L

UNISANTA
UNIVERSIDADE SANTA CECILIA
L ABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA

J

TESTESDE TOXICIDADE AQUATICA
NO CONTROLE DA POLUIGAO

AUTORES

AUGUSTO CESAR
SERGIO LUIZ R. DA SILVA
ALDO RAMOS SANTOS

Santos SP, Fevereiro de 1997 - 42 Edicdo

Home Page www.gcecilia.br
E.mail .......: lecotox@usc.stcecilia.br



&% UNIVERSDADE SANTA CECILIA—UNISANTA #é&#
LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA PROF. “CAETANO BELLIBONI”

FICHA CATALOGRAFICA

Cesar, Augusto

Testes de Toxicidade Aquética no Controle da Poluicgo / Augusto Cesar, Sérgio Luiz
Rodrigues da Silva & Aldo Ramos Santos- Universdade Santa Cecilia- UNISANTA - Santos,
S20 Paulo, Brasll, fevereiro de 1997.

1. Andises de Agua 2. Toxicidade 3. Teste de Toxicidade Aquética
4. Dgphnia 5. Ceriodgphnia 6. Lytechinus

TESTES DE TOXICIDADE AQUATICA NO CONTROLE DA POLUIC,Z\O




&% UNIVERSDADE SANTA CECILIA—UNISANTA #é&#
LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA PROF. “CAETANO BELLIBONI”

APRESENTACAO

Com o advento gradud da integracdo do Laboradrio de Ecotoxicologia, junto &
diversas atividades educacionais da Universdade Santa Cecilia, surgiu a crescente preocupacdo na
transferéncia de informecOes e experiéncias adquiridas por nossa equipe, @ longo do desenvolvimento
dos trabal hos redlizados nos Ultimos 7 anos, desde ainaugurag@o do Laboratdrio.

Durante esses anos, com 0 intuito de audizar condantemente essas
informagdes, foram redizadas diversas revisdes da primeira gpodtila, cujo titulo era “ AVALIACAO
DA TOXICIDADE DE EFLUENTES LIQUIDOS INDUSTRIAIS ATRAVES DE TESTE DE
TOXICIDADE *“, as quas nos conduziram a eda quarta edicdo, que posui uma abrangéncia maor,
como consequénciada evolugéo naturd do nosso trabaho.

O titulo aud, “ TESTES DE TOXICIDADE AQUATICA NO CONTROLE
DA POLUICAO", congditi uma sintese de dgumas das principas metodologias e dividades
desenvolvidas, rotineramente, no Laboratdrio de Ecotoxicologia, aravés de uma abordagem smples e
diddica, voltada a universt&ios representantes de indidrias e a todos que tenham interese na
preservacdo ambiental.

Os Autores.
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1. INTRODUCAO

A caacterizacdo de efluentes liquidos indudriais tem ddo redizada sobretudo
aravés de andises fisco-quimicas, sendo que as concentragfes maximes sSB0 edtabelecidas na
legidacdo vigente, por padrdes numéricos de emissio. No entato, a grande diversdade e
complexidede das aubgténcias num mesmo  efluente liquido, tornam invidvd a sua completa
caacterizagdn, ndo O do ponto de vida anditico, como do econdmico. Além disso , pesquises tém
demondrado que os resultados obtidos araves dessas andises dificiimente fornecem  informagdes
sobre 0 efdto conjunto de véarias subgancias que interagindo, podem detar a hiota presente no
ambiente agqudtico. Enquanto a andise quimica identifica e quantifica isoladamente as substéncias em
um efluente indudrid, 0 ensaio bioldgico detecta a reacdo de organismos vivos a uma Stuacéo globd,;
0 efluente indudrid como um todo ou uma amostra de &gua de um corpo receptor a0 qua S0 lancados
despgosindudriais (CETESB-1986).

Testes de toxicidade com organismos tém dSdo utilizados em paises
desenvolvidos e em  desenvolvimento, complementando as andlises fiscoquimicas. Através desses
ensaios, podemse edtabdecer padrdes de emissfo que permitam identificar problemas  de langamento
de misturas de substancias toxicas, edtabelecer prioridades de controle em regides criticas, como a de
Cubatéo, viabilizar as aghes corretivas gpropriadas, bem como monitorar 0 ecossstema aguético, tendo
em vigta 0s usos predominantes das &guas.

A Ecotoxicologia vem estudando 0 comportamento e as transformagbes desses
agentes quimicos no ambiente, assm como seus efdtos obre os organigmos vivos. Neste sentido,
muita énfase tem ddo dada aos ecosssemas aguaticos pois, dém das substéncias normamente
lancadas nesses Sgemas, outras, provenientes do ar ou do solo, podem eventudmente dingir o meio
aqudtico nasuaformaorigind ou como produto de transformacéo (BERTOLETTI, 1990).

Portanto, para identificar os efeitos destas substéncias sobre a biota aquética, tem
gdo utilizados nedas Ultimas décadas, tedes de toxicidade com organismos de &guas continentas,
eduainas e marinhas, em condigdes laboratorias €ou de campo. Esses testes posshilitam estabelecer
limites permissivels para vaias subgéncias quimicas e anda, avdiar o impacto de miduras de
poluentes sobre 0s organismos aguiaticos dos corpos receptores (BERTOLETTI, 1990).

Através dos testes de toxicidade, determinamse 0 tempo e as concentragdes em
gue 0 agente quimico é potencidmente prgudicid, pois para quaquer produto o contato com a
membrana ou ssema bioldgico pode ndo produzir um efeito adverso se a concentragdo do produto for
baixa, ou o tempo de contato for insuficiente. Concentracdo e tempo de exposicio etdo diretamente
relacionados e, portanto, dtas concentragbes poderéo ter efeitos prgudicias em tempos de exposican
extremamente curtos (FONSECA, 1991). Mas devemos lembrar que as pequenas concentragies
gerdmente produzem efeitos cronicos sub-letas e a@é mesmo, letas durante  longos periodos de

exposGéo.
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O controle da toxicddade em efluentes liquidos e corpos receptores aravés de
bioensaios com organismos aguaicos € um importante indrumento que os érgéos pablicos e privados
de Controe Ambientd, tanto internacionais como a nivd naciond e estadud, vém colocando em
praica dentro da sua sstemética de acdo. No Estado de Sfo Paulo, a CETESB ja vem utilizando este
procedimento h& aguns anos.

A auacdo da CETESB nos Ultimos anos tem dSdo crescente no monitoramento
de toxicidade de efluentes liquidos industriais e corpos receptores em vaias regides do Estado de Sfo
Paulo, vissndo a implementacio de tedes de toxicidade como ingrumento de controle de poluicio
hidrica

Em 1990 , a Refinaia Presdente Bernardes de Cubatéo (RPBC) preocupada em
avdiar o impacto de seus efluentes nos corpos receptores da regido, decidiu monitoralos através de
um convénio com a Universidade Santa Cecilia dos Banderantes - UNICEB (Atud UNISANTA).

Por intermédio desse documento, ficou edabdecido que a Universdade
montaria um laboratdrio (fig. 1), capacitado para a redizacdo de testes de toxicidade nos efluentes
liquidos da RPBC que, por sua vez, pagaia peos sarvigos prestados, podendo, todavia, a UNICEB
aender & demas empresss do polo de Cubatdo, bem como de outres regides.  Atudmente o
Laboratorio de Ecotoxicologia “Prof. Cagtano Bdliboni “, da Universdade Santa Cecilia, dém da
presacdo de servicos, também desenvolve trabahos de pesquisas, entre outras aividades académicas
naaea Ecotoxicoldgicae Ambientd.

Figura 1. Laboratdrio de Ecotaxicologia
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2. PRINCIPAIS OBJETIVOS DO LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA

O Laboratdrio de Ecotoxicologia Prof. Caetano Belliboni tem como objetivos

Avdia e caacterizar a toxicidade em efluentes liquidos indudrials, substénces
quimicas solivels em &gua e corpos receptores, sgam des continentals, estuarinos ou  ocednicos,
dravés de testes de toxicidade agudos, cronicos e cronicos de curta duragdo, padronizados e
empregados por indituigdes de pesquisss e de controle, com 0 dojetivo de contribuir com o
desenvolvimento da ciéncia e técnologia

Capacitar pessod especidizado para trabdho de pesquisa e conaultoria, dém de
orientar e informar representantes de indlstrias e outros interessados, quanto & importdncia e
necessdade da utilizacdo de testes de toxicidade no controle da poluicdo hidrica, entre outras
atividades ligadas aarea ambientd.

21 PRINCIPAISATIVIDADESDESENVOLVIDAS

Dentre & principas dividades desenvolvides pedo  Laboradrio  de
Ecotoxicologia destacam-se os Traba hos Ecotoxicoldgicos e as Atividades Académicas.

Dede a inauguracdo do laboratdrio, vem sendo redizados e desenvolvidos
trabdhos de avdiagdo e caracterizacdo de efluentes liquidos indudriais , produtos quimicos e corpos
receptores continentals ou oceanicos, atraves de testes de toxicidade padronizedos (item 5).

Juntamente com os trabahos de pesquisa e presacdo de servicos, o laboradrio
vem desenvolvendo as seguintes dividades académicas.

