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RESUMO

As atividades téxteis sdo economicamente importantes no Brasil. No entanto,
algumas atividades produzem efluentes com 5-20% de corantes que em geral,
sdo estaveis e persistentes no ambiente. Estas substancias podem interagir
com o sedimento, resultando em efeitos agudos e cronicos para a biota
aquatica. Os organismos mais comumente usados para testes de toxicidade
sdo as Daphnia similis (Cladocera, Crustacea) no qual vive e se alimenta na
coluna d’agua. Nés acreditamos que as espécies bentdnicas, nas quais vivem
e se alimentam nos sedimentos, como Chironomus xanthus (Chironomidae,
Diptera, Insecta) pode ser o candidato ideal para estes testes de toxicidade. O
objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade do sedimento natural e artificial
contaminados com azocorantes téxteis disperso e reativo utilizando D. similis e
C. xanthus como organismos-testes. No6s também avaliamos a concentragéo
nominal e efetiva para determinar a quantidade de massa associada ao
sedimento, usando espectrofotometro. Nao foram encontradas diferencas
significantes entre a toxicidade dos sedimentos para C. xanthus. Os
azocorantes disperso e reativo foram similares para a concentracdo nominal da
CLso, mas utilizando a concentragéo efetiva, o azocorante disperso foi 3 vezes
mais toxico do que o azocorante reativo. A espécie C. xanthus foi 210 vezes
mais sensivel do que D. similis para o azocorante disperso e 10 vezes mais

sensivel para o azocorante reativo.

Palavras-chave: Efluente téxtil, teste de ecotoxicidade, impacto ambiental,

concentracdo nominal e efetiva, Insecta, Crustacea.
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ABSTRACT

Textile activities are economically important in Brazil. However, such activities
produce effluents with 5-20% dyes, which are generally stable and persistent in
the environment. These substances may interact with the sediment, resulting in
chronic and acute effects for the aquatic biota. The organism most commonly
used for those toxicity tests are Daphnia similis (Cladocera, Crustacea) — which
live and feed on the water column. We believe benthic species — those that feed
and inhabit in sediments — such as Chironomus xanthus (Chironomidae,
Diptera, Insecta), would be ideal candidates for toxicity tests. The aim of this
study was to evaluate the toxicity of natural and artificial sediments
contaminated with disperse and reactive textile azodyes on D. similis and on C.
xanthus. We also evaluated nominal and effective concentrations by
determining the azodye mass associated to the sediment, using
spectrophotometry. No significant differences were found between sediments
on the toxicity of C. xanthus. Disperse and reactive azodyes had similar C.
xanthus nominal LCs, but when using effective concentration, disperse azodye
was three times more toxic than the reactive azodye. The species C. xanthus
was 210 times more sensitive than D. similis for the disperse azodyes and 10

times more sensitive for the reactive azodye.

Keys words: Textile effluent, test toxicity, environmental impact, nominal and

effective concentrations, Insecta, Crustacea.
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Avaliagdo da toxicidade de sedimentos e agua
contaminados com azocorantes téxteis utilizando Chironomus

xanthus e Daphnia similis.

1. INTRODUGAO

1.1. Impactos de efluentes téxteis sobre os ecossistemas e a saude humana

A industria téxtil € uma das maiores produtoras de efluentes liquidos
em virtude do grande consumo de agua e produtos quimicos, em especial nos
processos de tingimento e acabamento (Ledo et al., 1998). Na etapa de
tingimento, sdo adicionados os corantes empregados sob a forma de solugdes
e dispersdes aquosas por indugdo com reativos apropriados ou por controle
das condi¢bes fisicas como temperatura e pH, conferindo cor aos tecidos
(Andrade, 1999).

Os corantes podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica (Azo, antraquinona, indigdides, tioindigoides etc.) ou de acordo com o
metodo pelo qual é fixado a fibra téxtil. As classes mais utilizadas sao:
Corantes reativos, corantes diretos, corantes azoicos, corantes acidos,
corantes a cuba, corante de enxofre, corantes dispersivos, corantes pré-
metalizados e corantes branqueadores (Guaratini & Zanoni, 2000; Kunz et al.,
2002; Alcantara & Daltin, 1995).

No Brasil, devido as caracteristicas climaticas, o setor téxtil baseia-se
predominantemente nas malhas de algoddo. Cerca de 70% de sua
produtividade se localizam nas regides Sul (Santa Catarina), Sudeste (Séo

1



Paulo e Minas Gerais) e Nordeste (Bahia, Pernambuco e Ceara). Estes
processos requerem o uso de corantes indigos, tioindigdides e antraquinoides
que além do alto custo, produzem como subproduto hidrossulfito de sodio que
pode causar problemas ecoldgicos (Guaratini & Zanoni, 2000).

