
primeira e segunda etapas de extracao.

Quanto a E. urophylla, verificou-se CE50 de 387,30 pL.100mL" a partir das folhas da
serapilheira para D. similis na primeira extragdo e de 432,27 pL.100mL™" na segunda
extragdo. Ja para D. laevis, verificou-se CE50 de 670,82 pL/ 100mL para a primeira
etapa de extracdo e de 720,78 uL.100mL™, na segunda etapa (Figura 51). Em ambos
0S casos, verificaram-se maior efeito toxico na primeira etapa de extragoes.

Apos 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha, os testes com extratos aquosos
mostraram CE50 de 578,24 pL.100mL" e 540,74 pL.100mL™" na primeira e segunda
extracdo, respectivamente, para D. similis, e de 649,70 pL.100mL™" , para D. laevis,

tanto na primeira como na segunda extracao.
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Para os extratos apés 60 dias, verificou-se para D. similis, CE50 de 5612,31
uL.100mL™" e 5853,10 pL.100mL" para a primeira e a segunda etapas de extragdo
respectivamente, e de 6674,19 pL.100mL™" e 6404,43 uL.100mL™", para D. laevis, para a
primeira e segunda etapas respectivamente (Figura 51). Verificou-se ainda que com o
passar do tempo, o efeito toxico do extrato aquoso foi diminuindo.
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Figura 51 — Valores de CL50 (g/ 5g) para os testes realizados com extrato aquoso
das folhas de E. urophylla da serapilheira, e 30 e 60 dias apdés mantidas na Lagoa
Ferruginha, utilizando Daphnia similis e Daphnia laevis: (a) e (b) correspondem a
primeira e segunda etapas de extragao.

Alguns extratos aquosos tém apresentado efeito alelopatico sobre varias
plantas, tais como alface, arroz e plantas daninhas como desmddio (Desmodium

adscendens), guanxuma (Sida rhombifolia) e assa-peixe (Vernonia polyanthes),
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inibindo a germinacédo e afetando o crescimento radicular das plantas (KUO et al.,
1982; SOUZA FILHO et al., 1997). Entretanto, a maioria das pesquisas sobre
alelopatia, refere-se apenas ao efeito do aleloquimico sobre a germinacdo e o
crescimento da planta-teste, ndo considerando os eventos celulares relacionados as
mudangas fisiologicas no sistema da planta. (PRASAD e SUBHASHINI, 1994).

4.4.6 — Validade dos testes

Os resultados de todos os ensaios mantiveram-se dentro do percentual
adotado para imobilidade ou mortalidade, inferior ou igual a 10% para os organismos
do controle. Nos ensaios de toxicidade realizados, verificou-se 100% de

sobrevivéncia dos organismos.
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5 — CONCLUSOES

1.

E. grandis apresentou maior rendimento de extrato hexanico dentre os
extratos obtidos nas duas etapas de extragdo, enquanto E. urophylla
apresentou maior rendimento de extrato etandlico, nas duas etapas de
extragao;

As classes de compostos identificados nos testes quimicos dos extratos de E.
urophylla foram saponina (folhas 60 dias) e os esterdides e triterpenos na
maioria dos extratos analisados. Flavondides, taninos e fendis foram
detectados principalmente nos extratos mais polares, e provavelmente esses
compostos sdo mais toxicos aos organismos aquaticos;

Para E. grandis, os compostos identificados foram: saponinas, esterdides e
triterpenos, em praticamente todos os extratos analisados, além de taninos
que sao polifendis com propriedade germicida muito forte;

Os extratos aquosos apresentaram menor efeito de toxicidade aguda dentre
os extratos considerados, e sua toxicidade diminuiu em fungédo do tempo de
exposicao das folhas de eucaliptos nas lagoas, para ambas as espécies;

Nos extratos menos polares (hexanico e cloroférmico) predominaram
compostos triterpénicos e esteroidais, enquanto nos extratos mais polares
(acetato de etila, etandlico e aquoso) predominaram os compostos fendlicos
que incluem os flavonoides e taninos;

O extrato hexanico apresentou maior efeito de toxicidade aguda quando
comparado com outros extratos apolares como o extrato cloroférmico e de
acetato de etila;

Os extratos etandlico e aquoso apresentaram menor efeito toxico a D. laevis,

indicando menor sensibilidade desta espécie comparada a D.similis.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, verificou-se que os compostos naturais de Eucalyptus
grandis e Eucalyptus urophylla testados, incluindo agua de decomposi¢do, 6leos
essenciais e extratos de diferentes polaridades, apresentaram efeito toxico aos
organismos-teste (clad6ceros e bentonicos) mesmo em pequenas concentragoes,
provavelmente em funcao das substancias presentes nesses compostos naturais, a
exemplo do fenol.

Embora este estudo tenha sido realizado em laboratério, possivelmente esses
efeitos sejam observados in situ. Os baixos teores de nutrientes encontrados nas
duas lagoas estudadas, Palmeirinha e Ferruginha, caracterizando-as como
ambientes oligotroficos, podem, em parte, estar relacionados a baixa taxa de
decomposi¢do (mineralizagéo) da matéria organica, uma vez que durante o processo
de decomposicao, as folhas de Eucalyptus spp liberam substancias que inibem ou
dificultam a acdo de organismos responsaveis pela decomposicao, levando a uma
maior interacao de organismos detritivoros com substancias toxicas.

No Brasi, o CONAMA estabelece em até 0,003 mg L' CgHsOH, como
concentragdo maxima de fendis totais permitidos em aguas de classe | e Il (dgua doce),
para que ndo haja um efeito sobre a biota aquatica. Porém, observou-se neste estudo,
que em concentragdes bem menores (uL), particularmente os extratos mais polares
com maior presenga de compostos fendlicos, apresentaram efeito toxico a todos os
organismos-teste utilizados em laboratério (D. similis, D. laevis, C. silvestri e C.
xanthus).

A quantidade de 3g de folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla em
bequeres de 500 mL, ou seja 0,006 g.mL" apresentou efeito téxico principalmente no
periodo de 15 dias de decomposicao. Ja no caso dos 6leos essenciais, a porcentagem
extraida das folhas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla nas duas etapas de
extracao ficou entre 0,22 e 0,68% do total de folhas utilizadas na extragéo (entre 48,37
e 301,40 gramas). No caso dos extratos, as porcentagens extraidas foram maiores
variando de 0,3 a 19,9% do total de folhas utilizadas na extragao (entre 14,15 e 33,20
gramas, dependendo da polaridade dos extratos e do periodo de extragdo, mas na
maioria dos casos foi observado efeito toxico aos organismos-teste, particularmente
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nos extratos menos polares. Levando-se em conta que uma folha pesa em média entre
0,2 e 04 g e representa aproximadamente 0,0038 m? se extrapoladas as
concentragbes utilizadas, massas utilizadas e efeitos observados nos diferentes
experimentos, constatar-se-4 que sao condizentes com condicdes encontradas no
campo.

Assim, é importante 0 monitoramento de ambientes aquaticos circundados por
plantios de Eucalyptus spp, através de parametros fisicos, quimicos, microbiolégicos
e biologicos, possibilitando avaliar os impactos causados por esse tipo de
monocultura, e subsidiar medidas mitigadoras.

Neste contexto, incluem-se a manutencdo de distancia minima para areas de
plantio localizadas ao redor de ambientes aquaticos, tendo como base para
avaliacdo o recuo estabelecido pela legislagdo vigente, além da utilizacdo de
barreiras contendo espécies nativas para evitar ou diminuir a entrada de folhas de

serapilheira de Eucalyptus em ambientes aquaticos.
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ANEXO |

Tabela 1 — Solucgdes para o preparo do meio de cultura.