- Aulas tedricas e préicas, minidrades a diversos cursos e nivels educacionas,
desde 0 1°- grau até a pdsgraduacéo, tanto para dunos desta indtituicdo bem como de outras,
- Cursos e treinamentos préticos epecidizados na area de ecotoxicologia;

- Apoio técnico e detifico em trabdhos de pexuisa e consultorig,
desenvolvidos por outras indtituicdes, pesquisadores, professores e dunos;

- Representacdo no Consdho Municipa de Defesa do Meo Ambiente da Cidade
de Santos (CONDEMA - Santos);

- Representacdo no grupo de trabaho de normaizacdo da Associacéo Bradlera
de Normas Técnicas (ABNT); entre outras atividades ligadas a &ea ambientd.
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3.

TERMINOLOGIA

AGENTE TOXICO : Substancias ou outros meerias, tas como formulagdes quimicas, efluentes
liquidos e &guas contaminadas continentals, etuarines ou ocefnicas , que podem causx efdtos
deletérios quando em contato com 0s organismos-teste.

AGUA DE DILUICAO : Agua naurd ou atificd, de boa qudidede, utilizada para manutencio
de culturas e para redizacdo dos testes de toxicidade.

CONCENTRACAO EFETIVA (CE50;..h.) : Concentracio do agente toxico que causa efeito
agudo ( ex. imobilidade ou morte) a 50% dos organismos-teste, num determinado periodo de
exposi ¢ao, nas condigdes de teste, por exemplo CESO; 48h.

CONCENTRACAO LETAL (CL50;..h) : Concentragio toxica que provoca a morte dos
organignos-tete.  Usudmente  definida como  concentragd  média letd  (CL50), ou sga, a
concentracdo que mata 50% dos organismos expostos a um tempo especifico nas condigBes de teste,
por exemplo, CL5G;96 h.

CONCENTRACAO DE EFEITO NAO OBSERVADO (CENO) : E a maor concentracio
nomind do agente toxico que ndo causa feto ddeério edaidicamente dgnificativo na
sobrevivéncia e reproducdo  dos organismos, nas condiges de teste.

CONCENTRA(}AO DE EFEITO OBSERVADO (CEO) : E a menor concentragdo nomind do
agente toxico, que causa €feto ddeéio edatidicamente dgnificativo na  sobrevivéncia e
reproducéo dos organismos, nas condicdes de teste.

CONCENTRAGCAO PERCENTUAL DE INIBICAO (ICp) : E a concentragio que causa um

percentud  de inibicdo na reproducdo ou no desenvolvimento embrion&io €ou lavd em um tempo
especifico de exposicao, nas condicles de teste.

CONCENTRACAO DO EFLUENTE NO RIO (C.EE.R) : Quando langado em um corpo
hidrico, os efluentes sofrem um gradativo processo de diluicdo, em funcdo da sua vazdo e do
volume do corpo receptor, resultando numa concentragdo find do efluente. Esta concentracdo pode
ser caeulada pelaférmula:

Vazao do Efluente X 100

CER =

Vazdo do Efluente + D?_m

SOLUCOES-ESTOQUE : Solugdes do agente toxico em diferentes concentragies, a partir das
quais SSo preparadas as solugles-teste.

SOLUCOES-TESTE : Solugdes finas do agente toxico, nas queis S50 expostos 0s Organismos-
teste.
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SUBSTANCIA DE REFERENCIA : SubgAnda quimica utilizada para aveiar a senshilidede dos
organigmos-teste.

TEMPO DE EXPOSICAO : Periodo durante o qual um organismo € expostio a uma solugio-teste.

TOXICIDADE : Capecidade inerente do agente toxico em produzir efeitos deetérios aos
organiImos Vivos

TESTE DE TOXICIDADE : Méodo utilizado para detectar e avdiar a capacidade inerente do
agente toxico em produzir efeitos deletérios nos organismosteste.

TOXICIDADE AGUDA : Efeto observado de curta duragdo, que se manifesta rgpida e

severamente, causando a letdidade ou aguma outra manifestacdo do organismo, num intervao de 0
a96 horas.

TOXICIDADE CRONICA : FEfdto de longa duracdo rdaado como mudanca no metabolismo,
crescimento, reproducdo, mutagdes e até mesmo morte dos organismos-teste.

VAZAO MINIMA DO RIO ( Q.10 ) : VazZo minima do rio, média de 7 dias consecutivos, com
probabilidade de retorno de 10 anos Obs: Quando os dados de higdricos de vazéo ndo so
conhecidos, adota-se a pluviosdade na bacia hidrogréfica para determinar a Q7 .10.

VALOR CRONICO (VC) : E amédiageométricados valores de CENO e CEO.
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4. AMOSTRAGEM

A coea de amodra € uma importaite etgpa em quaquer programa de
monitoramento  ecotoxicologico.  Exitem normas edtabdecides pda Associacédo Bredlera de Normas
Técnicas - ABNT, especificas para cada tipo de programa, visando a obtencdo de amostras que
representam a Stuacéo red e globd de um efluente, no estagio em que se encontra. Para a coleta de
amodras de efluentes liquidos e &guas receptoras, deve-se seguir a ABNT NBR 9897 ( Plangamento
de Amostragem de Efluentes Liquidos e Corpos Receptores) e NBR 9898 ( Preservagdo e Técnicas de
Amostragem ¢k Efluentes Liquidos e Corpos Receptores).

4.1 TECNICASDE AMOSTRAGEM

A amodragem de efluentes conditui parte integrd e fundamental de qualquer
prograna de monitoramento de despgos liquidos, pois fornece a bae paa a avdiagdo das
propriedades e efetos potenciais do efluente.

Normamente os efluentes variam em termos de vazéo e de concentragéo de seus
condituintes. Essas variagbes ocorrem devido a uma s&ie de fatores como, por exemplo, mudancas
nos cidos de producéo das indUdrias e variagbes no desempenho dos sSstemas de tratamento, dém das
dteracOes ambientais naturai's que interferem diretamente na dinamica destas substancias.

Poucos efluentes permanecem  edtdveis durante longos periodos de tempo,
mesmo indidriss que operam de forma continua estéo sujeitas a variagbes decorrentes das diversas
atividades operacionals, que podem causar dteragbes nas concentragdes de seus condituintes e

volumes.

Asim, a dedisio quanto a escolha do tipo de amosragem de efluentes i quidos,
£ composta ou indanténea, dependerd ndo O do conhecimento dos processos indudriais e de
tratamento, mas também dos objetivos a que se destinam os resultados dos testes.

A frequéncia de coleta das amodras sera determinada através da invesigacéo de
cada caso, pela experiéncia dos profissonals responsavels e pelo tipo de amostragem  selecionado.

Para a maoria dos casos, nos quas e pretende avdiar a toxicidade média do
efluente, recomendam-se amodras compostas, em periodos vaiados, que ndo devem exceder 24
horas. Em gerd, ese tipo de amodragem tende a agproximar os resultados de toxicidade a vaores
médios, pois 0s picos de efeto tdxico maximo e minimo ndo sfo detectados. Para efluentes indudriais
tratados por processos fisico-quimicos com curto tempo de retencdo, recomenda-se, em especid, a
coleta de amostras compostas.
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As amodras inganténess posshilitam a identificacdo de picos de efeitos tdxicos
maximos e minimos, dependendo da frequéncia de amostragem. Essa arpsragem é redizada quando
h& limitacbes de ordem econbmica em ged, caacterizando-se pea facilidade de opeacdo e
requerendo 0 minimo de equipamento e tempo. A amosragem indanténea € recomendada para
efluentes lancados em regime de intermiténcia; provenientes de tratamento com periodo de detencéo
superior a 14 dias e cuja variaggo de toxicidade ao longo do tempo ja é conhecida

E preciso obsavar que, e a frequéncia de amodragem ingtantanea nZo for
adequada, € possivdl  perder os picos de taxicidade méxima E interessante lembrar que curtos
periodos de exposcdo a devados niveis de toxicidade podem gerar, no ambiente, impactos de curto
periodo de tempo, que podem manifestar-se através de efeitos agudos.

Antes da coleta das amodras, deve-se ter conhecimento das caracteridticas
fiscas, quimicas e bioldgicas, bem como da sua periculosdade, a fim de se regguardar a seguranca das
pessoas envolvidas no manusaio e preparo das mesmas

As amodras, tanto indanténeas quanto compostas, devem ser acondicionadas em
frascos limpos de poligtileno, polipropileno ou de vidro borosslicato escuro. O volume a s coletado
para testes com microcrustaceos e equinodermos deve ser de 1 litro e de 20 litros para testes com
peixes. Os frascos devem ser btamente preenchidos com a amostra de maneira a evitar a presenca de
a nos mesmos. O ensaio deve ser redizado o mais rgpido possivel, ndo excedendo o periodo de sais
horas, contando a partir do inicio da coleta Na imposshilidade de ser obedecido este intevdo de
tempo, a amodra devera sr mantida a 4°C (quatro graus Cesus), a patir do momento da coleta, aé
no méximo de 36 horas. As amodras ndo devem s presarvadas com produtos quimicos e devem ser
efetuadas de acordo com anorma ABNT NBR 9898.

