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RESUMO

DELLATORRE, C. P.; SIQUEIRA, P. Avaliacédo de Toxicidade de Metais em Daphnia
magna. Trabalho de conclusdo de curso. 40 f. Universidade Tecnolbgica Federal do
Parana, Curitiba, 2015.

A modernizagdo da qualidade de vida levou a utilizagdo de diversos produtos
guimicos em larga escala e, alguns destes produtos, sdo compostos por metais
pesados, que podem causar uma intensa contaminacdo do meio ambiente,
principalmente a agua. Os metais sdo contaminantes que ndo possuem degradacao
natural e, dependendo da forma em que se encontram no ambiente aquético, podem
ser altamente toxicos, principalmente pelo seu efeito acumulativo, podendo levar a
morte. O presente trabalho teve como objetivo determinar as concentracfes iniciais
efetivas medianas, CE(l)so, dos metais Cr, Cu e Cd utilizando solu¢ces padrdes com
concentragdes variadas e conhecidas, sendo a concentragdo mediana a estabelecida
pela Resolucdo CONAMA n° 430/2011. Os ensaios ecotoxicoldgicos com Daphnia
magna foram realizados segundo a NBR 12.713 (2009). A concentracdo efetiva
mediana CE(l)s, média encontrada para o cadmio foi 0,31 mg L™, concentracdo
superior & permitida pela legislacdo ambiental (0,2 mg L™). Para o cromo hexavalente, a
CE(l)so média foi 1,37 mg L™, concentracdo muito superior & maxima permitida de 0,1
mg L™, mostrando uma resisténcia do bioindicador ao cromo hexavalente. Para o cobre,
a CE(l)so média encontrada foi 0,0525 mg L™, concentracdo inferior & méaxima permitida
(1,0 mg L™). N&o foi possivel determinar a toxicidade dos Pb, Ni e Zn devido as
caracteristicas dos metais, que impossibilitaram os ensaios com D. magna. Concluimos
que D. magna possui sensibilidade elevada ao cobre, resisténcia elevada frente ao
cromo hexavalente e valores de sensibilidade frente ao cadmio muito proximos aos
estabelecidos pela Resolugdo 430 do CONAMA.

Palavras chave: Ecotoxicologia. Lancamento de efluentes. Daphnia magna.



ABSTRACT

DELLATORRE, C.P.; SIQUEIRA, P. Metal Toxicity Assessment in Daphnia magna.
Completion of course work. 29 f. Federal Technological University of Parana, Curitiba,
2015.

The life quality modernization has led to the large scale use of various chemical
products, some of these products are heavy metal compounds, and can cause intense
environmental contamination, mainly in water. Metals are a non-natural degradation
contaminant, which depending on the way they are found on the aquatic environment
can be highly toxic, mainly for its cumulative effect one which can lead to death. This
work had as its main goal, to establish the average effective initial concentration,
CE(1)50, of the compounds: Cr, Cu and Cd. Using standard samples with different
known concentrations, being the average standard concentration the one stablished on
CONAMA 430/2011. The Eco toxicological trials with Daphnia magna were realized
accordingly to the NBR 12.713(2009). The effective average concentration, CE(I)50,
found for cadmium was 0.24 mg L™, these being higher than the one allowed on the
environment legislation (0.2 mg L™). For the hexavalent chrome, the CE(I)50 that has
been found was 1.15 mg L™, being much higher than the one allowed on the
environmental legislation (0.1 mg L™). The toxicity of Pb, Ni and Zn could not be
determined due to these metals characteristics, which has made D. magna trials
impossible. We have concluded that D. magna has a high sensibility to copper, high
resistance to hexavalent chrome, and that the sensibility to cadmium is very close to the
ones stablished on CONAMA 430 Resolution.

Keywords: Ecotoxicology. Effluent discharge. Daphnia magna.
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1 INTRODUCAO

A melhora no padréo de qualidade de vida da sociedade em todo o mundo
originou o aumento na utilizacdo de novos materiais, ou seja, atualmente alguns
produtos quimicos desempenham papéis indispensaveis na agricultura, industria,
transporte e saude.

Porém, a utilizacdo em larga escala desses produtos estda associada a
continua liberacdo de substancias naturais e sintéticas no ambiente de maneira
localizada ou difundida. Assim, gases, "metais pesados”, corantes e compostos
nitrogenados estdo presentes no ar, no solo e na 4gua. Dentre essas substancias,
0S metais representam um grupo em particular, pois ndo sdo degradados, quimica
ou biologicamente, de maneira natural. A elevada concentracdo de metais
potencialmente tdéxicos em ambientes aquaticos leva a morte de peixes, seres
fotossintetizantes e outros organismos. Introduzido no organismo humano, por meio
de fonte alimentar, pode originar varias doencas, pelo seu efeito acumulativo,
podendo até levar a morte (ROCHA; ROSA; CARDOSO, 2009).

A toxicidade de cada "metal pesado” depende, na maior parte, da forma
quimica que o elemento € encontrado no ambiente aquatico. Como por exemplo, o
mercurio quando ligado a grupos alquila apresenta sua forma mais toxica, pois tais
grupos sdo solaveis nos tecidos animais, podendo atravessar as membranas
bioldgicas. A toxicidade do metal aos microrganismos pode ser moderada ou
reforcada por fatores ambientais, incluindo a presenga de outras substancias,
antagbnicas ou sinérgicas, a formacdo de complexos com acidos inorganicos,
anions, pH, potencial redox, temperatura, matéria organica particulada, e matéria
organica dissolvida (WANG, 1987).

Até mesmo a quantidade de carbono, dissolvido e em suspensdao, em um
curso natural de dgua esta relacionada com a toxicidade de certa concentracao de
um metal pesado (BAIRD, 2011).