Solucao Reagente Qua::;dade Preparo
Dissolver e diluir a 100 mL com agua
1 Ca(NO3)2.4H,0 4 000 processada
Dissolver e diluir a 100 mL com agua
2 KNO3 10 000 processada
Dissolver e diluir a 100 mL com agua
3 MgSO,4.7H.0O 3 000 processada
4 KoHPO, 4 000 Dissolver e diluir a 100 mL com agua
processada
CUSO4.5H20 30
(NH4)6M07024.4
H.,0 60
5 ZnS04.7H0O 60 Dissolver e diluir a 1 000 mL com
CoCl,.6H.0O 60 agua processada
Mn(N03)2.4H20 60
CeHs02.H-0 60
HsBO3 60
CeflsFe07.5H,0 1625 I pissolver e diluir a 1 000 mL com
6 FeCls;.6H-0O 6 250 4gua processada
FeS0,.7H.0 6 250
v NaHCOs 15 000 I;)lssolver e diluir a 1 000 mL com
agua processada

Tabela 2 — Volume das solugdes para o preparo de 1 L do meio de cultura.

Solucao

Volume (mL)

1 2
1,0 1,0

3 4 5 6 7
10 10 05 05 10
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ANEXO Il - FOLHAS DE DECOMPOSICAQ

Tabela 1 — Par&metros fisicos e quimicos (iniciais — 18/11/2006) da primeira agua de
decomposicdo (4 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com cladéceros e macroinvertebrados bentonicos.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)
Controle 6,81 160,00 6,29 28,80
EG 100% 5,88 295,00 1,87 66,70
EG 50% 6,41 191,30 5,07 49,60
EG 25% 6,65 169,50 5,92 61,60
EU 100% 6,93 202,00 2,62 45,18
EU 50% 7,03 173,00 4,71 44,21
EU 25% 7,09 166,00 5,42 53,41

*Oxigénio dissolvido

Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais — 21/11/2006) da segunda agua de
decomposicdo (7 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com cladéceros e macroinvertebrados bentonicos.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCos)
Controle 7,76 276,0 5,76 32,82
EG100% 6,26 266,0 3,40 56,25
EG50% 6,85 196,5 4,24 37,52
EG25% 7,02 177,0 4,94 45,28
EU100% 163,7 163,7 2,77 53,26
EU50% 157,8 157,8 4,15 48,25
EU25% 173,2 173,2 4,84 37,95

*Oxigénio dissolvido

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais — 29/11/2006) da terceira agua de
decomposicéo (15 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com cladéceros e macroinvertebrados bentonicos.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCos)
Controle 7,65 276,0 6,35 32,82
EG100% 6,26 266,0 3,40 56,25
EG50% 6,40 196,5 4,34 37,52
EG25% 7,02 178,2 5,07 44,32
EU100% 163,7 163,7 3,15 53,26
EU50% 157,8 159,3 4,15 47,65

EU25% 173,2 173,2 4,84 37,95
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Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais — 18/01/2007) da quarta agua de
decomposicdo (34 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de
toxicidade com cladéceros e macroinvertebrados benténicos.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCo;)
Controle 6,85 166,00 6,32 32,82
EG 100% 7,12 190,00 4,43 35,60
EG 50% 7,07 182,00 5,53 37,52
EG 25% 7,06 172,00 6,20 35,60
EU 100% 7,52 202,00 4,13 37,80
EU 50% 7,32 186,00 6,16 36,90
EU 25% 7,22 181,00 6,17 36,75

*Oxigénio dissolvido

Tabela 5 — Parametros fisicos e quimicos (final — 20/11/2006) da primeira agua de
decomposicdo (4 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com cladoéceros.

Amostra pH Condutividade oD* Dureza
(uS ecm™) (mgL") (mg.L" CaCos)
Controle 8,04 182,00 6,27 36,00
EG100% 7,49 282,00 4,25 53,40
EG50% 7,79 257,00 5,49 47,50
EG25% 7,84 246,00 6,16 49,29
EU100% 7,87 285,00 5,44 45,18
EU50% 8,00 208,00 5,85 44,21
EU25% 7,83 191,30 6,09 53,41

Tabela 6 — Parametros fisicos e quimicos (finais — 23/11/2006) da segunda agua de
decomposicdo (7 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de
toxicidade com cladéceros.

Amostra pH Condutividade oD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCoy)
Controle 7,25 173,0 6,2 41,08
EG100% 7,33 200,0 4,05 41,08
EG50% 7,43 155,3 5,20 40,80
EG25% 7,52 113,0 5,80 36,50
EU100% 7,84 194,0 5,53 45,18
EU50% 7,84 182,1 5,41 28,00
EU25% 7,80 216,0 5,60 28,76

*Oxigénio dissolvido
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Tabela 7 — Parametros fisicos e quimicos (finais — 01/12/2006) da terceira agua de
decomposicdo (15 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de
toxicidade com cladéceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCo;)
Controle 7,80 198,0 6,34 36,65
EG100% 7,38 167,5 5,63 37,85
EG50% 7,35 201,0 5,43 36,94
EG25% 7,57 190,0 5,56 39,11
EU100% 7,63 201,0 5,90 36,78
EU50% 7,70 262,0 5,40 35,95
EU25% 7,84 297,0 5,36 36,58

*Oxigénio dissolvido

Tabela 8 — Parametros fisicos e quimicos (finais — 20/01/2007) da quarta agua de
decomposicdo (34 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com cladoéceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCo;)

Controle 8,07 185,0 6,67 36,52

EG 100% 7,50 198,6 5,37 52,36

EG 50% 7,90 167,0 5,93 -

EG 25% 7,99 177,0 5,97 47,52

EU 100% 8,15 185,0 5,80 53,24

EU 50% 8,20 172,0 6,20 -

EU 25% 8,19 189,5 6,45 45,25

Tabela 9 — Parmetros fisico-quimicos (finais — 22/11/2006) da primeira agua de
decomposicdo (4 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizada nos testes de
toxicidade com macroinvertebrado (Chironomus xanthus).

Amostra pH Condutividade oD** Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCos)
Controle 7,76 276,0 5,76 36,00
EG 100% 7,60 216,0 4,62 53,40
EG 100%* 7,49 194,7 4,55 47,50
EG 50% 7,66 175,7 5,10 49,29
EG 25% 7,76 178,0 5,53 45,18
EU 100% 7,77 256,0 5,45 43,68
EU 100%* 7,73 285,0 5,41 44 51
EU 50% 7,84 193,2 5,70 44 21
EU 25% 7,89 184,4 5,86 53,41

* Sem sedimento
**Qxigénio dissolvido
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Tabela 10 — Parametros fisicos e quimicos (finais — 25/11/2006) da segunda agua de
decomposicéo (7 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com macroinvertebrados benténicos (Chironomus xanthus).

Amostra pH Condutividade OoD** Dureza
(S cm™) (mg L") (mg.L" CaCo;)
Controle 7,25 173,0 6,20 36,72
EG 100% 7,33 154,4 5,64 38,65
EG 100%* 7,33 200,0 4,05 36,95
EG 50% 7,43 155,3 5,20 37,25
EG 25% 7,52 113,0 5,80 28,76
EU 100% 7,84 194,0 5,53 27,63
EU 100%* 7,83 211,0 5,14 45,11
EU 50% 7,84 182,0 5,41 45,11
EU 25% 7,80 216,0 5,60 4,11

* Sem sedimento
**Qxigénio dissolvido

Tabela 11 — Parametros fisicos e quimicos (finais — 03/12/2006) da terceira agua de
decomposicdo (15 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com macroinvertebrados benténicos (Chironomus xanthus).

Amostra pH Condutividade oD** Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)
Controle 7,80 198,0 6,34 36,00
EG 100% 7,38 167,5 5,63 38,42
EG 100%* 7,35 201,0 5,43 37,85
EG 50% 7,57 190,0 5,56 36,94
EG 25% 7,63 201,0 5,90 39,11
EU 100% 7,70 262,0 5,40 36,78
EU 100%* 7,84 297,0 5,36 35,95
EU 50% 7,60 191,0 5,93 36,58
EU 25% 7,78 193,0 5,90 36,71

* Sem sedimento
**Qxigénio dissolvido
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Tabela 12 — Parametros fisicos e quimicos (finais — 22/01/2007) da quarta agua de
decomposicdo (34 dias) das folhas de E. grandis e E. urophylla utilizadas nos testes de

toxicidade com macroinvertebrados benténicos (Chironomus xanthus).