4.2 |DENTIFICACAO DASAMOSTRAS

Cada amodra deve s identificada com uma eiqueta contendo as seguintes
informagdes. Codigo de identificacdo da amodra; Locd de amostragem; Data e hora da coleta e
Nome do técnico responsavel pela cdetadaamostra

E importante que sga preenchido um formulaio controle da amostragem na
indidria contendo, dém das mesmas informagbes das etiquetas, 0s seguintes dados Data e hora do
recebimento da amodtra pelo laboratdrio; Tipo de amodra (Smples ou compodta); Tipo de andise a
ser redizada no laboratdrio; Observaches extras, Resultados de andises fisicoquimicas rotingras
referentes aos pontos que serd0 amodrados, a fim de estabelecer uma possivel corrdacdo entre os
dedos obtidos

pag. 7
TESTES DE TOXICIDADE AQUATICA NO CONTROLE DA POLUICAO




&% UNIVERSDADE SANTA CECILIA—UNISANTA #é&#
LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA PROF. “CAETANO BELLIBONI”

Como sx4 de controle interno da indddtria, esse formul&io nd seguira um
moddo definido, porém todos os par@metros diretamente relacionados ao traamento do efluente, em
cada caso especifico, deveréo ser abordados.

5. TESTESDE TOXICIDADE AQUATICA

Um tede de toxicidade agudtica € um procedimento no qua as respodtas dos
organismos aguaticos S0 usadas para detectar e medir os efeitos de uma ou mais substancias, residuos,
ou fatores ambientals, ozinhos ou em combinaggo, durante um determinado tempo.

Com edas respodas, podese edimar, aravés de méodos edatidicos a
concentragd  dessas  subgtdncias, que cetamente poderdo  causar  toxicidade aos  organismos
representantes dos corpos receptores. Assm, a toxicidade carecteridtica inerente de uma substancia ou
migura de substéncias quimicas s evidencia sobre 0S organismos Vivos e torma-se a Unica vaidve a
Ser controlada

Os estudos ecotoxicoldgicos fornecem os eementos que representam a base para
0 deservolvimento dos teses de toxicidade, levando-se em conta que nem todos os efetos bioldgicos
obsarvedos nos organismos vivos podem ser utilizados com um objetivo praico, pois para que iso
aconteca, torna-se necessaio que os efatos obsarvados tenham um  Sgnificado  ecolégico bem
definido.

Sendo assim, para deteccdo e controle da toxicidade de efluentes indudrias €
importante que os testes de toxicidade sgam bem edtabeecidos e padronizados, a fim de s obter uma

boa reprodutibilidade dos resultados, independentemente da amostra e do laboratorio responsavel pea
redizaco do mesmo.

Dependendo da sua composicdo quimica, dguns efluentes S50 mais toxicos a um
determinado  organismo-tete, por exemplo, dguns efluentes podem S mas toxicos paa
microcrustéceos do que para peixes, ou vice-versa Sendo asim, € recomendado sempre que possive,
avdiar o efdto de um deerminado efluente, N0 minimo com trés organismos, representantes de
diferentes niveis troficos, paa e edabedecer qua 0 organismo mais sensivel e asim, edimar com
maior seguranca, 0 impacto desse efluente num corpo receptor.
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5.1 TESTEDE TOXICIDADE AGUDA

Traa-2 de um teste de toxicidade que avdia uma resposta severa e répida dos
organismos agquaticos a um edimulo que s manifeta , em ged, num intervdo de 0 a 96 horas.
(RAND & PETROCELLI, 1985). Normdmente o €feito obsavado é a ledidade ou outra
manifetacdo do organismo que a anteceda, como 0 estado de imobilidade em adguns microcrustéceos.
(CABRIDENC 7 LUNDHL, 1974).

Para avdiar os efeitos agudos dos agentes toxicos em testes de toxicidade , usa-
s gedmente, a concentragdo efetiva (CESO ...h) que causa mortdidade ou imobilidade a 50% dos
organismos-teste. Assim, a exposicdo a uma eevada concentragdo de agentes tdxicos, mesmo que por
curto periodo de tempo, pode causxr efeitos deetérios aos organismos aguéticos pertencentes a
diferentes niveis troficos, embora costumeramente, estes acontecimentos sgam relaados como
mortalidade de peixes.

5.2 TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

Ede tede avdia agdo dos poluentes cujo efeto traduz-se pea resposta a um
edimulo que continua por longo tempo, gerdmente por periodo que va de 1/10 do cido vitd aé a
totalidade davida do organismo (APRANGUE, 1973; RAND, 1980; RAND & PETROCELI, 1985).

De modo gerd, porém, ndo exdusvo, eses detos o ubletais e observados
em dtuagbes em que as concentragdes do agente tdxico, & quais ficam expostos 0s organismaos,
permitem sua Sobrevivéncia, mas afetam uma ou véarias de suas fungdes biologicas, interferindo, por
exemplo, na reproducdo, desenvolvimento de ovos, crecimento, maturacdo e comportamento em
ged.

No ambiente aguético, obsarvamse os efetos cronicos, quando os efluentes
indudriais  “tratados’ sdo0 langados continuamente nos corpos receptores. Dessa forma, 0s organismos
* expdem a baxas concentragbes de determinados poluentes durante longos periodos de tempo
(STEPHAN & MOUNT, 1973), ocasonando efeitos cronicos a nives sub-letais e aé mesmo letas ao

longo do tempo.
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5.3 TESTEPRELIMINAR

Normamente, um teste de toxicidade é antecedido por um teste preiminar, feito
nes mesmas condigdes, porém com concentragdes edtabeecidas com limites de grande amplitude.
Assm é possivd determinar 0 intervalo de concentragBes, delimitado pela menor concentracdo que

causa imobilidade ou mortdidade a 100% dos organismos e a concentracdo mais eevada na qua néo
ocorre efeito dgum. Edte intervao, por suavez, é utilizado na daboracéo do teste definitivo.

54 TESTEDEFINITIVO

Com o intervadlo de concentragfes edabdecido no teste prdiminar, preparase
uma sie de concentragles intermedi&ias em progressfo geomérica, nas quas SB0 expodtos oS
organisTos  representantes do ambiente aguético. O tempo de exposicdo é determinado pelo tipo do
teste (agudo ou cronico) e pelo método adotado.

55 PRINCIPAISMETODOSPADRONIZADOSDISPONIVEIS

Dentre as principas metodologias padronizadas, aplicadas e aceitas a nive
naciona destacamse as.
Normasda CETESB:
- L5018 - Teste de toxicidade agudacom Dgphnia similis Claus, 1879 (Cladocera, Crustaces).
- L5.019 - Teste de toxicidade aguda com peixes. Parte | - Sstema Estético.
-L5.019 - Partell - Ssema Semi-Edé&ico.
-L5.019 - Parte Il - Sstemade Huxo Continuo.
- L5020 - Teste detoxicidade com Chlordla vulgaris (Chlorophyceee).

- L5.022 - Avdiagdo detoxicidade cronica, utilizando Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 (Cladocera,
Crustacea).

- L5.227 - Bioensaio de toxicidade aguda com Photobacterium phosphoreum (Sistema Microtox).

- L5.228 - Tedte de toxicidade aguda utilizando Spirillum volutans,

-L5.250 - Aguado Mar - Teste de Toxicidade Cronica de Curta Duragio com Lytechinus variegatus
Lamarck, 1816 (Echinodermata,, Echinoides).
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-L5.251 - Aguado Mar - Teste de Toxicidade Aguda com Mysidopsis juniae Silva, 1979 (Mysidaces,
Crustaces).

Normasda ABNT:

-NBR 12713 - Agua - Ensdio de Toxicidade Agudacom Daphnia Smilis Claus, 1876 (Cladocera
Crustaceq).

-NBR 12714 - Agua - Ensaio de toxicidade aguda com peixes - Parte | - Sistema estético.
-NBR 12715 - Agua - Ensaio de toxicidade aguda com peixes - Parte |1 - Sisema semi-estético.
-NBR 12716 - Agua - Ensdio de toxicidade aguda com peixes - Parte 111 - Sistema de fluxo continuo.
- NBR 12648 - Ensaio detoxicidade com Chlordla vulgaris (Chlorophycese).
A letura dessas normas deve permitir 0 entendimento necessrio a execucdo dos
testes, dentro das condigbes de controle que garantam a vaidade dos resultados. Leturas ou consultas

complementares B0 indicadas nessas normas paa orientar 0 executor do teste, quanto aos
procedimentos padronizados.

56 APLICACAO DOSMETODOS: ESCOLHA DOSTESTES APROPRIADOS

Para efeito de controle, o fundamental é conhecer a toxicidade do efluente find,
igdo & do efluente que é despgado no ambiente, independentemente de ser ou ndo tratado. Por varias
razoes, pode ser necessaio conhecer a toxicidade do efluente antes e apds o tratamento, mas as acles
de controle deverdo se basear em resultados obtidos das amostras do efluente findl.

Paa conhecer a toxicidade de um €fluente, basta se colgar amostras)
representativa(s) dos processos indudtriais e submeté-las a testes de toxicidede a nivel agudo €ou
crénico, de acordo com as normas e procedimentos ja citados.

Usudmente, utiliza-se primero um teste de toxicidade aguda, que € mais rgpido
e o qua devemse utilizar egpécies sensives. Em gerd, £ 0 efluente gpresenta toxicidade aguda,
essa informacéo ja pode ser considerada suficiente para dar inicio & agdes de controle.

E recomendavel, ssmpre que possivel, a obtencio de um maor ndmero de
informecbes sobre a toxicidade do efluente, submetendo-o a testes de toxicidade com diferentes
organismos  (microcrudtéacens,  peixes, dges, bactérias ec), posshilitando assm, uma mehor
caracterizacdo do grau de taxicidade do efluente, corpo receptor ou amostra, em gerd.
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O grau de toxicidade pode anda ser mehor caracterizado se, gpds a obtencéo
dos resultados dos testes de toxicidede aguda, for também utilizado os testes de toxicidade cronica,
cujos resultados permitem a geracdo de dados definitivos, referentes a0 potencid de impacto dos
efluentes sobre o corpo d égua.