Por se tratarem de contaminantes em potencial, a Resolucdo CONAMA n°
430 (CONAMA, 2011), que dispde sobre condicbes e padrdoes de lancamento de
efluentes, determinou limites de concentracdo para o descarte de metais em corpos

hidricos.
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E cada vez mais importante entender, quantificar, controlar e predizer os
possiveis danos que o0s mais distintos produtos quimicos, possivelmente
encontrados nos efluentes liquidos, podem causar no ambiente (AESBE, 2009). Os
testes de ecotoxicidade podem ajudar significativamente a proteger o0s
ecossistemas, por ser sua principal finalidade informar os potenciais impactos
negativos sobre os organismos (AESBE, 2009).

O microcrustaceo Daphnia magna € um organismo-teste reconhecido em
varios paises, e vem sendo utilizado ha décadas em laboratorios de ecotoxicologia,
principalmente por demonstrar a toxicidade com resultados rapidos (até 48 horas de
exposicdo). No ensaio agudo, a observacao final € baseada na mobilidade ou
imobilidade, o que torna o resultado de facil interpretacéo.

Desde 1990 os testes com o microcrustaiceo Daphnia magna foram
introduzidos no Parana (IAP, 1997). Atualmente é considerado de facil manuseio,
sendo utilizado como bioindicador de amostras ambientais para realizagao de testes
ecotoxicolégicos. Porém, este organismo fornece resultados amplos, definindo
amostras como toxicas, mas nao a origem desta toxicidade. Segundo dados do IAP
(IAP, 2011), em geral, as maiores imobilidades de Daphnia magna ocorrem em altas
concentracdes (ou na presenca) de metais.

Propbe-se no presente trabalho realizar avaliagbes de toxicidade aguda com
Daphnia magna, expondo-as as solu¢Bes padronizadas de metais especificos, para
determinacao de sensibilidade aos metais escolhidos. Sera utilizada como valores
de referéncia, as concentragbes definidas na Resolugcdo n° 430 do CONAMA
(CONAMA, 2011), que estabelece limites de metais em efluentes. Os resultados
obtidos nos testes serdo utilizados como ferramenta para avaliacdo da qualidade da
agua dos rios na elaboracdo dos relatérios de monitoramento ambiental, realizado

pelo IAP nos rios do Parana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ecotoxicidade aguda de metais (cadmio, cobre, chumbo, niquel,
zinco e cromo) em Daphnia magna utilizando os valores limitrofes estabelecidos na
Resolucdo CONAMA n° 430/2011.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sensibilidade dos organismos através de testes de sensibilidade;

¢ Avaliar a toxicidade de metais em Daphnia magna, utilizando o valor descrito
na Resolugdo n°® 430 (CONAMA, 2011) como valor mediano e demais
concentracoes;

e Determinar as concentragdes efetivas iniciais - CE(l)so- de cada metal

e Comparar as CE(l)sp com concentragfes limites permitidas, estabelecidas
pela Resolucdo n°430 (CONAMA, 2011) e, dessa forma, determinar a

sensibilidade ou resisténcia dos organismos frente aos metais.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

A ecotoxicidade, por definicdo, é o resultado das condicbes ambientais contra
a atividade biolégica, medidas com a intencdo de proteger a vida aquética,
considerando as etapas de reproducdo, crescimento e sobrevivéncia, necessarias
para manter a populacédo de organismos e suas funcdes vitais (SANTI, 2013). Nesse
contexto, “testes de toxicidade sao realizados para determinar o efeito deletério de
agentes fisicos ou quimicos a diversos organismos aquaticos” (CEMA, 2010).

A utilizacédo dos testes de ecotoxicidade é uma importante ferramenta voltada
para a protecdo dos copos d’agua. Esses testes também possuem o objetivo de
monitoramento de efluentes e programas de gestdo nas bacias, indicando a
necessidade de controle na fonte (AESBE, 2009). Constatada a importancia destes
testes, sua utilizacao foi efetuada de modo rotineiro no Brasil no final dos anos 1990
(BERTOLETTI, 2012).

“Substancias como metais pesados, compostos organicos volateis, sélidos
totais dissolvidos, organicos apolares e oxidantes levam toxicidade aos efluentes
liquidos” (SANTI, 2013). Segundo os critérios de ecotoxicidade, o CONAMA define
que o efluente ndo podera provocar efeitos tOxicos aos organismos presentes no
corpo receptor (SANTI, 2013).

4.2 LEGISLACAO

O CONAMA, Conselho Nacional do Meio Ambiente, é o 6érgdo responsavel
pela definicdo de normas e padrdes para controle da qualidade do ambiente. Em 17
de marco de 2005 o CONAMA apresentou a Resolucdo n°357 que classifica e da
diretrizes ambientais para a definicdo dos corpos de agua, além de definir as
condicbes e padroes de langcamento de efluentes. A resolucdo anterior, n°20 de
1986, ndo possuia limites tdo rigidos quanto a nova resolucdo, a Resolucao
CONAMA n°357 de 2005 (ROSINI; SANTOS; NOBREGA, 2006). Em 2011, o
CONAMA n° 430 veio para substituir e alterar os artigos das resolugcbes CONAMA
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n°357/2005 e 396/2008, no ambito de lancamentos de efluentes em corpos hidricos,
além de estabelecer critérios de ecotoxicidade.

No Estado do Parana, em 2010, o Conselho Estadual do Meio Ambiente
estabeleceu a Resolucdo n° 81 (CEMA 081, 2010), que dispbe sobre critérios e
padrbes de ecotoxicidade para o controle de efluentes liquidos lancados em aguas
superficiais no estado do Parana. Esta resolucéo estabelece os tipos de organismos-
teste apropriados para a realizacdo do teste de ecotoxicidade para cada tipo de
efluente industrial. Desta forma, a resolucéo considera a sensibilidade da espécie de
organismos-teste, considerando determinados agentes potencialmente toxicos
encontrados nos efluentes industriais de diferentes fontes (ALMEIDA; ROSA;
PAIXAO, 2013).