Amostra pH Condutividade oD** Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCo;)
Controle 7,82 190,4 6,31 37,65
EG 100% 7,45 198,0 5,29 54,65
EG 100%* 7,38 202,0 5,15 -
EG 50% 7,60 173,6 5,45 -
EG 25% 7,79 166,0 5,58 41,52
EU 100% 7,64 202,0 5,15 56,98
EU 100%* 8,02 210,0 5,60 -
EU 50% 7,84 193,7 5,45 -
EU 25% 7,80 193,5 6,13 44,14

* Sem sedimento
**Oxigénio dissolvido
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ANEXO Il - OLEOS ESSENCIAIS

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
grandis e E. urophylla da serapilheira das duas etapas de extracao utilizados nos testes de
toxicidade com cladéceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCoj)

Controle 7,00 160,0 6,49 32,65

EG 1,0 pL.100mL" 7,28 163,0 6,16 37,58

EG 2,0 pL.100mL" 7,34 155,0 6,61 -

EG 3,0 pL.100mL" 7,32 163,5 6,30 -

EG 4,0 pL.100mL" 7,32 164,5 6,30 39,88

EU 1,0 pL.100mL" 7,24 146,7 6,56 36,98

EU 2,0 uL.100mL" 7,29 164,5 6,68 -

EU 3,0 pL.100mL" 7,30 159,2 6,34 -

*Oxigénio dissolvido.

Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
grandis e E. urophylla da serapilheira das duas etapas de extracao utilizados nos testes de

toxicidade com cladoéceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCoy)
Controle 7,00 160,0 6,49 35,68
EG 3,0 yL.10OmL" 7,75 168,1 5,60 36,97
EG 5,0 yL.100mL" 7,85 169,8 5,74 -
EG 10,0 pL.10OmL" 7,77 174,1 5,70 32,86
EU2,5puL.100mL" 7,13 166,1 5,70 28,75
EU 5,0 yL.10OmL™" 7,66 182,0 5,65 -
EU7,5puL.100mL" 7,80 170,8 5,42 36,97

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 30 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha)
das duas etapas de extragao utilizados nos testes de toxicidade com cladoceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mgL") (mg.L™" CaCoy)
Controle 7,25 161,32 7,41 36,02
EG 3,0 yL.10OmL" 7,89 151,5 6,55 -
EG 5,0 yL.10OmL" 7,89 165,4 6,29 -
EG 10,0 yL.10OmL" 7,92 1441 6,19 -
EU2,5puL.100mL" 7,98 174,0 6,27 -
EU 5,0 uL.100mL" 7,93 174,4 6,40 -

EU7,5puL.100mL" 7,98 174,3 6,26 -
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Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha das duas etapas de extracao
utilizados nos testes de toxicidade com cladéceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCo;)

Controle 7,79 172,5 6,28 36,72
EU 2,0 uL.100OmL™" 7,39 166,6 6,47 32,86
EU 3,0 uL.100mL" 7,34 167,3 6,50 -
EU 4,0 uL.100OmL™" 7,29 159,6 6,30 -
EU 6,0 uL.100mL™" 7,23 165,7 6,03 28,76
EU 2,0 uL.100mL™" 7,40 166,6 6,47 -
EU 3,0 uL.100mL™" 7,39 167,3 6,50 -
EU 4,0 uL.10OmL™" 7,33 159,6 6,30 -
EU 6,0 uyL.100mL" 7,31 166,5 6,04 46,35

Tabela 5 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 60 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha)
das duas etapas de extragcao utilizados nos testes de toxicidade com cladoceros.

Amostra pH Condutividade oD* Dureza
(S cm™) (mg L") (mg.L" CaCo,)

Controle 7,93 158,6 6,34 36,72

EG 3,0 uL.100mL" 7,12 167,2 5,78 32,86

EG 4,0 yL.100mL" 7,23 167,9 6,26 -

EG 5,0 uL.100mL" 7,36 167,1 6,27 -

EG 6,0 uL.100mL" 7,33 168,1 6,64 38,76

EG 3,0 uL.100mL™" 7,09 167,8 5,63 -

EG 4,0 yL.100mL™" 7,26 168,5 6,85 -

EG 5,0 uL.100mL™" 7,34 166,2 6,24 -

EG 6,0 uL.100mL" 7,37 167,5 5,98 39,54
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ANEXO IV — OLEO ESSENCIAL

Tabela 1 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com Oleos essenciais de E. grandis

(serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0
1pL.100mL" 16 0 0
2uL.100mL" 16 0 0
3uL.100mL" 16 0 0
4uL.100mL" 16 0 0

Tabela 2 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6éleos essenciais de E. grandis
(serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando D. laevis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0
ipL.100mL" 16 0 0
2uL.100mL" 16 0 0
3uL.100mL™ 16 0 0
4uL.100mL™ 16 0 0

Tabela 3 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6leos essenciais de E. urophylla

(serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 10 0 0
ipL.100mL" 10 0 0
2uL.100mL" 10 0 0
3uL.100mL" 10 0 0

Tabela 4 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6éleos essenciais de E. urophylla
(serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando D. laevis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0
ipL.100mL" 16 0 0
2uL.100mL™ 16 0 0
3ulL.100mL" 16 0 0
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Tabela 5 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com O6leos essenciais de E. grandis
(serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 24 0 0
3,0pL.100mL ™ 24 3 12,5
5,0uL100mL™ 24 10 41,6
10,0uL.100mL ™ 24 24 100
3,0pL.100mL" 24 4 16,7
5,0pL.100mL™ 24 10 41,6
10,0uL.100mL" 24 24 100

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 6 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6éleos essenciais de E. urophylla
(serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando D. similis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 24 0 0
2,5uL.100mL ™ 24 10 41,6
5,0pL.100mL"™ 24 20 83,3
7,5uL.100mL™ 24 24 100,0
2,5uL.100mL" 24 10 41,6
5,0puL.100mL" 24 18 75,0
7,5uL.100mL" 24 24 100,0

*Primeira etapa de extracgao.

Tabela 7 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6éleos essenciais de E. urophylla
(serapilheira) da primeira de extragao utilizando D. laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 14 0 0
2,5uL.100mL™ 14 6 42,8
5,0pL.100mL** 14 11 78,6
7,5uL.100mL " 14 14 100,0

Tabela 8 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6leos essenciais de E. grandis apés
60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa de extragéo
utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0
3,0pL.100mL ™ 16 3 18,7
5,0uL.100mL " 16 6 42,8
10,0pL.100mL " 16 16 100,0
3,0pL.100mL™ 16 3 18,7
5,0pL.100mL" 16 7 50,0
10,0pL.100mL™" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 9 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6leos essenciais de E. grandis apéds 30

dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa de extracédo
utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 14 0 0
3,0pL.100mL ™ 14 3 21,4
5,0pL.100mL " 14 8 57,1
10,0pL.100mL "™ 14 14 100,0
3,0pL.100mL" 14 3 21,4
5,0pL.100mL" 14 7 50,0
10,0pL.100mL" 14 14 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 10 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6leos essenciais de E. urophylla
apdés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa de
extracao utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 16 0 0
2,5uL.100mL " 16 4 25,0
5,0pL.100mL " 16 10 71,4
7,0uL.100mL " 16 16 100
2,5uL.100mL" 16 5 35,7
5,0uL.100mL" 16 9 64,3
7,0uL.100mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extragéo.