Os Tedtes de Toxicidade Cronica sGo também utilizados sempre que os testes de
toxicidade aguda goresentarem resultados insuficientes para caracterizar um efeito toxico mensuréve,
isto €, para detectar auséncia ou indicios de toxicidade aguda

Dependendo do objetivo do trabdho a s redizado, o conhecmento da
toxicidede do efluente pode ser obtido através de méodos dternativos, também pedronizados. E o que
* da por exemplo, quando = pretende sdecionar efluentes (screening), ou quando a patir do
conhecimento prévio de sua toxicidade, se quer redizar um estudo sobre sua vaiacdo quditaiva ao
longo do tempo. Para essss findidades o indicados o tete com Dgohnia dmilis com 24 horas de
exposcén, €ou os tedes bacterianos com Photobacterium  phosphoreum (Sstema microtox) e
Soirillumvdutans, em funcdo da rapidez de resultados e da capacidade laboratorid aumentada.

Em trabdhos rotindros de monitoramento e controle de efluentes, esses
méodos, mas rgpidos podem s utilizados desde que edudos prévios demongrem uma reacéo
Quarntitetiva entre os resultados de testes ja utilizados paa o edabdecimento da toxicdade
permissivel.

Os testes de toxicidede, principdmente os cronicos, podem ser utilizados, anda,
quando = desga avdiar provaveis efetos causados por efluentes em &guas receptoras, a jusante dos

lancamentos pontuas.
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5.7 PRINCIPAISEQUIPAMENTOSE MATERIAISEMPREGADOS

- Autoclave;

- Baanca Anditica;

- Bico de Bunsen;

- Bomba de Vécuo;

- Camarade Huxo Laminar;
- Camara de Germinacéo com Fotoperiodo;
- Camara de Neubauer;

- Centrifuga;

- Compressor para Aeracéo;
- Condutivimetro;

- Deonizador;

- Dedtiledor;

- Espectrofotdmetro;

- Estufa Esterilizadorg;

- Gdadeirg;

- Lupa Egterioscopica;

- Luximetro;

- Medidor deO.D;;

- Microscopio;

- Termbmetros, entre outros.

Dentre as vidrarias, destacam-se;

- Aquéios,

- Bades Volumétricos;

- Bégueres,

- Crigtdizadores;

- Frascos Marioti;

- Pipetas

- Tubos de ensaio, entre outras.
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5.8 TESTESDE TOXICIDADE COM Daphnia similis

Ede méodo condste na exposcdo de individuos jovens de Daphnia smilis a
vaias concentragdes do agente toxico, por um periodo de 24 a 48 horas, nas condighes prescritas na
norma ( NBR 12713 ). Td procedimento permite determinar a CE(L)50, 24 ou 48 h. do agente toxico
aser testado.

A &ua de diluicio pode ser naturd, isenta de contaminantes €ou recondituida
com uma dureza totd de 40 a 48 mg/l de CaCO; , pH 7,2 a 7,6 e condutividade de goroximadamente
160 ngcm. O controle de qudidade de cada lote de &gua é redizado dravés de um ensdo de
vidbilidede, onde uma determinada populacéo de organismosteste € exposta a &ua de diluicdo, nas
condiches de teste. O lote de &ua de diluicio é acatavd paa uso se a taxa de imohbilidede eou
mortalidade ndo for superior a 10%, durante um periodo de 48h.

Os organismos-teste, jovens de Daphnia smilis sfo capturados em culturas
previamente sdecionadas, com o auxilio de uma pipeta Pasteur de ponta arredondada, com 2 mm de
didmetro. Os mesmos sdo colocados em outro crigtdizador, limpo e com a mesma &gua de diluicio que
serd empregada no preparo das concentragdes que serdo testadas. Devemn ser utilizados neonatas de 6 a
24 horas de idade, por ser consderada uma fase de grande sensibilidade nesta espécie.

Smultaneamente a0 ensao com o0 agente toxico, € fdto um teste de
senshilidade dos organismostete A senshilidade dos organigmos-teste € avdiada aravés da
determinac@o da CES0, 48 horas, ao dicromato de potassio (K CrO-), que é a substéncia de referéncia
comumente utilizada para esta espécie. Sendo que 0 méodo € 0 mesmo tilizado na determinacéo da
CE50 da amodtrateste. A faixa aceitavel da CE50 a0 KCr,0O; para Daphnia smilis é de 0,04 a 0,17
mg/l, conforme ametodologia

Antes do preparo da amostra, € necessario ter o conhecimento das caracteristicas
fidcas, quimicas e biologicas, bem como a sua periculosdade, a fim de s tomar os cuidados
NEecessai0s N0 manuseio da mesma, dém de contribuir nainterpretacdo dos resultados.

Logo que as amodras déo eitrada no laboratdrio, so registrados os teores de
oxigénio dissolvido, pH, condutividede e dureza totd, nas respectivas fichas de controle (fig.2). Estes
dados também contribuem para ainterpretacéo dos resultados.
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Figura2. Andises fisco-quimicas.

As solugbes estoque S0 preparadas pouco antes do inicio do teste, em baldes
volumétricos (fig.3), utilizando-se também de pipetas volumétricas e autométicas de diversos volumes
Logo gods, inida-s2 0 preparo das solugbes-teste, concentragfes estas que sfo diluidas em tubos de
ensaio de 10 ml, apartir das concentragOes estoque.

A

_EEAN e =
Figura 3. Preparo de solu

cOes-estoque.
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No tete ddfinitivo, a maor concentracdo deve ser a menor concentracdo que
causou efeito (imobilidade) aos organismos no teste preiminar. A partir dessa concentragéo, escolhe-
s 5 ou 6 concentragBes intermediarias decrescentes em escala logaritmica. Para cada concentracdo s8o
preparadas 4 réplicas, sendo que paa cada réplica S0 adicionados 5 organismos, totdizando um
ndmero de 20 organismos por concentracio-teste.

ApGs a conclusio da montagem do teste, anotarse 0 hor&io de inicio na ficha de
teste e colocase em ambiente escuro, a uma temperatura de 20 + 2 °C , sam dimentagdo, por um
periodo de 24 ou 48 horas (fig.4).

Figura4. Camarade testes. 3

Ao término das 24 ou 48 horas de exposcdo, € fdta uma contagem dos
organisTos  imobilizados €/ou mortos em cada concentragdo e sf0 regidrados os teores finas de
Oxigénio Disxlvido (OD.) e potencd hidrogenionico (pH). Com os dados obtidos no ensao
definitivo, determinaese a CE(L)S0 24 ou 48 horas e sau intervalo de confianca através de métodos
edtatisticos gpropriados.
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59 TESTEDE TOXICIDADE COM Ceriodaphnia dubia

Ede méodo consste na exposicéo de individuos jovens do género Ceriodaphnia
a varias concentragfes do agente toxico, por um periodo de 7 dias, nas condiches prescritas na
norma
( CETESB - L5022 ). No find do periodo de exposcéo, determina-se 0 nimero médio de jovens
produzidos por fémea e 0 nimero de fémeas adultas sobreviventes. Com estes dados, pode-se cdcular
aCENO, CEO ealCp do agente toxico em estudo.

No teste sho ultilizadas Ceriodaphnias jovens de no méximo 24 horas de idade,
tendo todes nastidas dentro de um periodo de 8 horas e obtides a partir de culturas mantidas em
condligdes laboratorials padronizadas.

A &ua de diluicdo pode s naturd supeficid ou subterrénes, filtrada em rede
de plédnccon com 30 ou 45 nm, isenta de contaminantes de qudidade condante. O controle de
quaidade de cada lote de &gua é redizado aravés de um ensaio de vidilidade onde uma detlerminada
populacio de organigmos-teste é exposta a &ua de diluicdo, nas condigdes de teste. O lote de &gua de
diluico é acatavd para uso s a taxa de imobilidade €lou mortdidade néo for superior a 10% durante
um periodo de 48 horas.

Os organignosteste sGo obtidos a patir de fémeas ovigeras, mantidas em
culturas previamente sdecionadas, cgpturados com  auxilio de uma pipeta Pasteur de ponta
aredondada, de goroximedamente 2 mm de didmero. Os jovens coletados S0 mantidos em um
crigdizador, limpo e com a mesma &ua de diluicib que srd utilizada no preparo das lugbesteste a
temperaturade 25 + 1° C e devem ser utilizados no teste, dentro de um periodo méximo de 24 horas.

Periodicamente, a senghilidede dos organismosteste é avdiada aravés de um
tete de toxicidade aguda com a substéncia de referéncia, cdoreto de sodio ( NaCl ). Sendo que o
méodo € 0 mesmo que 0 empregado para determinacdo da CES0 ( CETESB - L5. 018 ). O vdor da
CES0; 48 horas. acetavel pda norma deve estar compreendido em um intervao de + 2d ( d = desvio-
padréo) em relacéo aos va ores médios obtidos anteriormente.

Antes do preparo da amosira, € necessaio ter o conhecimento das caracteristicas
fidcas, quimicas e bhioldgicas, bem como a sua periculosdade, a fim de s tomar os cuidados
Necessri0s N0 manuseio damesma, dém de contribuir nainterpretacdo dos resultados.