A resolucdo CEMA 081/2010 define os organismos utilizados para os testes
ecotoxicolégicos em efluentes com despejo em corpos hidricos de agua doce, sendo
gue para testes agudos nos efluentes os organismos definidos sdo Daphnia magna
e Vibrio fischeri e, para testes crénicos os organismos podem ser Ceriodaphnia
dubia e Desmodesmus subspicatus, dependendo da origem do efluente.

Por definicdo, a toxicidade aguda é o efeito prejudicial ocasionado a
organismos Vvivos, por agentes fisicos ou quimicos em um curto prazo de exposi¢cao
comparado ao seu ciclo de vida e resultante de testes de ecotoxicidade. A toxicidade
cronica é “efeito deletério causado por agentes fisicos ou quimicos aos organismos
vivos, que afetam uma ou véarias funcdes biolégicas dos organismos, tais como a
reproducdo, 0 crescimento e o comportamento, em um periodo de exposi¢cao que

pode abranger a totalidade de seu ciclo de vida ou parte dele” (CEMA, 2010).

4.3 Daphnia magna

A indicacdo da realizacdo de testes agudos com Daphnia magna pelo
Conselho Estadual do Meio Ambiente (CEMA) se déa pelo facil cultivo originado do
curto tempo de geracdo. Sendo assim, atualmente Daphnia magna (STRAUS, 1820)
€ um dos bioindicadores zooplanctonicos mais utilizados em testes ecotoxicolégicos
em diversos paises e reage sensivelmente aos mais diferentes agentes toxicos
(ALVES; SILVANO, 2006).
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Daphnia magna possui um tamanho médio de 5 a 6 mm, e alimenta-se
preferencialmente de algas. Em boas condicbes ambientais, se reproduz por
partenogénese, originando apenas fémeas (ALVES; SILVANO, 2006). Além disso,
possuem de 7 a 8 semanas de vida, um tempo de maturacao curto e altas taxas de
reproducdo, tornando-a ideal para estudos de mudancas fisioldgicas resultantes de
estresse quimico ou ambiental em laboratério (ACHARYA; SCHULMAN; YOUNG,
2010).

4.4 METAIS

Alguns elementos quimicos essenciais hormalmente ocorrem em determinada
concentracdo nos seres Vvivos, outros sdo incorporados no organismo, devido a sua
semelhanca quimica com elementos essenciais ou como um resultado de absorcao
passiva. A concentracao toxica varia fortemente entre os diferentes elementos, mas
também é influenciada pelo estado de oxidacédo e carga i6nica (LITHNER, 1989).

A Resolucdo CONAMA n°430 de 2011 estabelece os niveis maximos de
concentracdo de metais em efluentes para despejo em corpos hidricos. O Cadmio
apresenta a concentracdo méxima de 0,2 mg L™, sendo considerado um metal
pesado que em faixas alcalinas € sujeito a hidrolise. Pode formar quelatos com
substancias organicas e inorganicas, principalmente com substancias humicas, se
tornando facilmente adsorviveis nos materiais solidos da adgua. Em concentracdes
acima de 0,1 mg L™ o poder de autodepuracdo da agua é inibido (FATMA, 1999).

O Cromo pode ser encontrado na agua em forma trivalente ou hexavalente,
chegando as aguas através de lancamentos de efluentes industriais. Na sua forma
trivalente apresenta dificil dissolucdo e a forma hexavalente tem sua concentracéo
méaxima definida pelo CONAMA n° 430 dez vezes menor do que o Cromo trivalente,
sendo 0,1 mg L™ de cromo hexavalente e 1,0 mg L™ do metal trivalente. O Cromo,
como varios outros metais, acumula-se nos sedimentos (FATMA, 1999).

O Cobre também se acumula no sedimento e é fortemente tdxico para peixes,
tendo sua concentracdo maxima definida pela Resolucdo CONAMA n° 430 como 1,0
mg L. Sua toxicidade pode ser aumentada com a presenca de metais, como
Cadmio, Zinco ou Mercurio (FATMA, 1999). O Chumbo é considerado um metal

pesado que pode estar nas formas de oxidagao Pb*? e Pb*™*, sendo que os sais de
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Chumbo bivalente (Pb*2) sdo os mais estaveis e os mais presentes nas aguas. O
Chumbo se acumula em organismos aquaticos, como todos 0s outros metais. Sua
concentracdo méaxima, definida pela Resolugdo CONAMA n°430 é de 0,5 mg L™,
pois concentracdes entre 0,2 e 0,5 mg L' empobrecem a fauna e, em agua com
baixa dureza, sua toxicidade é aumentada (FATMA, 1999).

O Niquel é principalmente bivalente nas suas possiveis combina¢des no meio
aguoso. Situa-se entre 0s metais pesados particularmente moveis. Sua
concentracdo maxima estabelecida pela Resolucdo CONAMA n° 430 é de 2,0 mg L
!, Acumula-se no sedimento, em briéfitas e plantas aquaticas (FATMA,1999).

O Zinco pode ser encontrado na forma bivalente nas suas combinagdes.
Acumula-se no sedimento entre 45 a 60% de forma residual, sendo, desta forma,
nao acessivel aos organismos aquaticos. Sua concentracdo maxima definida pela
Resolugdo CONAMA 430 é de 5,0 mg L™ (FATMA, 1999).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONTEXTUALIZACAO

O microcrustaceo Daphnia magna € internacionalmente reconhecido como
uma espécie bioindicadora, e vem sendo usado h& décadas para realizacdo de
testes ecotoxicoldgicos; por sua facilidade de manuseio, pelos seus descendentes
serem geneticamente iguais, o0 que torna o teste mais uniforme e seguro, por seu
ciclo de vida, e principalmente o de reproducédo, serem curtos, e por este organismo
ser sensivel a varios agentes nocivos (KNIE; LOPES, 2004).