Tabela 11 — Controle dos testes ecotoxicoldgicos com 6leos essenciais de E. urophylla apés

30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa de extracédo
utilizando D. laevis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 14 0 0
2,5uL.100mL " 14 4 28,6
5,0uL.100mL " 14 7 50,0
7,0uL.100mL " 14 14 100,0
2,5uL.100mL" 14 4 28,6
5,0pL.100mL" 14 6 42,8
7,0uL.100mL" 14 14 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 12 — Controle dos testes ecotoxicoldgicos com 6leos essenciais de E. grandis ap6s
60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira etapa de extragéo utilizando D.

similis.
Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 14 0 0
3,0pL.100mL" 14 2
4,0pL.100mL" 14 6
5,0pL.100mL" 14 11
6,0puL.100mL" 14 24

Tabela 13 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com 6leos essenciais de E. urophylla apos
60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa de extragédo
utilizando D. similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 16 0 0
2,0pL.100mL ™ 16 4 25,0
3,0pL.100mL™ 16 7 43,7
4,0pL.100mL " 16 9 56,2
6,0puL.100mL ' 16 16 100,0
2,0puL.100mL" 16 5 31,2
3,0pL.100mL" 16 6 37,5
4,0pL.100mL" 16 9 56,2
6,0pL.100mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 6 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
grandis e E. urophylla apés 30 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha)
das duas etapas de extracao utilizados nos testes de toxicidade com cladoceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCo;)
Controle 7,00 160,0 6,85 36,55
EG 3,0 yL.100mL™ 7,67 163,0 6,85 37,69
EG 5,0 yL.10OmL™ 7,82 166,5 6,20 -
EG 10,0 pL.100mL™" 7,83 162,9 5,80 44,12
EG 3,0 yL.10OmL™" 7,78 163,9 6,83 -
EG 5,0 pL.100mL’ 7,81 163,9 6,16 -
EG 10 pL.100mlI™ 7,82 163,9 5,98 -
EU 2,5 uL.100mL™" 7,60 166,0 5,99 31,63
EU 5,0 yL.10OmL™ 7,75 161,5 5,70 -
EU 7,5 uL.100mL™ 7,73 166,3 5,76 41,78
EU2,5puL.100mL" 7,76 166,0 5,76 -
EU 5,0 uL.10OmL™" 7,78 161,5 6,30 -
EU7,5puL.100mL" 7,76 166,3 5,70 -

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 7 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos 6leos essenciais das folhas de E.
grandis e E. urophylla apés 60 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha)
das duas etapas de extragcao utilizados nos testes de toxicidade com cladoceros.

Amostra pH Condutividade oD* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCoy)

Controle 41,08

EG 3,0 pL.100mL" 7,78 175,9 6,00 41,08

EG 4,0 yL.100mL" 7,92 177,1 6,06 -

EG 5,0 uL.100mL" 7,94 177,3 6,01 -

EG 6,0 pL.100mL" 7,98 177,8 5,98 57,51

EU 2,0 pL.100mL" 7,99 178,4 6,37 41,08

EU 3,0 pL.1OOmL'1 7,96 178,1 6,18 -

EU 4,0 uL.100mL" 8,01 176,4 6,03 -

EU 6,0 yL.100mL" 8,00 163,1 5,96 53,40
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ANEXO V — EXTRATO HEXANICO

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos hexanicos das folhas de E.

grandis (serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracao utilizados nos testes com

Chironomus xanthus.
Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mgL") (mg.L" CaCos)

Controle 8,01 205,1 5,76 36,90

Controle - Sd. 7,93 176,0 6,33 33,00
0,01g/5g* 7,68 238,10 6,59 37,85
0,02g/5g* 7,66 194,5 6,43 -
0,05g/5g* 7,65 182,3 6,75 39,65
0,01g/5¢g 7,68 238,1 6,59 36,52
0,02¢g/5¢g 7,66 194,5 6,43 -
0,05¢g/5g 7,65 182,3 6,75 37,52

* Primeira Etapa

Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos hexanicos das folhas de E.

urophylla (serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizados nos testes

com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade oD*. Dureza
(uS cm™ (mg L™ (mg.L" CaCoy)
Controle 8,01 205,1 5,76 36,90
Controle - Sd. 7,93 176,0 6,33 33,00
0,01g/5g* 7,81 188,0 6,21 41,08
0,029/5g* 7,89 186,0 6,01 41,08
0,049/5g* 7,90 188,0 6,17 41,08
0,01g/5g 7,84 187,0 6,33 36,95
0,029/5g 7.79 183,0 6,21 35,99
0,049/5g 7,87 180,0 6,25 40,13

* Primeira Etapa

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos hexanicos das folhas de E.
urophylla (serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizados nos testes

com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)
Controle 8,01 205,10 5,76 36,90
Controle - Sd. 7,93 176,0 6,33 33,00
0,01g/5¢g* 7,74 167,0 5,96 -
0,02¢g/5¢g* 7,93 178,0 6,47 -
0,049/5¢g* 7,90 175,0 5,95 36,90
0,019g/5¢ 8,07 182,0 6,55 33,00
0,029/5¢ 8,05 185,0 6,00 -
0,049/5g 8,06 167,0 6,56 37,01
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Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos hexanicos das folhas de E.
urophylla (serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizados nos testes
com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™ (mg L™ (mg.L" CaCo;)
Controle 7,75 205,10 5,76 36,90
Controle - Sd. 7,93 176,0 6,65 33,00
0,02¢g/5g 7,47 199,0 6,78 -
0,03g/5g 7,60 200,0 5,87 -
0,049/5g 7,66 201,0 6,23 37,12

Tabela 5 — Parametros fisics e quimicos (finais) dos extratos hexanicos das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 30 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha) da
primeira e da segunda etapa de extragao utilizados nos testes com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCos)
Controle 7,83 168,40 6,64 41,12
Controle - Sd. 7,10 160,2 7,14 36,99
EGO0,019/5g* 7,69 273,0 6,64 42,53
EGO0,005g/5¢g* 7,69 192,0 6,32 -
EGO0,0025¢g/5g* 7,69 196,1 6,84 39,98
EGO0,019/5g 7,69 273,0 6,64 -
EGO0,005¢/5g 7,69 192,8 6,32 -
EGO0,0025¢/5g 7,69 196,1 6,84 -
EUO0,01g/5g* 7,73 183,0 6,65 41,14
EU0,02g/5g* 7,80 175,0 6,38 -
EU0,01g/5¢g 7,73 183,0 6,65 -
EU0,02g/5g 7,80 175,0 6,38 42,55

* Primeira Etapa

Tabela 6 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos hexanicos das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa

de extracao utilizados nos testes com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mgL" (mg.L" CaCoy)

Controle 7,83 168,4 6,64 36,03
0,002¢g/5g* 7,76 197,3 6,58 -
0,005¢/5g* 7,80 196,7 6,12 -
0,015¢g/5g* 7,65 201,1 6,02 44,36
0,002¢/5¢g 7,46 198,8 6,56 -
0,005¢/5¢g 7,83 199,8 6,27 -
0,015¢g/5¢g 7,60 200,1 6,01 41,96

* Primeira Etapa
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ANEXO VI - EXTRATO HEXANICO

Tabela 1 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato hexanico de E. grandis das
folhas da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragcao utilizando Chironomus
xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0
0,019/ 5g* 5 5 100,0
0,02g/ 59* 5 5 100,0
0,049/ 5g* 5 5 100,0
0,01¢g/ 59 5 5 100,0
0,029/ 5g 5 5 100,0
0,049/ 59 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 2 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato hexanico de E. grandis das
folhas da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragado utilizando Chironomus

xanthus.
Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0

0,0025¢/ 5¢* 5 0 0
0,005¢/ 5g* 5 3 60,0
0,019/ 5g* 5 4 80,0

0,0025¢/ 5g* 5 0 0
0,005¢g/ 5g* 5 3 60,0
0,019/ 5g* 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 3 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato hexanico de E. urophylla das
folhas da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragado utilizando Chironomus

xanthus.
Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0
0,01¢g/ 59* 5 1 20,0
0,02g/ 59* 5 1 20,0
0,049/ 59* 5 5 100,0
0,01g/ 5g 5 0 0
0,029/ 5g 5 0 0
0,049/ 5g 5 4 80,0
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Tabela 4 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato hexénico de E. urophylla das
folhas apds 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da segunda etapa de extragao
utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0