Logo que as amodras déo entrada no laboratorio, sfo registrados os teores de
oxigénio dissolvido, pH, condutividade e dureza totd, nas respectives fichas de controle Estes dados
também contribuem naiinterpretacéo dos resultados.

As solughes estoque sB0 preparadas pouco antes do inicio do teste, adicionando-
s quantidedes conhecidas do agente tdxico em volumes definidos de &gua de diluicio, em bades
volumétricos utilizando-se também de pipelas volumétricas e automéicas de diversos volumes. Logo
Jo0s, inida-2 0 preparo das solugdesteste, concentracBes estas que S0 diluidas em bégqueres de 30
mL, apartir das solugdes estoque.
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No teste definitivo, a maior concentragdo deve ser a menor concentragéo que
causou efeto (imobilidade) aos organismos no teste preiminar. A partir dessa concentracdo  escolhemt
s 5 ou 6 concentragBes intermediarias decrescentes em escala logaritmica. Para cada concentracéo,
S0 preparadas 10 réplicas, sendo que para cada réplica é adicdonado 1 organismo, totdizando um
ndmero de 10 organisSmos por concentracdo-teste.

Indar 0 expeaimento, colocando um organigmo jovem, em cada béguer,
contendo as respectives solucdosteste e com dimento. A hora do inicio do experimento deve ser
anotada no formul&io controle e os frascos tete devemn sar mantidos a temperatura de 25 =+ 1° C,
com o fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuriddo. Os organismos devem s dimentados
diaiamente com 0 mesmo tipo de dimento e com a mesma quatidede que é empregada na
manutencdo das culturas,

As solugbesteste S0 renovadas no terceiro e quinto dia gpos o inicio do teste. A
cada troca de solucdo, transfere-s2 0 organismo para a nova lucdo com dimento. Anota-se 0 nimero
de neonatas produzidos em cada réplica, de cada concentragdo, em formulaio especifico. Redizamse
as andises fis co-quimicas das solugdes novas e das subdtituidas em cada troca.

O teste deve s encarado quando 60%, ou mas, das fémess adultas
sobreviventes no controle tiverem produzido sua terceira geragdo ou, gproximadamente, 7 dias. ApGs o
término do tede, deve-se determinar 0 nimero de jovens produzidos por concentracdo. Cdcula-se o
nimero médio de jovens produzidos por fémea adulta Esse vador proporciona uma medida combinada
do efeito do agente toxico na sobrevivéncia e na reproduco.

Paa a andise edaisica dos dados, recomendamse os métodos estatisticos
descritos em U.SEPA. /600/4 - 89/001. Através deta andise edtatidtica, determinamse 0 CENO e a
CEO. Pode-se determinar, também, o vdor crénico (V C ), que é a média geométrica da CENO e da
CEO e anda mais recentemente o 1Cp.

510 TESTEDE TOXICIDADE COM Lytechinus variegatus

Este méodo consge na exposicdo de ovos fecundados de ouricos-do-mar
(Fg-3
( Lytechinus variegatus ) a véias concentragbes de um agente toxico, durante a totdidade do periodo
de desenvolvimento embrionéio, que é de 24 a 28 horas, nas condigdes prestritas na norma ( CETESB
- L5250 ). Td procedimento permite a determinacdo da CEO, CENO e ICp do agente toxico testado,
durante o periodo de exposicéo.

Antes do preparo da amostra, € necessrio ter o conhecimento das caracterigticas
fiscas, quimicas e bioldgicas, bem como a sua peiculosdade a fim de s tomar os cuidados
Necessarios N0 manuseio damesma, dém de contribuir nainterpretacéo dos resultados.

Logo que as amodras déo entrada no laboratorio, S0 registrados os teores de
oxigénio dissolvido, pH e sdinidade, nas repectivas fichas de controle. Estes dados contribuem para
interpretacéo dos resultados.
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A &ua de diluicio, empregada na redizacd do teste, é preparada a partir de
uma &ua do mar naturd, isenta de contaminantes, a sdinidade de 335 + 15 %o , filtrada aravés de
filtros especificos.

Para a obtencéo dos gametas sGo necessaios 6 ouricos-do-mar, 3 de cada sexo,
gque sf0 coletados através de mergulho em &ess ndo contaminadas e em seguida transportados para o
laboratorio, em condiches goropriadas.  Como estes organismos néo  gpresentam dimorfismo  sexud
extano, € feta uma triagem dos mesmos dravés de injecdo de cloreto de potésso (KCl), que
edimula a liberagdo dos gametas. Atudmente, edta triagem € redizada por meo de choque eétrico,
minimizando 0 “dress“ nos organismos (fig.5).

Figura 5. Obtencéo de gametas através de equipamento eétrico.

A senshilidede dos organismos-teste deve s avdiada com uma substéncia de
referéncia ( sulfato de zinco ) em pardedo a0 ensao com a anodra a s testada Para a andise do
resultado do teste com a substéncia de referéncia, cdcula-se a CESO; 24 a 28 horas. Este cdculo pode
Ser redlizado atraves do méodo edtetistico “ trimmed SpearmanKarber “ ( Hamilton et di, 1977).

Para testes com €efluentes indudriais, gerdmente € necess¥io 0 gude da sua
<indade para 335 + 15 %o . Ede gude é redizado por melo de acréscimo de quantidede
conhecida de sdmoura, preparada por congedamento da agua do mar. Apds 0 descongelamento, retémt
s a fragdo inicdd fundida, que possui um eevado teor de sais. Para cdcular a quantidade de sdmoura
desgada, utiliza-se aformula sugerida por Sdoméo (1978), de acordo com anorma

S20 sdecionadas 5 ou 6 concentragBes do agente toxico, dém do controle. No
tesde definitivo, a maor concentragdo deve ser a menor concentragdo que causou efelto (reproducéo e
mortdidade) aos organismos no tede preiminar. A partir dessa concentrecdo, escolnemse 5 ou 6
concentragdes intermediarias, decrescentes em escalalogaritmica
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As solugbes estoque S0 preparadas em bades voluméricos —utilizando-se
também pipetas volumétricas e automédicas, de diversos volumes. Logo gpds, inicia-se 0 preparo das
solucles-teste, concentragdes estas que s2o diluidas em  tubos de ensaios, a partir das concentragbes
estoque. Para cada concentrago, S0 preparadas 4 réplicas com volume de 10 ml e 10 réplicas paa o
controle, 5 das quais sré@o utilizadas para se determinar 0 momento de encerramento do experimento e
para as medigdes de sdlinidade, oxigénio dissolvido e pH.

Os oOvulos, identificados pela coloracdo amardada, sfo coletados em um béquer
de 400 ml. cheios com &gua de diluicio a temperatura de teste ( 25 + 2°C ), com a supefice abord
voltada para baixo, de forma que os gondporos fiquem imersos na agua. Ja os espermas, identificados
pela cor branca, devem s coletados através de uma pipeta Pesteur de ponta fina, diretamente dos
poros genita's e colocados em um béguer de 30 mi, evitando-se 0 contato com aégua do mar.

ApGs a obtencdo dos gametas, € efetuada uma verificagdo da viabilidade dos
ovulos, 0s mesmos devem ser redondos, lisos e de tamanho regular, enquanto os espermatozoides S0
preservados sob refrigerac@o. Confirmada a viabilidade dos dvulos efdtuase a fecundacdo atificid,
homogenazando-se 0s gametas. Aguarda-se goroximadamente 10 minutos e efetua-se a contagem  do
nimero de évulos fecundados, identificivels pela membrana de fecundaco a sua volta; deve haver, no
minimo, 80% de ovos fecundados Em seguida, cdcula-se 0 volume da solucdo de ovos fecundados a
ser colocada no tese, sendo que este volume cdculado deve conter agproximadamente 300 ovos de
acordo com a norma. O volume cdculado serd acrescentado aos recipientes teste, quando decorridos

30 minutos desde o inicio do processo de fecundago; esse volume néo deve exceder 200ml.

Apbs a concdusdo da montagem do teste, anota-se 0 hor&io de inicio na ficha de
teste e colocase na cAmara de germinagéo, a uma temperatura de 25 + 2 °C, por um periodo de 24 a
28 horas, nas condigdes prescritas na norma técnica ( CETESB - L5.250 ). Decorridos 24 horas do
inicio do experimento, andisase uma subamodra, de uma das 10 réplicas do controle, a0 microscopio
e veificase 0 edagio de desenvolvimento de, no minimo, 50 embrifes Encerrase o expeaimento
quando, pdo menos 80% dos embrifes tiverem dingido o eddgio lavd de equinopluteus bem
desenvolvido. Caso ainda ndo edga nesse edagio de desenvolvimento, efetuar novas laturas nas
outras réplicas do controle, de horaem hora, até que se atinja 0 estagio de desnvolvimento.

Atingido 0 estagio de equinopluteus , anota-se 0 hor&io de encaramento na
ficha de tete. O contelido de cada tubo deve ser entéo transferido para um frasco correspondente, de
11 ml, contendo 05 ml de formol tamponado com borax. Cada frasco deve ser imediatamente tampado
e agitado, para preservacdo dos organismos.