—

) 'v-‘.muil'l ‘

\
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FIGURA 1- Lotes do organismo-teste Daphnia magna.

Para garantir a qualidade de vida do organismo, e assim também do ensaio,
prepara-se uma agua de cultivo, um Meio Basico composto por concentracdes

especificas de sais caracteristicos contidos na agua natural, como o Caélcio,
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Magnésio, Potassio e Sodio e pelo Meio M4 que contém elementos-traco e
vitaminas (ELENDT; BIAS, 1990).

Para o preparo do Meio Basico foram utilizadas quatro solu¢cdes apresentadas
no QUADRO 1 e para o preparo do meio M4 foram preparadas as 10 solucdes
mostradas no QUADRO 2, de acordo com a NBR 12713 (ABNT, 2009).

MEIO BASICO

Solucdo | Reagente mg L™ Método

1 Cloreto de Célcio di- | 73.500 Diluir e aferir em baldo volumétrico para 1000
s mL com agua ultrapurificada.
hidratado

2 123.300 Diluir e aferir em baldo volumétrico para 1000

Sulfato de Magnésio mL com &gua ultrapurificada.

hepta-hidratado
3 5.800
Cloreto de Potassio

Diluir e aferir em baldo volumétrico para 1000
mL com agua ultrapurificada.

Diluir e aferir em baldo volumétrico para 1000

4 Bicarbonato de Sédio | 64.800 ' a
mL com agua ultrapurificada.

QUADRO 1- Composicao do meio basico
Fonte: Adaptado de NBR 12713 (ABNT, 2009)
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M4 (continua)

Solucdo | Reagente mg L~ Método
o Diluir e aferir em baldo volumétrico para
1 Cloreto de Célcio di-hidratado 73.500 i N
1000 mL com agua ultrapurificada.
. . Diluir e aferir em baldo volumétrico para
2 Sulfato de Magnésio hepta-hidratado | 123.300 i N
1000 mL com agua ultrapurificada.
. Diluir e aferir em baléo volumétrico para
3 Cloreto de Potéssio 5.800 i N
1000 mL com &gua ultrapurificada.
_ . Diluir e aferir em baldo volumétrico para
4 Bicarbonato de Sédio 64.800 ] N
1000 mL com &gua ultrapurificada.
Cloreto de Manganés tetra-hidratado | 7.210
Cloreto de Litio 6.120
Cloreto de Rubidio 1.420 o . .
. . Diluir e aferir em baldo volumétrico para
Cloreto de Estroncio hexa-hidratado | 3.040 -~
o 1000 mL com agua ultrapurificada.
Cloreto de cobre di-hidratado 335
5 Cloreto de Zinco 260
Cloreto de Cobalto hexa-hidratado 200
Diluir e aferir em baldo volumétrico para
6 Nitrato de Sodio 548 -
1000 mL com agua ultrapurificada.
Acido Bérico 5.719
Brometo de Sédio 32
Molibdato de Sddio di-hidratado 126
Diluir e aferir em baldo volumétrico para
Metavanadato de Amdnio 1,15 » )
7 1000 mL com agua ultrapurificada, deixando
lodeto de Potassio 6,5 L . .
em agitacao até o clareamento da solucgéo.
Selenito de Sodio 4,38
Silicato de sodio 21.475
Preparar as solu¢des separadamente. Diluir
e aferir em baldo volumétrico para 500 mL
8 Titriplex Il 500 com agua ultrapurificada. Misturar as duas
solucdes imediatamente antes de autoclavar
a 121°C por 15min.
Sulfato ferroso hepta-hidratado 199 o _ _
o Diluir e aferir em baldo volumétrico para
Ortofosfato di-hidrogenado de i .
9 286 1000 mL com agua ultrapurificada.

potassio
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Ortofosfato hidrogenado de

dipotassio
10 . - .
Hidrocloreto de tiamina

Cianocobalamina (Vitamina B12)

D(+) Biotina

368

750
10

7,5

Diluir e aferir em baldo volumétrico para
1000 mL com agua ultrapurificada. Congelar
em volumes de 1mL para adicionar a 10L de

meio de cultivo.

QUADRO 2 — Composicédo do M4
Fonte: Adaptado de NBR 12713 (ABNT, 2009).

A agua de cultivo foi entdo preparada a partir de volumes definidos dessas

solucbes (TABELA 1), sendo a solucdo 10 descongelada e imediatamente

adicionada as outras ja diluidas. A solucéo final foi preparada 24 horas antes de seu

uso e foi aerada suficientemente para assim atingir a concentragdo de oxigénio

acima de 80% de saturacdo. A concentracdo de oxigénio foi medida através do

oximétro WTW, modelo oxi 315i. Ap6s a aeracdo, a agua de cultivo apresentou

dureza entre 225 a 275 mg L™ de CaCOs, verificada por titulacdo e pH de 7,6 a 8,0,
medido por pHmétro WTW, modelo pH 197i. (ABNT, 2009). E condutividade, medida
através do condutivimétro LABSTORE modelo CL700 de 655,5 uS cm™.




TABELA 1- Volumes para elaboragdo do M4

Solugdes Volume (mL/L)

4,0
1,0
1,0
1,0
0,1
0,5
0,2
5,0
0,5
10 0,1
Fonte: Adaptado de KNIE & LOPES (2004)

© 00 N O 0o M WN P
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5.2 CULTIVO DE DAPHNIA MAGNA

Apoés a estabilizacdo do meio e verificacdo dos parametros restritivos, 0s
organismos foram cultivados, sendo que para a abertura de lotes, foram utilizados
50 organismos. Esses organismos sdo chamados de matrizes e foram mantidos em
béqueres de vidro com aproximadamente 1000 mL do meio de cultivo M4. A partir
da terceira geracdo das matrizes, os filhotes podem ser usados para os testes (KNIE
& LOPES, 2004).