0,029/ 5g 5 1 20,0

0,039/ 5g 5 3 60,0

0,049/ 59 5 5 100,0

Tabela 5 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato hexénico de E. urophylla das
folhas apos 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa de
extracao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0
0,019/ 5g* 5 0 0
0,039/ 5g* 5 0 0
0,049/ 5g* 5 0 0
0,01g/ 5g 5 0 0
0,03¢g/ 5g 5 0 0
0,049/ 59 5 0 0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 6 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato hexanico de das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extragao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0
0,002g/ 5g* 5 0 0
0,005¢/ 5g* 5 0 0
0,015¢g/ 5g* 5 0 0
0,002g/ 5g* 5 0 0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0
0,015¢/ 5g* 5 0 0

*Primeira etapa de extracéo.
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ANEXO VIl - EXTRATO CLOROFORMICO

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos cloroférmico das folhas de E.

grandis da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizados nos testes

com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)
Controle 7,70 161,3 7,15 36,85
EG 0,03g/5g* 7,90 153,0 5,28 42,65
EG 0,01g/5g * 7,67 128,0 5,70 -
EG 0,005¢g/5¢g * 8,09 193,0 6,16 -
EG 0,03g/5g 7,95 145,0 4,45 -
EG 0,01g/5g 8,06 759,0 5,72 -
EG 0,005¢9/5¢g 8,01 191,6 6,08 41,23

*Primeira etapa.

Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos cloroférmico das folhas de E.

grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa

de extracao utilizados nos testes com Chironomus xanthus.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCoy)

Controle 7,11 160,71 7,14 36,58

EG 0,049/5g * 8,09 133,0 6,63 44,56
EG 0,01g/5g * 8,00 134,0 6,15 -
EG 0,005g*/5¢ 7,95 197,0 6,78 -
EG 0,04g/5g 8,03 137,0 5,76 -
EG 0,01g/5g 8,14 168,0 5,84 -

EG 0,005¢g/5g 8,10 197,0 6,16 45,63
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ANEXO VIl - EXTRATO CLOROFORMICO

Tabela 1 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato cloroférmico das folhas de E.
grandis da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragao utilizando Chironomus

xanthus.
Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 1 20,0
0,019/ 5g* 5 0 0,0
0,039/ 5g* 5 0 0,0
0,005¢/ 5¢ 5 1 20,0
0,01g/ 5g 5 0 0,0
0,039/ 5g 5 - 0,0

*Primeira etapa de extracéo.

Tabela 2 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato cloroférmico das folhas de E.
grandis ap6s 30 em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e segunda etapa de
extracao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,01¢g/ 59* 5 0 0,0
0,049/ 59* 5 0 0,0
0,005¢/ 5¢ 5 0 0,0

0,01g/ 5g 5 0 0,0

0,049/ 59 5 0 0,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 3 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato cloroférmico das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,01¢g/ 59* 5 0 0,0
0,003¢/ 5¢ 5 1 20,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,019/ 5g* 5 1 20,0
0,0049/ 5¢ 5 0 0,0

*Primeira etapa de extracao.



196

Tabela 4 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato cloroférmico das folhas de E.
urophylla da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando Chironomus

xanthus.
Amostra Nuamero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0

0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0

0,019/ 5g* 5 0 0,0

0,039/ 5g* 5 1 20,0

0,005¢/ 5¢ 5 0 0,0

0,019/ 5g 5 1 20,0

0,04g/5g 5 1 20,0

*Primeira etapa de extracéo.

Tabela 5 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato cloroférmico das folhas de E.
urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e segunda etapa de
extracao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,01¢g/ 59* 5 - 0,0
0,049/ 59* 5 1 20,0
0,005¢/ 5¢ 5 0 0,0
0,01g/ 5g 5 1 20,0
0,049/ 5g 5 0 0,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 6 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato cloroférmico das
folhas de E. urophylla ap6s 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da
segunda etapa de extragao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,01¢g/ 59* 5 0 0,0
0,004¢/ 5¢ 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,019/ 5g* 5 - 0,0
0,004¢/ 5g 5 0 0,0

*Primeira etapa de extracao.
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ANEXO IX - EXTRATO EM ACETATO DE ETILA

Tabela 1 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato de etila das folhas
de E. grandis da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizando
Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,039/ 5g* 5 5 100,0
0,005¢/ 5¢ 5 0 0,0
0,03g/ 59 5 0 0,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 2 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato de etila das folhas
de E. grandis apés 30 em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracao
utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0,0
0,005¢/ 5¢ 5 1 20,0
0,039/ 5g 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracgao.

Tabela 3 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato de etila das folhas
de E. grandis da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizando
Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,019/ 5g* 5 1 100,0
0,004¢/ 5¢ 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,019/ 5g* 5 0 0,0
0,003g/ 5¢ 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 4 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato de etila das folhas
de E. urophylla da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragdo utilizando
Chironomus xanthus.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 1 20,0
0,019/ 5g* 5 5 100,0
0,039/ 5g* 5 5 100,0
0,005¢/ 5¢ 5 0 0,0
0,019/ 5g 5 4 80,0
0,039/ 59 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracéo.

Tabela 5 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato de etila das folhas
de E. urophylla ap6s 30 em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e segunda etapa
de extragao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,039/ 5g* 5 5 100,0
0,005¢/ 5¢ 5 0 0,0
0,03g/ 59 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracgao.

Tabela 6 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato em acetato de etila das folhas
de E. urophylla apés 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda
etapa de extracao utilizando Chironomus xanthus.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 5 0 0,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 0,0
0,01¢g/ 59* 5 0 0,0
0,003¢/ 5¢ 5 5 100,0
0,005¢g/ 5g* 5 0 100,0
0,019/ 5g* 5 1 20,0
0,003¢/ 5¢ 5 5 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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ANEXO X - EXTRATO ETANOLICO

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos etandlicos das folhas de E.

grandis (serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extragéo utilizados nos testes com

cladéceros D. similis e D. laevis.

Amostra pH Condutividade oD~ Dureza
(uS cm™ (mg L™ (mg.L" CaCos)
EG 40uL.100mL™ 7,40 167,4 6,18 28,79
EG 80uL.100mL" 7,37 169,5 6,11 -
EG 160uL.100mL" 7,56 175,9 6,20 -
EG 40plL.100mL" 7,98 183,4 6,31 28,79
EG 80uL.100mL" 8,02 183,5 6,25 -
EG 160uL.100mL" 8,10 185,1 6,17 53,62

Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos etandlicos das folhas de E.

grandis (serapilheira) da primeira e da segunda etapa de extragéo utilizados nos testes com

cladéceros D. similis e D. laevis.