Durante a latura do teste, deve-se andisar uma subamostra de cada frasco a0
microscdpio, em uma  camara de contagem ( SedgwickRafter ou smilar ), verificando-se 0 estagio de
desenvolvimento e a ocorréncia de anomdias nos 100 primeros organismos contados, anotando oS
dados da leitura na ficha correspondente.
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Apds a leitura dos resultados efetuase a andise eddidica dos resultados,
obtendose a CENO , CEO e a ICp de acordo com méodo edatistico empregado. Para efeito dos
cdculos edatidicos , tato o retardamento como a ocorréncia de anomdias sf0 condderadas como
efetos, devendo-se somar, em cada concentracéo, o tota de embrides afetados.

6. ORGANISMOS-TESTE

Véias epécies de organismos vém sendo empregadas internaciondmente em
testes de toxicidade, gerando subsidios importantissmos para uma mehor  avdiacdo e caracterizacéo
dos efeitos agudos e crénicos em diversos agentes toxicos e corpos receptores. Dentre 0s principais
grupos de organismos, Utilizados em ensdios laboratorials, destacamse microadgas, microcrustaceos,
equindides, poliquetas, oligoquetas, peixes e bactérias Representando 0s mas diversos ecossisemas e
niveistréficos.

Para a escolha do organismo-teste geramente usamse 0s seguintes critérios de

~

seecéo:

* Significativa representacéo ecol0gica dentro das biocenoses;

* Cosmopolizacéo da espécie;

* Conhecimento dabiologia, fisologia e habitos dimentares;

* Edtabilidade genética e uniformidade das popul ages;

* Baixo indice de sazondidade;

* Sensbilidade congtante e gpurada ;

* Tipo de experimento.

She-se no entato, que ndo exite uma Unica espécie de organigmo-teste que
represente  integrdmente os efeitos causados em um determinado ecosssema Por esse motivo deve-

s empregar no minimo trés egpécies de diferentes niveis da cadeia dimentar, a fim de se obter
resultados mais precisos .
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6.1 BIOLOGIA, COLETAEMANUTENCAO

O oonhecimento da hiologia culivo e manutengéo de organismos  em
laboratdrio, condituemse nos aspectos  fundamentais para a execucdo, interpretacdo e confiabilidade
dos resultados de um teste de toxicidade. Assim, é necessxio dispor de técnicos treinados e
profissonals especidizados para desenvol ver essas atividades.

A abordagem que segue, referese excdusvamente & espécies de organismos
empregadas rotineiramente no Laboratdrio de Ecotoxicologia

6.1.1 MICROCRUSTACEOS ( Daphnia& Ceriodaphnia)

Representantes das diversas Classes do Flo Crudacea, o  amplamente
empregados como bioindicadores em  trabahos ecotoxicoldgicos, principdmente devido a0 grande
conhecimento que e tem disponivel sobre a hiologia e fisologia da maoria das espécies envolvidas,
facilidade de coleta e manutencdo em laboratdrio, entre outras caracteriticas relevantes que os
enquadram facilmente dentro dos critérios de selegéo (item 6.).

A Classe Branchiopoda € representada  por  peguenos crustéceos de égua doce e
contando com  poucos representantes marinhos, 0 nome Branchiopoda significa “ pés  branquias “ .
Nesses goéndices do tronco, dém das trocas gasosas, ocorre também a filtragem de pequenas
paticulas que servem de dimento, <sendo desta forma dirdamente afetados pela contaminacéo
ambienta.

As cerca de 800 espécies descritas de Branchiopoda pertencem a quatro grupos
digintos e os membros dos dois grupos que condituem a Ordem Diplodraca, principdmente as  “
pulges d'&gua “, representantes da  Subordem Cladocera, sfo laterdmente comprimidos e 0 corpo
encontra-se fechado dentro de uma cargpaca bivave quitinosa. Os Cladoceras condituem a metade dos
Branquidpodos e induem muitas espécies cosmopolitas e comuns, tas como as que petencem ao
Género Daphnia e Ceriodaphnia.

As “ pulgas d&ua “, tanto as Daphnia (fig.6), como as Ceriodaphnia, sio
comumente encontradas em lagos e represas de &guas continentais. Medem caca de 0,1 a 50 mm de
comprimento e possuem uma cargpaca transparente bivave. Em condicBes naturais,  dimentamse
basicamente de dgas, bactérias, protozo&ios e de uma grande variedade de detritos organicos, os quas
S0 cgpturados dravés de seu sgema de filtragem. Por meio de vaios mecaniamos complexos, as
paticulas dimentares coletades S0 trandferides para um sulco dimentar meo-ventrd, onde o
envolvidas em muco e depois movidas paa frente a@é as maxilas, que empurram o dimento para o
interior da boca
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Figura 6. Dgphnia

A locomocio das “pulges dagud’ € efetuada principdmente através das
segundas antenas birremes que funcionam como se fossem remos. O movimento € predominantemente
vertica e aos pulos, judtificando a denominacéo popular.

Os ohos compostos e sésxis  encontramse fundidos em um Unico olho
mediano rotacionave e € utilizado para orientar 0 anima na natago.

As trocas gasoses S0 efetuadas por edruturas especidizadas, Stuadas nos
goéndices do tronco, denominadas brénquias. A presenca da hemoglobina depende frequentemente da
concentrag2o de oxigénio exigente no meio, de forma que os animas tornamse incolores em &guas
bem aeradas e daranjados em &guas estagnadas.

O coracdo dos claddceros € um pegueno saco globular , com somente um par de
Odios, 0 qud repousa dorsdmente na parte anterior do tronco. O ssema arterid restringe-s2 a uma
curta aorta anterior néo ramificada

Sua reproducdo, em condigdes normais, ocorre por partenogénese, au Sga,
asexuadamente, como em muitos rotiferos. Os ovos dipldides partenogendticos eclodem  dando
origem a fémeas, podendo uma Unica fémea produzir uma sucessio de geragdes. O desenvolvimento €
direto e o0 jovem (neonaa), deixaacamaraincubadora e passa aviver independentemente.

Porém, quando as condiches se tornam desfavoraveis (tails como dteracBes de
temperatura, de dimento, superpopulacdo, entre outros fatores), provocam O agparecimento de
machos. Com 0 surgimento de machos, ocorre a reproducdo sexuada, originando um ovo de resséncia
chamado €fipio. Os efipios flutuam, afundam ou aderem a objetos, podendo suportar 0 ressecamento ,
0 congdamento e aé as enzimas digedivas. Consequentemente, os ovos eclodem rapidamente quando
encontram as condigdes ideais, dando origem a uma fémea que reinicia 0 ciclo partenogenético. Por
meio destes ovos ocorre a dipersao e a perpetuacdo dessas epécies.
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6.1.2 Coletae Manutencdo (Daphnia & Ceriodaphnia)

As “pulges d'&gud’ o gerdmente coletadas aravés de redes de plancton com
dimensdes especificas, varidveis de acordo com o tamanho de cada egpécie (250 a 500 mm).
Atudmente, aqui e em V&ios paises, laboratorios especidizados como o da CETESB em SP., entre
outrcs, comercidizam lotes de organigmosteste e servicos ligados ao treénamento e desenvolvimento
desta tecnologia

Diversss técnicas podem s utilizades para o cultivo de Daphnia spp., sendo
gue a destrita a seguir  tem Sdo utilizada para Daphnia smilis , com o objetivo de obter-se  neonatas
para serem empregados em testes de toxicidade.

Os organismos o mattidos em  criddizadores, ou cubas dmilares, com
cgpecidede de 4 litros, onde = adicionam goroximedamente de 80 a 100 organismos em 3 litros de
agua naturd de boa qudidade, corrigida e isenta de contaminecio. Essa &gua  deve ser de um
manancid previamente testado e gprovado, filtrada em rede de pléncton com madha de 30 a 45 nm,
pH proximo da neutrdidade e a dureza totd deve ser em torno de 40 a48 mg/l de CaCOs.

A sda de manutencdo das culturas deve s limpa, isenta de poeiras e vapores
toxicos, possuir Sgema de condicionamento do a e controle de temperatura, que deve s de 20 £ 2°
C. As culturas S50 mantides em camaras de geminecdo (FANEM - Mod.347 CDG / fig.7), com a
temperatura citada e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, a uma intensdade luminosa
de, goroximadamente, 1000 |ux.
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Figura7. Camara de germinacéo com temperatura e fotoperiodo controlaves.

Os organismos sfo dimentados diariamente, no mesmo hor&io de preferénda
com uma suspensio dgécea de Selenastrum capricornutum de concentragdo previamente estabelecida,
aravés de quantificacdo em camaras de contagem especificas. Cada organismo deve receber, por dia ,
goroximadamente 2 X 10° cdulas de dgas como dimento (fig. 8). Podem ser empregadas outras
egpécies de dgas como dimento, sendo que para cada espécie, a concentracdo € variave de acordo
com amassacdular e vaor nutritivo.

Semanadmente, as culturas s2o trandferidas para outros crisaizadores limpos e
com novo |ote de agua de manutencdo. Diariamente € feito o controle populaciond e depais, filtrase a
agua das culturas, de acordo com anecessidade, afim de seretirar cargpagas e excretas, dém de
propiciar uma certa aeracéo (fig. 8).
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Figura 8. Alimentacdo e manutencZo de culturas.

Todos os dados de controle de temperatura, pH, dureza, condutividede e
oxigénio disolvido, de cada lote de égua de manutencéo das culturas , bem como informacBes sobre a
manutencdo e eventuas ocorréncias, devem ser registrados em suas respectivas fichas de controle.