Foram feitas trocas de meio e limpezas dos lotes de cultivo diariamente,
sendo troca total (toda a dgua é trocada) nas segundas e sextas feiras, e parcial
(metade da agua € trocada por uma nova) de terca a quinta, para garantir
diariamente os nutrientes necessarios, melhor qualidade de vida e boa taxa de
reproducdo dos organismos. Para a separacao dos filhotes, que posteriormente
foram utilizados nos testes ecotoxicolégicos e para a limpeza dos béqueres, foram
retirados entdo os organismos mortos e/ou doentes e as carapacas que sao
liberadas. Os lotes foram alimentados diariamente com aproximadamente 20 mL de
suspensao de algas fresca (Desmodesmus subspicatus) e mantidos em incubadora
com temperatura de 20°C, e fotoperiodo em torno de 1000 lux por 16 horas (KNIE &
LOPES, 2004).

Todas as informacfes foram registradas em forma de fichas, como: data de
abertura e numeracédo dos lotes; numero inicial de individuos e niumero de individuos
adultos descartados; aparecimento de machos ou efipios, assim como o
aparecimento de doencas; e por fim a data do descarte do lote. Além dessas
informacBes foram registradas hora e data das trocas do meio, se esta troca foi
parcial ou total, e a quantidade de alimento que foi fornecida para cada lote (ABNT,
2009).

5.3 TESTE DE ECOTOXICIDADE COM DAPHNIA MAGNA
Para o teste ecotoxicoldgico, foi preparada a agua de diluicdo de acordo com

a TABELA 1, porém como foi usado somente o Meio Basico, as solu¢gbes usadas
foram1, 2,3 e 4.
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As solucdes utilizadas como amostras para execucdo dos testes foram
obtidas por diluicdo de solucées-padréo concentradas 1.000 mg L™ de Zn, Ni, Cr,
Cu, Cd, nao foi preciso ajuste de pH, e temperatura se manteve inferior a 40°C,
conforme as condicdes e padrbes de lancamento de efluentes estabelecidas pela
Resolucdo 430 (CONAMA, 2011).

Como o Cromo possui duas formas disponiveis, o0 Cromo hexavalente e o
Cromo trivalente. Foi levado em consideracéo a toxicidade do Cr*® que comparado
ao Cr*® concordou-se ndo ser necessario a realizacdo do teste com esta forma do
Cr*®. Para a realizagéo do teste com o Cr*®, o padréo utilizado foi 0 de Dicromato de
Potassio.

O Dicromato de Potassio também é utilizado como substancia de referéncia,
nos testes de sensibilidade.

As solucbes dos metais utilizados, exceto o Cromo, que foi substituido pelo
Dicromato de Potassio, foram solucbes dos metais puros, essas solugdes foram
diluidas no meio de cultura, conforme as concentracbes definidas por valores
estabelecidos para o descarte de efluentes da Resolucdo n° 430, de 13 de Maio de
2011 (TABELA 2).

TABELA 2 - Padrdes de lancamento de efluentes — CONAMA 430/2011

Parametros inorganicos Valores maximos
Cadmio Total (Cd) 02mgL?
Chumbo Total (Pb) o5mgL™

Cobre Dissolvido (Cu) 1,0 mg Lt
Cromo Hexavalente (Cr"®) 01mglL?
Cromo Trivalente (Cr*®) 1,0 mg Lt

Ferro Dissolvido (Fe) 15,0 mg Lt
Niquel Total (Ni) 20mg L™

Zinco Total (Zn) 5,0 mg Lt

Fonte: Adaptado de Resolugéo 430 (CONAMA, 2011).

Para determinacdo das concentracbes empregadas nos testes

ecotoxicoldgicos, foram realizados testes preliminares (FIGURA 2), considerando o
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valor definido na Resolugcdo 430 (CONAMA, 2011) como concentracdo mediana.
Porém, para alguns metais foram avaliadas concentra¢cfes diferentes dos valores
estabelecidos pela Resolucdo 430, por se tratarem de concentracdes que melhor

definiam a toxicidade.

FIGURA 2 - Testes preliminares de toxicidade de metais em D. magna.

A TABELA 3 apresenta as concentragfes utilizadas como base para cada
diluicdo. Essas concentragbes variaram para cada semana de teste, e atribui-se

essa variacao a sensibilidade dos organismos.

TABELA 3 — Concentracdes empregadas de cada metal nos testes ecotoxicol6égicos

Cu cr® Cd

0,1 2,2 0,7
0,08 1,98 0,525
0,064 1,782 0,3937

0,0512  1,6938 0,2953
0,0409 1,4434 0,2214
0,0327  1,2990 0,1661
0,0262 1,1691 0,1245
0,0209  1,0522 0,0934
0,0167  0,9470 0,0700
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Cada diluicdo dos distintos metais foi dividida em dois béqueres de 50 mL,
tornando-se entdo o volume final de aproximadamente 25 mL por béquer; neste
volume foram colocados 10 filhotes das Daphnias, de acordo com a NBR 12713
(ABNT, 2009).

Os béqueres foram distribuidos em bandejas e cobertos com filme de PVC e
levados para incubadora, sem luz, pelo periodo de 24 horas. Juntamente com as
amostras foram incubados também dois béqueres controles, com 25 mL de meio de

diluicdo cada e dez filhotes.

FIGURA 3 - Testes definitivos de toxicidade dos metais em D. magna.