Amostra pH Condutividade OD*~. Dureza
(uS cm™ (mg L™ (mg.L" CaCos)
Controle 8,03 182,0 6,44 36,72
EG 50uL.100mL™ 8,34 184,8 6,46 49,30
EG 70uL.100mL™"™* 8,28 192,1 6,34 -
EG 120pL.100mL™ 8,26 189,0 6,24 -
EG 250pL.100mL™ 8,27 191,8 6,20 53,65
EG 30uL.100mL" 7,32 169,5 6,21 48,65
EG 70pL.100mL" 7,21 169,8 6,25 -
EG 120pL.100mL" 7,18 170,3 6,20 -
EG 250pL.100mL" 7,12 170,4 6,26 54,63

*Etapa de extracao

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos etandlicos das folhas de E.

grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa

de extracao utilizados nos testes com cladéceros D. similis e D. laevis.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™ (mg L) (mg.L" CaCoy)
EG 50pL.100mL™ 7,97 187,0 6,36 32,86
EG 100uL.100mL™ 8,01 184,1 6,25 -
EG 150uL.100mL™ 8,01 184,5 6,15 -
EG 200uL.100mL™ 7,89 182,3 6,37 49,30
EG 250uL.100mL" 8,07 186,1 6,35 53,04
EG 50uL.100mL" 7,50 140,7 6,56 -
EG 100pL.100mL" 7,29 166,1 6,59 -
EG 150uL.100mL" 7,23 171,7 6,26 -
EG 200uL.100mL™" 7,00 170,1 6,44 -
EG 250uL.100mL" 7,30 170,3 6,61 57,51
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Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos etanélicos das folhas de E.
urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizados nos testes com cladéceros D. similis € D. laevis.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™ (mg L™ (mg.L" CaCo;)
EU 30pL.100mL"| 8,27 194,8 6,43 38,62
EU 100pL.100mL" 8,35 193,1 6,38 -
EU 300uL.100mL" 8,22 192,8 6,31 43,25

Tabela 5 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos etanélicos das folhas de E.

urophylla apés 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizados nos testes com cladéceros D. similis € D. laevis.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCoy)
EU 15uL.100mL™"" 7,89 190,8 6,37 36,97
EU 45uL.100mL" 7,83 188,1 6,36 -
EU 75uL.100mL"" 8,03 192,0 6,10 49,25

Tabela 6 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos etandlicos das folhas de E.

grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extragao

utilizados nos testes com claddéceros D. similis e D. laevis.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)
EG 50uL.100mL" 8,30 194,5 6,38 49,25
EG 150uL.100mL™" 8,36 193,2 6,42 -
EG 300uL.100mL™" 8,32 168,6 6,48 -
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ANEXO XI- EXTRATO ETANOLICO

Tabela 1 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragcédo utilizando Daphnia

similis.
Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 16 0 0
75uL.100mL" 16 16 100,0
150pL.100mL" 16 16 100,0
250uL.100mL™ 13 13 100,0
75uL.100mL" 16 15 93,7
150pL.100mL" 16 16 100,0
250uL.100mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 2 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracdo utilizando Daphnia similis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 16 0 0
100pL.100mL" 14 13 92,8
200pL.100mL™ 16 16 100,0
300pL.100mL" 16 16 100,0

Tabela 3 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 12 0 0
150uL.100mL " 12 5 41,6
250pL.100mL" 12 12 100,0
400pL.100mL" 12 12 100,0
150pL.100mL" 12 5 41,6
250uL.100mL" 12 12 100,0
400pL.100mL" 12 12 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 4 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.

urophylla da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando Daphnia

laevis.
Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos imoveis

Controle 12 0 0
75uL.100mL™ 12 4 33,3
150pL.100mL" 12 11 91,6
250pL.100mL" 12 12 100,0
75uL.100mL" 12 12 100,0
150pL.100mL" 12 12 100,0
250uL.100mL" 12 12 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 5 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis da serapilheira da segunda etapa de extracado utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0
40uL.100mL™ 16 1 6,2
80uL.100mL™ 16 7 43,7
160pL.100mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 6 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracdo utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 16 0 0
30pL.100mL" 16 0 0
70pL.100mL" 16 7 43,7
120uL.100mL" 16 12 75,0
250pL.100mL" 16 16 100,0

Tabela 7 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla da serapilheira da segunda etapa de extracéo utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 12 0 0
100pL.100mL" 12 4 33,3
200pL.100mL™ 12 11 91,6

300pL.100mL" 12 12 100,0
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Tabela 8 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla da serapilheira da segunda etapa de extracao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 0 0 0
100pL.100mL" 12 2 16,6
200pL.100mL" 12 6 50,0
300pL.100mL™" 12 12 100,0

Tabela 9 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracdo utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 16 0 0
150pL.100mL™ 16 15 93,7
250uL.100mL" 16 16 100,0
400pL.100mL" 16 16 100,0
150pL.100mL" 16 16 100,0
250uL.100mL" 16 16 100,0
400uL.100mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracéo.

Tabela 10 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracao utilizando Daphnia

similis.
Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 16 0 0
15pL.100mL" 16 0 0
45uL.100mL™ 16 7 43,7
75uL.1 o0omL™ 16 16 100,0
15pL.100mL" 16 0 0
45pL.100mL™ 16 7 43,7
75uL.1 00mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 11 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extragao utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 0 0 0
50pL.100mL™ 16 0 0
100uL.100mL" 16 5 31,2
200pL.100mL™ 16 16 100,0
50uL.100mL" 16 0 0
100pL.100mL" 16 5 31,2
200pL.100mL" 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracéo.

Tabela 12 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 0 0 0
50uL. 100mL™ 12 0 0
150puL100mL" 12 5 41,6
250uL.100mL" 12 12 100,0

Tabela 13 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira etapa de extracao
utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 0 0 0
50uL.100mL™ 12 0 0
150pL. 100mL™ 12 5 41,6
250uL. 100mL" 12 12 100,0

Tabela 14 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla 30 dias ap6s contato com a lagoa Ferruginha da primeira etapa de extragdo
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0
30uL. 100mL" 16 0 0
100pL100mL" 16 7 33,3

200pL. 100mL" 16 16 100,0
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Tabela 15 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.

urophylla 30 dias apds contato com a lagoa Ferruginha da segunda etapa de extracao

utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 12 0 0
50uL.100mL" 12 0 0
100pL.100mL" 12 4 33,3
250pL.100mL™" 12 12 100,0

Tabela 16 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.

urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira etapa de extracao

utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 12 0 0
30pL.100mL" 12 0 0
100pL.100mL" 12 4 33,3
200pL.100mL" 12 12 100,0

Tabela 17 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato etandlico das folhas de E.

urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira etapa de extracao

utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 20 0 0
30pL.100mL" 20 0 0
100pL.100mL" 20 7 35,0
200pL.100mL" 20 20 100,0

Tabela 18 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato etandlico das folhas de E.

urophylla da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizando Daphnia

laevis.
Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoéveis

Controle 12 0 0
25uL. 100mL" 12 0 0
50pL. 100mL™ 12 5 41,6
100pL. 100mL™ 12 12 100,0
25uL. 100mL" 12 0 0
50pL. 100mL" 12 4 33,3
100pL. 100mL™ 12 12 100,0

*Primeira etapa de extracéo.
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Tabela 19 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis apés 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa de
extragao utilizando Daphnia similis* e Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis

Controle 16 0 0,0
50pL. 100mL™ 16 0 0,0
150pL. 100mL™ 16 5 31,2
300uL. 100mL" 16 16 100,0
50pL. 100mL™ 12 0 0,0
150pL. 100mL™ 12 3 25,0
300uL. 100mL" 12 12 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 20 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla ap6s 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 16 0 0,0
50pL. 100mL 16 0 0,0
125pL. 100mL™ 16 7 58,3
200puL. 100mL" 16 16 100,0

Obs. Nao tem extrato da primeira etapa.

Tabela 21 — Controle dos testes ecotoxicoldégicos com extrato etandlico das folhas de E.
urophylla ap6s 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia laevis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 12 0 0,0
50pL. 100mL 12 0 0,0
125pL. 100mL™ 12 5 41,6
200puL. 100mL" 12 12 100,0

Tabela 22 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracédo
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 12 0 0,0
50uL100mL" 12 0 0,0
150pL. 100mL™ 12 6 50,0
300pL. 100mL" 12 12 100,0

Obs. Nao tem extrato da primeira etapa.
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Tabela 23 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracédo
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 12 0 0,0
50uL. 100mL™ 12 0 0,0
150pL. 100mL™ 12 6 50,0
300pL. 100mL" 12 12 100,0

Obs. Nao tem extrato da primeira etapa.