6.1.3 Ouricos-do-Mar (Lytechinus& Echinometra)

Os representantes do Flo Echinodermata, principdmente os membros da Classe
Echinoidea (ourigos-do-mar), também sfo amplamente utilizados em testes de toxicidade em todo
mundo, devido aos mesmos fatores citados anteriormente no item 6.

Os membros radias ou regulares de equindides, conhecidos como  ourigos-do-
mar, apresentam O corpo mas ou menos eférico e encontra-se amado com espinhos méves
relativamente longos. Podem ser marrons, negros, roxos, verdes, brancos ou vermehos e dguns o
multicoloridos. A maioria possui de 6 a 12 cm de didmetro, mas dgumas egpécies do Indo-Pecifico
podem aingir até 36 cm de diametro.

O corpo do ourico-domar pode ser dividido em um hemidéio dord e um
ord, com as partes disposas ao redor de um eixo polar.

No pdlo ord encontra-se a boca, que esta voltada para o substrato. A boca é
crcundada por uma membrana peisgomid, que possui vaias edruturas diferentes, dispostas de modo
radid. Exigem cinco pares de curtos pés arvbulacras e cinco pares de branquias. Além dos pés
ambulecras bucas e das brénquias, a &ea @ redor do perigomo porta pequenos espinhos e
pedicdaias, que so pequenas pingas que auxiliam nalimpeza e captura de aimento.
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No polo abord, enconrase a regid and, conhecida como periprocto. O
periprocto € condiituido por uma pequena membrana circular com 0 &wus a0 centro e um ndmero
variave de placas incrustadas, de acordo com a especie.

A superficie corpord globosa é dividida em dez secgdes radials, que convergem
nos polos ord e aord. Cinco secgles goresentam pés ambulacrais e sBo denominadas éress
ambulecrais. As &eas ambulacrais sfo dternadas com secgles, sem pés ambulacrais, chamadas de
regides interambulacrais.

As placas esqudéticas S0 digpostas em fileiras que correm do pdlo ord para o
pdlo abord. Cada &ea ambulacrd é composta de dues fildres de places ambulacrais e cada &ea
interambulacra € compoda de duas fileiras de placas interambulacrais. Consequentemente, exisem 20
fildras de placas, 10 ambulacras e 10 interambulacrais. As placas ambulacrais sGo perfuradas por
pequenos orificios, que formam canas que conectam as ampolas internas com o0s pés ambulacraios
externos.

Ao redor do periprocto, encontra-se uma série de placas, que consstem de
cnco grandes placas genitas e cinco placas oculares menores. As placas genitas, cada uma portando
um gondporo, dinham-se com as placas oculares, que coincidem com as &eas ambulacras.

Os eypinhos mévels que sf0 caracteridicos dos ourigos-do-mar, aranjam-se
mais ou menos Smetricamente nas &eas ambulacrais e interambulacrais. Os epinhos B0 mais longos
a0 redor do equador e mas curtos nos polos. A maoria dos ourigos-do-mar possui espinhos longos
(primarios) e curtos (secund&ios), com 0s dois tipos sendo mas ou menos digribuidos sobre a
superficie corpora. Os espinhos s2o gerdmente cilindricos e afilados na ponta

A locomocdo dos ourigos-do-mar € efetuada através dos pés ambulacrais e os
epinhos podem ser utilizados para empurrar e levar a superficie ord para fora do subdrato. Os
ourigos-do-ma  podem mover-se em quaquer direcio e edta rdacionado intimamente com a atividade
dimentar.

Algumas egpécies como Echinometra lucunter (fig9) sfo capazes de escavar
buracos (locas) em rochas e outros materiais firmes. A perfuracéo é redizada pela acdo ragpadora do
goarato medtigador. Este comportamento perfurador parece sr uma adaptacdo ao excessvo embate de
ondas e essas espécies sfo predominantes em habitats expostos a &guas turbulentas.

pag. 27
TESTES DE TOXICIDADE AQUATICA NO CONTROLE DA POLUICAO




&% UNIVERSDADE SANTA CECILIA—UNISANTA #é&#
LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA PROF. “CAETANO BELLIBONI”

Figura 9. Echinometra lucunter

Os ouricosdomar dimentamse aravées de um goaato ragpador dtamente
desenvolvido, denominado lanterna de Aristdtdles. O apardho € composto de chnco grandes placas
cdcaess, chamadas de pirdmides, que sfo digpodtas radidmente. Na extremidade ord da piramide,
encontramse cinco dentes pontiagudos, extremamente duros. Por meio de mlsculos especias, a
lanterna pode protrair-se e retrar-se parcidmente através da boca Outros musculos controlam os
dentes, que podem ser abertos e fechados.

A maoria dos ourigos-do-mar S0 ragtgadores, que ragpam com seus dentes a
supefide do subgtrato. Embora as dgas condituam, gedmente, o dimento mas importante, a
maioria das espécies incluam uma grande variedade de materid vegetd e animd em suas dietas.

No interior da lanterna de Arigtdteles, encontrase uma cavidade bucd e uma
fainge que sobe pdo gpardho, conectando-se a um esifago e pogteriormente a0 estdmego, que faz
uma volta completa pelo interior do animd, aé encontrar-se com o intestino que sobe para encontrar-
Se a0 reto, que e esvazia através do anus dentro daregido periproctd.

Os predadores dos ouricos-domar  incluem as lontras marinhas, agumas
epécies de peixes, determinados gastropodos e as edtrdasdomar. Os ovos dos ourigos-do-mar
também sdo usados como dimento por humanos em varias partes do mundo, especidmente no Japéo.

O fluido cddmico € o prindpd meio circuladrio e todos os pés ambulecrais
contribuem para a troca gasosa. Na maioria das espécies, os pés ambulacrais, préximos a regido abord,
modificamse de vé&rias maneiras para essa fungéo.
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O dgema nevoso é composo de um ane circum-oral, que envolve a faringe no
interior da lanterna; 0 nervo radid passa entre as pirAmides da lanterna e corre @0 longo do lado
inferior da concha As numeosas cdulas sensorias no  epitdlio, particularmente nos  espinhos,
pedicel&ias e pésambulacrais, congdituem  aparte principa do sstema sensoria dos equindides.

Gadmente os ourigos-do-mar B0 negativamente fototropicos e muitos tendem
a procurar fendas nas rochas. Algumas espécies, tais como Lytechinus variegatus (fig.10), recobremt
se com fragmentos de conchas e outros objetos, utilizando os pés ambulecrais.

Fgural0. Lytechinus variegatus.

Todos os equindides regulares sdo didicos e apresentam  cinco  gonodas
uspensas ao longo dos interambulacros, no lado interno da concha Um pequeno gonoduto estende-se
aboramente a patir de cada génada e abre-se aravés de um gondporo locdizado em uma das cinco
placas genitais. Os espermatozdides e os 6vulos o liberados na égua mainha, onde ocorre a

fertilizaco.

A divagem é equivdete aé o etfgio de oito cdulas depois do qud o©s
blastbmeros no pdlo vegetd proliferam e multiplicamse, formando vé&ios micrbmeros. Segue-s2 uma
blastula tipica, sendo que esta se torna dliada e livre natante dentro de um periodo gproximedo de 12
horas, gpds a fetilizagdo. A gadtrulagdo € tipica, mas € precedida por uma proliferacdo interior de
cdulas por pate dos micrdmeros , que formam o menquima. A gédrula torna-se ligeiramente conica
e desenvolve -s gradudmente em uma larva plancténica, denominada equinopl(teo, que possui seis
paes de longos bragcos lavas. O equinopliteo nada e s dimenta por V&ios meses aé o
desenvolvimento do exqueleto, que o faz afundar graddivamente a0 subdrato, onde s fixa em locais
abrigados.
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6.1.4 Coletae Manutencdo ( Lytechinus & Echinometra)

A coeta de ourigosdo mar é efetuada dravés de mergulho. Gerdmente so
encontrados no costéo rochoso ou associado a formagbes rochosas e cordinas ndo muito profundas.

Os Lytechinus variegatus (fig.10) possuem uma coloragéo, que varia desde verde
cdao, aé roxo e ocorrem principdmente em subdratos aenorochosos, onde sfo  facilmente
identificados por uma cobertura de conchas entre outros fragmentos que s capturados ao redor e
armazenados na regido abord .

Ja os Echinometra lucunter s80 negros ou amaronzados e sempre mais
nuMerosns, ocorrendo em  praticamente todo subdrato rochoso, tanto no costé como em rochas e
fendas.

ApGs a coleta, 0s organismos 2o triados, de acordo com a  demanda necessaria
paa a redizacdo dos experimentos e, em seguida, sfo acondicionados em caixas com &gua do proprio
locd de coleta e imediatamente trangportados para o laboratorio.

No laboratdrio, os animas o trandferidos para tanques e agqudrios, contendo
&ua do mar em condigdes ideais (fig.11). Sfo dimentados com macrodgaes ( Ulva lactuca ), que
também 2o coletadas no mesmo locad de onde os animais foram colhidos.