Os resultados foram expressos em CE(l)so, Concentracéo efetiva inicial que
causa efeito em 50% dos organismos. Essa concentracéo foi determinada a partir da
intersecdo da reta calculada estatisticamente e do eixo com 50% de imobilidade.
Para determinagdo da CE(l)so foi utilizada a equacdo da reta e os valores expressos

emmg L™

5.4 TESTE DE SENSIBILIDADE

Foram realizados, em paralelo os testes com as solugfes metélicas, testes de
sensibilidade com os mesmos lotes de organismos cultivados, comparando os
resultados obtidos com as cartas controle ja estabelecidas anteriormente no
Laboratorio de Ecotoxicologia do IAP- Instituto Ambiental do Parana. A substancia
de referéncia utilizada foi o Dicromato de Potassio (100 mg L), indicada por normas
de varios paises, inclusive pela norma ISO 6341 (2012). A mesma norma indica,
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para 0 organismo em questdo, valores limite de sensibilidade entre 0,6 a 1,7 mg L™
de CE(l)so, sendo que cada laborat6rio necessita estipular sua prépria carta controle
de sensibilidade. O Laboratério de Ecotoxicologia do Instituto Ambiental do Parana
definiu seus valores de sensibilidade entre 0,58 a 1,56 mg L™ de K,Cr,O».

Neste teste, o tempo de incubagcédo é de 24 horas (ISO 6341, 2012). Esse
teste é realizado para avaliar a qualidade dos filhotes dos lotes que serdo também

utilizados nos testes realizados com o0s metais definidos neste trabalho.

FIGURA 4. Bandeja com o0s organismos D. magna, filhotes que seréo

empregados nos ensaios ecotoxicolégicos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio basico usado para a realizacdo das diluicbes conta com quatro
solugcbes que garantem o bem estar dos organismos, pois contem sais que atuam
como nutrientes, porém, ndo devem interferir negativamente no teste. Para melhor
especificacdo, a tabela 4 conta com as propriedades do meio béasico.

Tabela 4 - Propriedades do meio de dilui¢cdo, meio basico, utilizado nos ensaios
ecotoxicolégicos com D. magna.

Lote Data Validade Volume Dureza pH Condutividade QX|gen_|o
Total Dissolvido
-1
3044 05/03/2015 03/06/2015 0L 2 ML 780 es55USCm? 725mgL?
3

A solucdo de chumbo, ao ser diluida no meio nutritivo, reagiu com as
solucBes encontradas neste meio, como o cloreto de calcio, cloreto de potassio e o
sulfato de magnésio, gerando um precipitado branco de cloretos e/ou sulfeto de
chumbo. Agentes de complexacdo em conjunto e a formacdo de complexos, quer
inorganicos ou organicos reduzem significativamente a toxicidade do metal
(ANDREW; BIESINGER e GLASS, 1976). Isso pode ser confirmado pelos
resultados encontrados nos testes realizados com chumbo apresentados na tabela a
seguir. Mesmo em concentracfes muito elevadas, os organismos ndo mostraram

imobilidade em nenhuma diluicéo.

Tabela 5 — Resultado do teste preliminar de toxicidade em D. magna utilizando o padrédo de Pb

Concentracéo de Pb (mg L™) % de Imobilidade

30 0
15 0
7,5 0

Como este metal esta dissolvido ou suspenso em agua, reagem
quimicamente ou s&o adsorvidos por particulas em até certo ponto, a concentragéo

real a qual o organismo esta exposto, e em muitos casos a forma quimica do metal,
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nao estdo claramente definidos (ANDREW,; BIESINGER e GLASS, 1976 ). Sendo
assim o chumbo néo ficou disponivel para o organismo e o teste foi comprometido.

Um fator complicante nos estudos sobre a toxicidade dos metais € a
complexidade da sua quimica aquosa. Em &guas naturais, os metais formam
prontamente complexos estaveis hidroxi ou carbonato, ou ambos, e apenas uma
fracdo da concentracdo total existe como catibnico, ou forma aquosa (STUMM &
MORGAN, 1970).

Todos os padrdes precisaram ser refeitos por conta da data de validade, apds
o término dos testes preliminares, com concentracfes ajustadas, no entanto, 0s
novos padrées de Ni e Zn estavam preservados com 5% HNOj;, sendo que os
antigos estavam com 1% apenas. Essa diferenca na concentracdo do acido
interferiu negativamente nos testes, pois o organismo néo sobreviveu em funcdo do
baixo pH. O pH encontrado para o padréo de Zn foi de 2,44 e para o padréo de Ni foi
de 1,01, e ao neutralizarmos o padrdo de Zn, houve turvamento da solucéo,
indicando assim que possivelmente o Hidroxido de Zinco tenha sido formado,
tornando entéo o Zn indisponivel para o organismo filtrante, o que invalidaria o teste.

O padrao de Niquel apresentou a mesma concentracdo de acido nitrico, como
nessa faixa de pH de 1,01 o teste estaria comprometido, e a neutralizacdo do acido
ndo se mostrou um método eficiente, o padrdo nado foi testado, tampouco
neutralizado.

Os metais Cadmio e Cobre foram os que apresentaram maior toxicidade em
D. magna. Porém a CE(l)sp encontrada para o Cadmio foi relativamente proxima a
concentracdo limite imposta pela legislacdo ambiental vigente (Resolugdo n° 430, de
2011).

Um fator que pode justificar a maior toxicidade desses metais s&o as
indiscutiveis baixas concentracdes, por exemplo, de cadmio na crosta da Terra (0,2
mg.kg™) sendo metais muito mais téxicos do que os abundantes elementos de sédio
e calcio.