Tabela 24 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato etandlico das folhas de E.
grandis apés 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 20 0 0,0
50uL. 100mL™ 20 0 0,0
150pL. 100mL™ 20 4 20,0
300uL. 100mL" 20 20 100,0

Obs. Nao tem extrato da primeira etapa.
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ANEXO Xl - EXTRATO AQUOSO

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla da serapilheira da primeira e da segunda etapa de extragcao utilizados
nos testes com cladéceros.

Amostra pH Condutividade oD*". Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCoy)

Controle 8,03 163,40 6,25 36,72

EG 300pL.100mL" 8,22 191,10 6,53 48,36

EG 600pL.100mL" 8,29 192,00 6,49 37,65

EG 1200uL.100mL™" 8,29 193,10 6,45 55,23

EU 300uL.100mL" 8,30 184,60 6,41 4452

EU 600uL.100mL" 8,31 184,90 6,35 49,65

EU 1200uL.100mL" 8,28 186,10 6,33 45,30

Tabela 2 — parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 30 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha) da
primeira e da segunda etapa de extracao utilizados nos testes com cladéceros.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)

Controle 8,03 163,40 6,25 36,72

EG 200pL.100mL" 8,20 187,7 6,31 49,29

EG 500pL.100mL" 8,28 174,2 6,23 38,96

EG 1000pL.100mL" 8,30 184,7 6,42 51,15

EU 200pL.100mL" 8,20 187,7 6,31 46,59

EU 500pL.100mL" 8,28 174,2 6,23 48,63

EU 1000pL.100mL™" 8,30 184,7 6,42 52,36

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla apés 60 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha) da
primeira e da segunda etapa de extracao utilizados nos testes com cladéceros.

Amostra pH Condutividade OoD* Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)

Controle 8,03 163,4 6,25 36,72

EG 300pL.100mL" 8,25 189,9 6,46 49,29

EG 700pL.100mL" 8,32 189,0 6,34 38,96

EG 1500pL.100mL™" 8,32 186,0 6,30 51,15

EU 300pL.100mL" 8,25 189,2 6,49 46,59

EU 700pL.100mL" 8,31 188,3 6,42 48,63

EU 1500uL.100mL" 8,30 189,6 6,35 52,36
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Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 60 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha) da
primeira e da segunda etapa de extragao utilizados nos testes com claddceros.

Amostra pH Condutividade op* Dureza
(uS cm™) (mg L") (mg.L" CaCos)
EG 2500uL.100mL™" 8,23 189,7 6,02 48,30
EG 5000pL.100mL™" 8,19 195,1 6,01 17,62
EG 10000pL.100mL" 8,04 215,0 5,79 55,62
EU 2500pL.100mL" 8,25 188,8 6,18 39,54
EU 5000pL.100mL" 8,24 191,7 6,17 36,54
EU 10000uL.100mL" 8,15 198,4 5,91 53,32

Nao tinha 60 dias da 2° etapa de E. urophylla

Tabela 5 — Parametros fisicos e quimicos (iniciais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extragao
utilizados nos testes com cladéceros.

Amostra

pH Condutividade oD~ Dureza
(uS cm™) (mgL") (mg.L" CaCos)
EG 2500uL.100mL" 8,14 196,0 5,96 36,95
EG 5000uL.100mL" 8,08 203,0 5,98 -
EG 10000uL.100mL" 8,04 209,0 5,81 51,17

Nao tinha 60 dias da 2° etapa de E. urophylla

Tabela 6 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla serapilheira da primeira e da segunda etapa de extracdo utilizados
nos testes com cladéceros.

Amostra Condutividade

pH OD~. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)

controle 7,54 170,8 6,66 36,72

EG 300uL.100mL™ 7,45 178,3 6,33 4512
EG 600uL.100mL ™ 7,46 176,8 6,27 -

EG 1200uL.100mL™ 7,40 175,8 6,29 49,23

EU 300pL.100mL" 7,41 178,3 6,29 36,72
EU 600pL.100mL" 7,42 178,3 6,23 -

EU 1200uL.100mL" 7,42 179,4 6,30 49,25
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Tabela 7 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 30 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha) da
primeira e da segunda etapa de extragao utilizados nos testes com claddceros.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS ecm™) (mg L™ (mg.L" CaCo,)
Controle 7,20 169,8 6,42 38,20
EG 300uL.100mL ™ 7,42 175,1 6,38 42,65
EG 700uL.100mL ™ 7,40 175,2 6,41 -
EG 1500uL.100mL™ 7,40 180,2 6,35 50,36
EU 300pL.100mL" 7,46 174,7 6,31 -
EU 700pl.100mL" 7,44 176,4 6,29 45,32
EU 1500pl.100mL" 7,40 177,3 6,26 51,64

Tabela 8 — Parametros fisicos e quimicos (finais) dos extratos aquosos das folhas de E.
grandis e E. urophylla ap6s 60 dias em contato com as lagoas (Palmeirinha e Ferruginha) da

primeira e da segunda etapa de extragao utilizados nos testes com cladéceros.

Amostra pH Condutividade OD*. Dureza
(uS cm™) (mg L™ (mg.L" CaCos)
Controle 7,54 170,8 6,66 41,20
EG 2500uL.100mL™ 7,56 184,6 6,24 48,36
EG 5000p.100mL " 7,49 164,6 6,37 -
EG 10000uL.100mL™ 7,50 208,1 6,39 53,26
EU 2500pL.100mL" 7,44 208,1 6,30 57,51
EU 5000pL.100mL" 7,40 189,9 6,35 -

EU 10000uL.100mL" 7,45 201,3 6,23 61,25




211

ANEXO Xlll - EXTRATO AQUOSO

Tabela 1 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracéo
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 20 0 0,0
10pL.100mL™, 20 0 0,0
40uL.100mL™ 20 1 5,0
70pL.100mL ™. 20 2 10,0
1200pL.100mL ™. 20 5 25,0

Tabela 2 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extragéo
utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imdveis (%)
Controle 14 0 0,0
300uL.100mL ", 14 0 0,0
750uL.100mL"™ 14 2 14,3
1500uL.100mL", 14 14 100,0

Tabela 3 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 14 0 0,0
150pL.100mL ™, 14 0 0,0
500pL.100mL ™™ 14 3 21,4
750uL.100mL ", 14 4 28,6

Tabela 4 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos iméveis
Controle 20 0 0,0
75uL.100mL™. 20 0 0,0
300pL.100mL ™™ 20 0 0,0
500pL.100mL ", 20 5 25,0
750pL.100mL™"™. 20 4 20,0
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Tabela 5 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imoéveis (%)
Controle 12 0 0,0
200uL.100mL™", 12 0 0,0
500uL.100mL™"™ 12 3 25,0
1000uL.100mL", 12 12 100,0
200uL.100mL™", 12 0 0,0
500pL.100mL ™ 12 4 33,3
1000uL.100mL ™", 12 12 100,0

*Primeira etapa de extracéo.

Tabela 6 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis ap6s 30 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracdo utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imdveis (%)
Controle 16 0 0,0
200pL.100mL ™. 16 0 0,0
500pL.100mL ™ 16 2 12,5
1000pL.100mL ™. 16 16 100,0
200pL.100mL ™. 16 0 0,0
500uL.100mL"™ 16 2 12,5
1000pL.100mL ", 16 16 100,0

*Primeira etapa de extracao.

Tabela 7 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracdo utilizando Daphnia similis.

Amostra Nuamero de Organismos Imobilidade
organismos imoveis (%)
Controle 12 0 0,0
500uL.100mL ™. 12 0 0,0
1500pL.100mL " 12 0 0,0
3000uL.100m L, 12 2 16,6
500uL.100mL™"*. 12 0 0,0
1500uL.1OOmL'1* 12 2 16,6
3000pL.100mL"™. 12 1 8,3

*Primeira etapa de extracao.
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Tabela 8 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla apés 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa

de extracao utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imoéveis (%)
Controle 12 0 0,0
500uL.100mL ™. 12 0 0,0
1500pL.100mL " 12 3 25,0
3000pL.100mL™. 12 4 33,3
500uL.100mL™"*. 12 0 0,0
1500pL.100mL™ 12 0 0,0
3000uL.100mL"*. 12 2 16,6

*Primeira etapa de extragao.