Figura 11. Tanque de manutenc2o de ourigos-do-mar.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Ao témino de um teste de toxicidede, sGo obtidos diferentes niveis de um efeito
toxico prédeterminado, 0s quas etd em funcdo das diferentes diluigdes do agente quimico,
empregadas no experimento. No entanto, € necessaio dispor de métodos edatisticos para determinar
um Unico vaor, que represente o conjunto dos dados gerados. Normamente, o vaor obtido num teste
de toxicidade aguda € a CES0 ou CL50 e para os testes de toxicidade cronica e crérica de curta
duracéo, determinamse a CENO e a CEO. Pode-se determinar também o vaor crénico (VC), que é a
média geomérica da CENO e da CEO e mais recentemente a ICp, que é a concentracdo percentud de

inibicZo,

O motivo da determinacédo da concentragéo efetiva ou letd a 50% dos
oganigmos (CES0 ou CLS50) devese a menor vaigbilidade na edimaiva deste parametro,
caacteridico da populacdo estudada. Assm sendo, go0s a exposcdo de organismos a uma
determinada  concentragdo do agente toxico, esperase que pdo menos a metade da populecdo de
individuos expostos (50%) responda de maneira quantitativamente idéntica

No tratamento edtatidtico dos dados de um teste de toxicidade, os méodos mais utilizados requerem a
transformacdo de porcentagens de efeto obsarvado em probitos e anda a trandormecdo das
concentraces do agente quimico em logaritmos . Através destas transformagdes é possivel ordenar os
dados, de formaalocdiza-los ao redor dos pontos mais sSgnificativos para cdculo da CE(L)S0.

Além do cdculo da CE(L)50, € necessxio medir o grau de dispersio do
resultado obtido, em fungéo dos resultados dos testes de toxicidade. Assm, com 0 estabeecimento dos
limites de confianca da CE(L)50, assegura-se que a verdadeira CE(L)S0 estga compreendida num
determinado intervalo de concentragies.

Para a andise edatidica dos dados e obtencdo da CENO e da CEO, a
metodologia recomenda o0 teste de Dunnett (Weber et dii, 1988). Ese teste incdui uma andise de
varidncia (ANOVA), seguido de uma comparagdo do nimero médio de organismos  afetados em cada
concentragdo, com 0 numero médio do controle 0 que indicald a exigéncia de diferenca
edatidicamente Sgnificativa (P=0,05) entre o nimero de organismos afetados nas diferentes
concentracdes e no controle.

Para cada experimento, deve-se adotar um méodo edtatigtico gpropriado, sendo
gue os mas empregados audmente S0 0s que s encontram informatizados, devido a fadilidede de
utilizaco e obtencdo de resultados confidvels Para testes agudos, utilizase frequentemente o método
“ trimmed Spearman Karber “  (Hamilton et dii, 1977). Para os testes crbnicos Uutiliza-se 0 programa
edatitico TOXTAT, onde se encontram disponiveis dguns méodos paramétricos e ndo paramétricos,
que sdo empregedos de acordo com os dados obtidos no experimento.

8. APLICACAO DOSRESULTADOS
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Uma vez conhecida a toxicidede do efluente, ou de uma amodra, € possive
edimar sua carga toxica Desta maneira, pode-se eimar a contribuicdo de cada efluente ou amostra
com relacdo a0 corpo receptor respectivo. Essa avdiagdo conditui-se em um indrumento bagtante Uil
para = estabelecer as prioridades de controle e, consequentemente, na adocdo de edtratégias e decisdes
quanto & acdes de controle.

8.1 AVALIACAO DA CARGA TOXICA

A caga tdxica € cdaulada multiplicando-se a toxicidede do efluente, ou
amodra, por sua vazéo ou volume, repectivamente. No caso de efluentes, pode-se utilizar o dado
mé&imo de vezéo do projeo, buscando smular, assm, Stuagdes criticas de operacdo. Recomendase,
porém, a utilizaco de dados médios de vazéo.

Como os vaores numéricos de toxicidade aguda e cronica, expressos em CEROQ,
CL50,CENOelCp, exprimem uma rdacdo inversa ido € quanto menor este vdor, maor € a
toxicidade do efluente ou amodra testada Para 0 cdculo da carga tOxica, esses vadores SO
transformados em Unidades Toxicas agudas (UTa) ou  Unidades Toxicas cronicas (UTc), aravés das
seguintesformulas:

100
UTa =
CE(L) 50
100
UTc =
CENO ou ICp

Deda forma, quanto maor o vaor numéico da Unidede Toéxica, maor a
toxicidade, de maneira direta e crescente. Expressando-se a toxicidade dravés deta reacdo direta,
cdcula-se a Carga Toxica de acordo com aformula abaixo:

CagaToxica = UT X Vazdo do Efluente ou Volume da Amostra

*Ou sg9a Caga Toxica é a quantidade de Unidades Toxicas, contida em um

efluente ou amodtra,, expressa em litros por segundos (UT 1/s).

8.2 ESTIMATIVA DO POTENCIAL DE IMPACTO AMBIENTAL
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A toxicidade de efluentes indudrials, quando corrdacionada com as condigbes
dos corpos receptores, tem Sdo utilizada como ferramenta de trabadho para avdiagdo de impacto sobre
0s ecosssemas agudticos. O uso conjunto de dados de toxicidade, vazdo do efluente indudrid e vazéo
do corpo receptor conditui um indrumento importante para 0 monitoramento, estabdecimento de
padrdes de lancamento, avaiacdo de impacto e preservacéo da vida agudica

A nivd de protecdo ambientd e, portanto, em termos de agbes de controle, essa
€ a informacdo mais importante de todo o0 processo de controle de agentes toxicos em efluentes
liquidos, pois € nessa egpa que £ ettima se 0 corpo receptor sofre impacto ou ndo, a que nivd e s
ese nivel é aceitave ou ndo. A avdiacdo de impacto é edimada comparando-se a concentragdo de
efdto toxico, obtida dravés dos tetes de toxicidade, com a concentracdo do efluente no corpo
receptor, conforme a metodologia abaixo:

Vazéo do Efluente (QE I/9)
Concentragéo do Efluente no Rio (CER) = X 100

QE + Qo

Quando a Q710 (Vazdo minima anud do rio, média de ste dias consecutivos,
com probabilidade de dez anos de retorno) ndo se encontra digponivel para um determinado  corpo
receptor, devem ser empregados os dados minimaos de vazao do respectivo corpo receptor.

8.3 REDUCAO DE TOXICIDADE

Quando um efluente apresenta e transfere toxicidade ao corpo receptor, a fonte
reqponsvel deverd gpresentar um plano de estudos e implantacd de medidas corretivas, sendo que
ede programa deve ser avdiado e gorovado pelo 6rgéo de controle ambientd , visando a redugéo da
toxicidede aniveis permissivels.

O plano deverd abordar medidas corretivas, tas como: dteragbes de matérias
primas, utilizacdo de produtos auxiliares, modificagbes no processo produtivo, bem como inddagdes e
gprimoramento de sistemas de tratamento de &guas residudrias.

Obviamente, edas medides seréo edabdecidas godés amplo estudo, sob
responsabilidade da fonte poluidora, para que s determine  as causas da toxicidade. No entanto,
mesmo apdés o tratamento, os efluentes podem apresentar toxicidade remanescente, a qua pode ser
incompativel com a qudidade do corpo receptor e conseqliente preservacdo da vida aguética. Nesses
cas, a toxicidade do efluente deve ser reduzida, aos niveis Solicitados pelo 6rgéo de controle, aravés
da utilizaggo gpropriada da metodologiae do conhecimento técnico-cientifico digponivel.

9. LEGISLACAOQ PERTINENTE
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De acordo com a legidacdo de controle de poluicdo ambienta vigente, a qud
regulamenta o lancamento de efluentes em corpos d'agua, que o dassficados conforme os usos
preponderantes das &guas superficias.

A legidacéo edtadud, regulamento da Le nimero 997, de 31 de mao de 1976,
gorovado peo decreto nimero 8468, de 08 de setembro de 1976, atigo 7°- e a legidacéo federd,
Resolugdo CONAMA  20/86, estabelecem, como uso preponderante, a preservacdo, bem como a
protecdo das comunidades aquéticas.

No atigo 18, indso VI, padgrafo 1°-, do decretlo 8468, e 23 da resolucéo
CONAMA numero 20/86, estd edabelecido que os efluentes, ndo obstante aender aos limites fixados
para substéncias especificas, ndo podem transferir a0 corpo receptor caracteristicas em desacordo com
0 enquadramento do mesmo na classificagdo das aguas.

A Rexlugio CONAMA 20/86, em sau atigo 12, reforca as argumentacoes
ligadas a classficagdo dos corpos d'dgua, estabedecendo que as eventuals interagbes das substancias
especificas de um efluente, ndo poderdo trandferir & &guas caracteridticas capazes de causaxr efeitos
letais ou ateraches de comportamento, reproducéo ou fisologia da vida

Os tedes de toxicidade sfo de grande importéncia na determinacZo dos efetos
adversos provocados & comunidades agudicas, causados pela emissio de subgténcias  toxicas
complexas, sem a preocupacdo de identifica-las isoladamente.

A utlizacdo de tedes de toxicidade, no controle da poluicdo ambientd, oferece
subsidios fundamentais para uma avdiacdo direta de um efluente indudrid ou de uma determinada
amodtra de forma prética, econdmica e eficiente. Para 0 enquadramento de um lancamento que cause
toxicidade em um corpo receptor, deve-se levar em consderacdo, dém dos atigos da legidacéo citada
anteriormente, também os atigos 2°- e 3°-, indso V, do Decreto nimero 8468/76, que proibem a
liberac80 de poluentes nas &guas, que tornem ou possam tornar 0 meio agudtico impréprio, nocivo a
fauna e aflora
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