Esta € uma explicacédo de porque o Cobre e o Cadmio, mas nédo o calcio e o
sbédio, tornaram-se grandes problemas ambientais. No entanto, a mesma
argumentacdo ndo pode ser usada para explicar porque o aluminio, que é
particularmente comum na crosta terrestre (8.300 mg.kg™), tornou-se um problema
ambiental (LITHNER, 1989).
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Todos os testes realizados foram analisados estatisticamente, porém uma
dificuldade adicional com a interpretacdo destes testes € que, uma vez que o animal
vive na solucdo de teste, quaisquer interacdes quimicas ou fisicas que ocorrem
podem afetar o animal fisiologicamente, indo além da resposta téxica direta que &
para ser medida. Pequenas alteragcdes no oxigénio dissolvido e o teor de CO,, pH,
alcalinidade e dureza da dgua de ensaio podem alterar, tanto a quimica aquosa do
agente toxico, quanto a resposta fisioldgica para as substancias toxicas (Jones,
1939). A reducédo da toxicidade também pode estar relacionada com as constantes
de estabilidade de complexos de metal formados (ANDREW; BIESINGER; GLASS,
1976).

A investigacdo da influéncia das alteracbes do pH nos meios dos ensaios
ecotoxicolégicos com daphnideos ja € bastante antiga. Mount (1966), Steernan
Nielsen et al. (1969), Mancy & Allen (1976),e outros autores ja investigaram o efeito
das mudancas no pH sobre a toxicidade dos metais e concluiram que a toxicidade
aumenta com o aumento do pH.

Considerando essas interacdes, alguns dados encontrados nos testes
ecotoxicolégicos foram descartados, cujos resultados estavam extremamente
discrepantes, onde 0s organismos se apresentaram muito sensiveis ou resistentes.
Com essa corregdo r?, foi recalculado, aumentando assim a confiabilidade dos

resultados.
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6.1 CADMIO

A seguir apresenta-se uma tabela, que descreve as concentracdes utilizadas
para o primeiro teste de solucdo contendo o metal Cadmio, e a porcentagem de
imobilidade dos organismos, dados para a obtencéo da equagéo da reta e o r?
(coeficiente de correlagdo), apresentados no grafico. O valor encontrado para
CE(l)so, neste teste foi de 0,24 mg L™.

Tabela 6 — Porcentual de Imobilidade dos organismos expostos as concentragdes de cadmio

% de Concentragéo )
imobilidade | decd (mg L™ ZX zy =X =Xy
100 0,7000 mg L™ 0.490 20
95 0,5250 mg L™ 0.276 50
75 0,3937 mg L™ 0.155 30
70 0,2953 mg L™ 0.087 1
55 0,2214 mg L™ 0.040 12
40 0,1661 mg L™ 0.028 7
30 0,1245mg L™ 0,016 4
15 0,0934 mg L™ 0.009 1
1,1088 480,0000  2,5197 194,0434

y = 136x + 17,167
1207 Rz = 0,8968

100
/
80
L)
*
60
/
40

20

&
>

0 0,2 04 06 038

Grafico 1 - Equacédo dareta e r2- Cadmio
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Comparando o valor maximo estabelecido no CONAMA 430 para esse metal
(0,2 mg L™ e considerando a CE(l)so encontrada neste teste, e a média dos 5 testes
realizados com o Cadmio, aproximadamente 0,31 mg L™, verificamos que o
organismo Daphnia magna possui uma maior sensibilidade a esse metal, obtendo
resultados proximos de CE(l)sp, mas todos superiores ao determinado pela
legislagédo. A CE(l)so do cadmio para o microcrustaceo D. magna encontrada por Qu
et al. (2013) foi de 0,42 mg L™ em pH préximo de 7.; sendo esse valor também
superior ao determinado pela Resolugdo CONAMA n° 430 (CONAMA, 2011).

6.2 CROMO

Na tabela abaixo, seguem as concentragcfes utilizadas e os porcentuais de
imobilidade dos organismos, no primeiro teste realizado com o Cromo. No grafico a
seguir estdo representados a equacao da reta e o r2, com esses dados a CE(l)so
obtida foi de 1,15 mg L™.

Tabela 7 — Porcentual de Imobilidade dos organismos expostos as concentragdes de cromo

10,6213

% de Concentracéo 5
) . 1 X zy X Xy
imobilidade de Cr(mg L™)
100 2mg L’ 4 200
90 1,6mgL* 3 144
80 1,28 mg L™ 2 102
50 1,024 mg L™* 1 51
20 0,819 mgL™ 1 16
0,655 mg L™ 0 0
0,524 mg L™ 0 0

340,0000 7,9020  513,9800



31

140 7 y = 76,52x - 37,809

Rz = 0,915
120

100 /e
/
80 *

(510

. °/
v

20

Grafico 2 - Equacédo daretaer2- Cromo

O resultado obtido de CE(l)so neste primeiro teste e a média obtida nos 5
testes realizados (aproximadamente 1,37 mg L™) s&o mais de 10 vezes superiores
aos valores definidos para concentracdo maxima de metais em efluentes liquidos do
CONAMA 430 (0,1 mg L™). Portanto, neste contexto, os organismos Daphnia magna
apresentam uma resisténcia elevada em relacdo ao metal Cromo, quando
comparado com o estabelecido pela legislacdo. Verifica-se, dessa forma, que 0s
valores estabelecidos pela Resolucdo 430 ndo se adéquam a todos 0S organismos
bioindicadores.