Tabela 9 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis das folhas de serapilheira da segunda etapa de extracao utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 12 0 0,0
100pL.100mL ™", 12 0 0,0
500pL.100mL "™ 13 4 30,7
900pL.100mL™™. 12 12 100,0

Tabela 10 — Controle dos testes ecotoxicoldgicos com extrato aquoso das folhas de E.

grandis das folhas de serapilheira da segunda etapa de extracao utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 12 0 0,0
100pL.100mL ™", 16 0 0,0
500pL.100mL ™™ 17 4 23,6
900uL.100mL'1*. 17 12 70,6

Tabela 11 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis das folhas de serapilheira da segunda etapa de extragao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imoéveis (%)
Controle 12 0 0,0
100pL.100mL ™", 16 0 0,0
500pL.100mL™"™ 17 4 25,0

900uL.100mL ™. 17 12 70,6
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Tabela 12 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis das folhas de serapilheira da segunda etapa de extracao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imodveis (%)
Controle 12 0 0,0
300pL.100mL"™. 14 0 0,0
600pL.100mL ™ 14 3 21,4
1200uL.100mL ", 14 14 100,0

Tabela 13 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E. apos
60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da segunda etapa de extragdo utilizando

Daphnia similis e Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade

organismos imodveis (%)
Controle 12 0 0,0
500uL.100mL ™. 16 0 0,0
1500pL.100mL "™ 16 0 0,0
3000pL.100mL ™. 16 0 0,0
500uL.100mL"™* 12 0 0,0
1500pL.100mL ™ 12 4 33,3

3000pL.100mL " 12 12 100,0

*Daphnia simlis.

Tabela 14 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa

de extracdo utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 10 0 0,0
2500pL.100mL ™", 12 0 0,0
5000uL.100mL ™™ 12 1 8,3
10000uL.100mL'1*. 12 12 100,0
2500uL.100mL™™ 12 0 0,0
5000uL.100mL ™ 12 1 8,3
10000pL.100mL ™ 12 12 100,0

*Primeira etapa.
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Tabela 15 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
grandis ap6s 60 dias em contato com a lagoa Palmeirinha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 14 0 0,0
2500uL.100mL ™", 12 0 0,0
5000uL.100mL™"™ 12 0 0,0
1OOOOuL.1OOmL'1*. 12 12 100,0
2500uL.100mL ™" 13 0 0,0
5000pL.100mL " 12 0 0,0
10000pL.1 00mL"* 12 12 100,0

*Primeira etapa.

Tabela 16 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.

urophylla das folhas de serapilheira da segunda etapa de extracdo utilizando Daphnia
similis.

Amostra Nuamero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 12 0 0,0
100pL.100mL ™. 12 0 0,0
500uL.100mL ™ 12 6 50,0
900uL.100mL ™. 12 12 100,0

Tabela 17 — Controle dos testes ecotoxicoldgicos com extrato aquoso das folhas de E.

urophylla das folhas de serapilheira da segunda etapa de extragao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis
Controle 12 0 0,0
100pL.100mL ™", 16 0 0,0
500uL.100mL ™ 16 7 43,7
900pL.100mL™™. 16 9 56,2

Tabela 18 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla das folhas de serapilheira da segunda etapa de extragéo utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imodveis (%)
Controle 12 0 0,0
300uL.100mL ™, 11 0 0,0
600pL.100mL ™™ 14 6 42,8

1200pL.100mL ", 12 12 100,0
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Tabela 19 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla apés 30 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira etapa de extracao
utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade
organismos imoéveis (%)
Controle 12 0 0,0
300uL.100mL ™, 13 0 0,0
700pL.100mL™* 14 5 35,7
1500uL.100mL", 14 14 100,0

Tabela 20 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla ap6s 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da segunda etapa de extracao
utilizando Daphnia similis e Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos Imobilidade (%)
organismos iméveis

Controle 16 0 0,0
500pL.100mL™™. 16 0 0,0
1500pL.100mL ™ 16 0 0,0
3000pL.100mL ", 16 0 0,0
500pL.100mL "™ 16 0 0,0
1500pL.100mL ™ 16 0 0,0
3000pL.100mL™"* 16 0 0,0

*Daphnia similis.

Tabela 21 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla pés 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa
de extracdo utilizando Daphnia similis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imoveis
Controle 10 0 0,0
2500pL.100mL ™", 11 0 0,0
5000uL.100mL™™ 12 4 33,3
10000pL.1 oomL™". 11 11 100,0
2500uL.100mL™™ 10 0 0,0
5000uL.100mL ™ 11 3 27,3
10000pL.100mL ™ 12 12 100,0

*Primeira etapa.
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Tabela 22 — Controle dos testes ecotoxicolégicos com extrato aquoso das folhas de E.
urophylla apés 60 dias em contato com a lagoa Ferruginha da primeira e da segunda etapa
de extracao utilizando Daphnia laevis.

Amostra Numero de Organismos  Imobilidade (%)
organismos imdveis

Controle 14 0 0,0
2500uL.100mL " 13 0 0,0
5000uL.100mL"** 12 1 8,3
1OOOOuL.1OOmL'1* 12 12 100,0
2500puL.100mL " 13 0 0,0
5000pL.100mL " 14 2 14,3
10000ul.100mL'1* 12 12 100,0

*Primeira etapa.



ANEXO XIV — ESPECTROSCOPIA EM INFRAVERMELHO
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Figura 1 — Espectro no IV do extrato hexanico das folhas de E. grandis, ap6s 30 dias

em contato com as aguas da lagoa Palmeirinha (primeira decomposi¢ao).
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Figura 2 — Espectro no IV do extrato cloroférmico das folhas de E. grandis ap6s 30

dias em contato com as aguas da lagoa Palmeirinha (primeira decomposi¢éo).
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Figura 3 — Espectro no IV do extirato em acetato de etila das folhas de E. grandis,
apés 30 dias em contato com as 4guas da lagoa Palmeirinha (primeira

decomposicao).
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Figura 4 — Espectro no IV do extrato etandlico das folhas de E. grandis, ap6s 30 dias

em contato com as aguas da lagoa Palmeirinha (primeira decomposi¢éo).



220

292361

3273.60

92 |
%T

122115
0 1607,10 1366,53

88

86 | 103442

84,0

4000,0 3000 2000 1500 1000 650,0
cm-1

Figura 5 — Espectro no |V do extrato aquoso das folhas de E. grandis, ap6s 30 dias
em contato com as aguas da lagoa Palmeirinha (primeira decomposigéo).

98,6 _
95 |
90 | 339583
85
80
%T
75
161496 117167
146268
70
249,15
65
61’6 T T T T 1
4000,0 3000 2000 1500 1000 650,0

cm-1

Figura 6 — Espectro no IV do extrato hexanico das folhas de E. urophylla apés 30

dias em contato com as aguas da lagoa Ferruginha (primeira decomposicao).
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Figura 7 — Espectro no IV do extrato cloroformico das folhas de E. urophylla, apds 30

dias em contato com as aguas da lagoa Ferruginha (primeira decomposicao).
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Figura 8 — Espectro no IV do extrato acetato de etila das folhas de E. urophylla apés

30 dias em contato com as aguas da lagoa Ferruginha (primeira decomposicao).
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Figura 9 — Espectro no IV do extrato etandlico das folhas de E. urophylla, apés 30

dias em contato com as aguas da lagoa Ferruginha (primeira decomposicao).
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Figura 10 — Espectro no IV do extrato aquoso das folhas de E. urophylla, apés 30

dias em contato com as aguas da lagoa Ferruginha (primeira decomposicao).