6.3 COBRE

A tabela abaixo apresenta os porcentuais de imobilidade dos organismos e as
concentracOes utilizadas de Cobre, no primeiro teste realizado para este metal. No

grafico estdo representados a equacédo da reta e o r2, para esses valores a CE(l)so
obtida foi de 0,06 mg L™.
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Tabela 8 — Porcentual de Imobilidade dos organismos expostos as concentracfes de cobre

- N

de imog)ilidade C°”c‘Le?rff§9L‘?‘f') e zx* zZy ZX Xy
100 0,1mg L™ 0,010000 10,0000
80 0,075 mg L™ 0,005625 6,0000
45 0,05625 mg L™ | 0,003164 25313
10 0,0421875mg L™ |  0,001780 0,4219
15 0,0316406 mg L™ |  0,001001 0,4746
5 0,0237305mg L |  0,000563 0,1187
0 0,0177979mg L |  0,000317 0,0000
0 0,0133484mg L™ | 0,000178 0,0000
0,0226 2550000 0,3600 19,5464

120 A y = 1255,1x - 24,597
Rz =0,95186

100
80 s & /
40 /

*

02 0,04 0,06 0,08 0.1 0,12

-20 -

Grafico 3 - Equacédo da reta e r2- Cobre

Comparando o valor maximo estabelecido pela legislacdo ambiental,
Resolugéo 430 (CONAMA, 2011) para esse metal de 1,0 mg L™ e considerando a
CE(l)so encontrada neste teste (0,06 mg L™), e a média dos 5 testes realizados com
o cobre, aproximadamente 0,0525 mg L™, podemos verificar que o organismo
Daphnia magna possui uma sensibilidade muito elevada a esse metal, obtendo
resultados de CE(l)so inferiores aos estabelecidos pelo CONAMA.

Mesmo a média de CE(l)sp encontrada nos testes ter sido bem abaixo do
permitido pela Resolucdo n° 430 do CONAMA (CONAMA, 2011), Arambasic et al.
(1994) encontraram uma CE(l)so & D. magna de 1,26 x 10° mg L™ para o CuSOy,

com 48 horas de exposi¢cdo, um valor 10.000 vezes menor do que o encontrado
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nesse estudo, essa diferenca pode ser atribuida ao tempo de exposi¢cao e ao Cobre
estar associado ao Sulfato no teste.

Também deve se levar em consideracdo que, mesmo em condi¢cdes
experimentais idénticas, os resultados obtidos podem ser diferentes unicamente por
conta da possibilidade de lotes diferentes de Daphnia serem utilizados. Isso pode
até mesmo influenciar a fixacdo dos limites admissiveis legislativos para os metais
pesados envolvidos (MUNZINGER; MONICELLI, 1990).

6.4 CARTAS CONTROLE

A faixa de sensibilidade para os organismos aos metais é definida pelas
cartas controle. Para isso foram realizados 5 testes para cada metal, conforme
modelo USEPA (1985)

O modelo descreve que, para o limite maximo deve ser considerado: a média
(x), um limite méximo que pode ser definido como a média (x) mais dois desvios
padrdo (x+ 2s) e, para o limite minimo a média menos dois desvios padrdo (x-2s).
Para a obtencéo destes resultados aplicaram-se os testes estatisticos de disperséao,
onde se obteve a média e a equacéo da reta e o coeficiente de correlacéo (r?).

Para melhor entendimento, os graficos a seguir mostram a carta controle, com
limites calculados, os mesmos estabelecem uma faixa onde os resultados
encontrados tem validade estatistica. O limite superior € representado em vermelho,
ja o limite inferior em amarelo, e a concentracdo permitida pela resolucdo 430
(CONAMA, 2011) em azul, e ainda a média encontrada de CE(l)so em verde.
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6.4.2 CARTA CONTROLE DO METAL CROMO
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6.4.3 CARTA CONTROLE DO METAL COBRE
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GRAFICO 5 - Carta Controle - Cobre

6.4.4 CARTA CONTROLE DE SENSIBILIDADE

Para comprovar os resultados, obteve-se a carta controle de sensibilidade,
que foi realizada desde fevereiro de 2015. Como substancia de referéncia foi
utilizada o Dicromato de Potassio (100 mg L™). A carta controle traz a média das
CE(l)so obtidas e os limites superiores e inferiores, encontrados a partir do desvio

padrao.
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7. CONCLUSAO

A resolucado 430 (CONAMA, 2011) leva em consideracdo o ambiente aquatico
como um todo, e ndo somente um organismo em questao, portanto, conclui-se que
para o organismo teste D. magna os valores estabelecidos como limites para
descarte de efluentes n&o estéo de acordo com a toxicidade mostrada.

D. magna se mostrou muito sensivel para alguns metais e mais resistente a
outros. A concentracdo maxima permitida pela Resolucdo 430 (CONAMA, 2011)
mostrou 100% de imobilidade nos organismos nos testes realizados com Cobre, por
exemplo, e houve a necessidade de trabalhar com limites inferiores. Para outros
casos, o limite estabelecido pelo CONAMA 430/2011 se aproximou da toxicidade
encontrada, porém vale lembrar que metais sdo bioacumulativos no ambiente, e o
teste utilizado foi agudo e nao crénico. Apesar de termos definido a sensibilidade
deste organismo a varios metais, um teste crénico com metais traria resultados mais
significativos.

No caso do metal Cadmio a concentracédo limite estabelecida pela Resolucéao
430 do CONAMA esta proxima da nossa margem de desvio inferior, ou seja, as
outras CE(l)so encontradas se mostraram pouco maiores do que este limite, o que
quer dizer que o organismo Daphnia magna € relativamente resistente a solucdes
testadas, por se considerar uma diferenca pequena em termos estatisticos.

Além disso, os testes foram realizados para valores individuais de
concentragbes de metais, sendo interessante a realizagdo de testes visando
identificar sinergismos entres metais, o que pode influenciar significativamente nos
valores limites estabelecidos pela Resolucdo. E necessario definir os limites
especificos de cada organismo, para assim chegar a um limite aceitavel e
abrangente para todos 0s organismos aquaticos.

De uma forma geral os resultados encontrados apontam o organismo Daphnia
magna como um bioindicador inapropriado para a realizacdo de testes de
ecotoxicidade em algumas solucbes de metais, com niveis de CE(l)sp muito acima,
ou muito abaixo dos valores maximos permitidos estipulados pela legislacao
ambiental vigente, a Resolucdo 430 (CONAMA, 2011), mostrando assim sua grande

sensibilidade as solugbes de metais.
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