Mais de 700 mil toneladas de 10 mil tipos de corantes e pigmentos sao
produzidos no mundo, sendo o Brasil responsavel por 2,6% da demanda
mundial (Fungaro et al., 2009). Do ponto de vista ambiental, estima-se que 5 a
20% da producdo mundial de corantes s&do langadas no ambiente durante a
sintese, processamento e, sobretudo, na etapa de tingimento, devido a
incompleta fixagdo dos corantes (Coughlin et al., 2003; Forgacs et al., 2004,
Paschoal & Tremiliosi-Filho, 2005). Esta quantidade €& alarmante, pois
considera o despejo de aproximadamente 1,20 toneladas por dia destes
compostos nos ecossistemas (Guaratini & Zanoni, 2000).

A descontaminagdo dos compostos € um dos grandes problemas
ambientais, sobretudo considerando que os corantes ndo pertencem a uma
mesma classe de compostos quimicos, que por sua vez requerem métodos
especificos para identificacdo, quantificacdo e degradagao (Guaratini & Zanoni,
2000). Além disso, séo dificeis de serem tratados por causa de sua origem
sintética e, principalmente, devido as suas estruturas moleculares aromaticas
complexas, que podem envolver durante seu processo de sintese, até 5000
reacdes intermediarias. Estas estruturas sdo constituidas para resistir ao
sabdo, agua, luz, agentes oxidantes e suor, sendo por isso mais estaveis e
menos biodegradaveis (Banat et al., 1996; Aksu & Donmez, 2003; Guaratini &

Zanoni, 2000; Senam et al., 2003; Fungaro et al., 2009; Adedayo et al., 2004).



Ainda nao existe um meétodo universalmente aceito para a descolora-
cao de efluentes aquosos da industria téxtil. A maior parte das industrias realiza
processos de oxidagéo bioldgica (lodo ativado) que nao é efetivo na remocao
da cor de muitos tipos de efluentes, mas € usado principalmente para reduzir a
matéria organica (Galindo et al., 2001). Existem métodos para remogao de co-
rantes que incluem coagulacéo, floculagao, oxidagao, fotodegradagcao, memb-
rana filtrante, incluindo degradacao bioldgica aerdbia e anaerdbia, adsorcao
com carvao ativado, ultrafiltracdo, osmose reversa, coagulacéo-floculacao, tro-
ca ibnica, entre outras (Galindo et al., 2001; Konstantinou & Albanis, 2004). To-
dos esses métodos possuem limitacbes e nenhum deles é completamente sa-
tisfatério na remocao da cor de efluentes téxteis, além de possuirem alto custo
inicial e operacional, sendo esta a principal desvantagem para as industrias de
tingimento e acabamento (Aksu & Donmez, 2003; Verma & Madamwar, 2005;
Fungaro et al., 2009).

A liberacdo de compostos quimicos presentes em efluentes téxteis re-
presenta um grande problema ambiental, uma vez que estas substancias apre-
sentam alta recalcitrancia (Wang & Yu, 1998), além de uma cinética de degra-
dacdo muito lenta para os processos biolégicos convencionais, podendo per-
manecer por cerca de 50 anos nos ambientes aquaticos, sendo a agua e o
solo, os compartimentos mais afetados (Gomes et al., 1998; Bromberg & Du-
ran, 2000; Zanoni & Carneiro, 2001).

Alguns tipos de corantes (como os pré-metalizados) possuem alta con-
centragdo de metais, como o cromo, e o langamento de rejeitos nas aguas
pode acarretar em disturbios ecoldgicos graves (Guaratini & Zanoni, 2000). Os

efluentes com corantes podem modificar a cor da agua do corpo receptor, fa-



zendo com que a biota aquatica tenha que se ajustar, sobretudo devido a po-
tencial redugao da atividade fotossintética causada por essas alteragdes (Gua-
ratini & Zanoni, 2000). Aléem deste fato, estudos tém mostrado que algumas
classes de corantes, principalmente azocorantes, e seus subprodutos, podem
ser carcinogénicos e/ou mutagénicos (Kunz et al., 2002). Essa toxicidade se
deve, em parte a clivagem da ligagdo azo formando aminas aromaticas poten-
cialmente cancerigenas (Ferraz, 2008).

Nos ultimos anos, regulamentagdes rigorosas tém sido estabelecidas
em muitos paises referentes ao descarte de efluentes coloridos. A legislacao
governamental esta se tornando cada vez mais rigorosa, especialmente nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, no que diz respeito a remogao de
cor dos efluentes industriais (Anjaneyulu et al., 2005; Immich, 2006).

Os riscos toxicologicos de corantes sintéticos a saude humana estao
intrinsecamente relacionados ao modo e tempo de exposicéo, i.e., ingestéo
oral, sensibilizacao da pele, sensibilizacao das vias respiratérias. Estudos bioci-
néticos tém mostrado evidéncias de que corantes azo soluveis em agua, se
oralmente administrados sdo metabolizados na microflora intestinal e excreta-
dos mais rapidamente do que os compostos menos soluveis (Clarke & Steinle,
1995). Por outro lado, os corantes insoluveis em agua poderiam ser biodegra-
dados no figado, formando conjugados soluveis em agua que seriam entao
transportados para o intestino e sujeitos a redugdes por bactérias da flora nor-
mal (Clarke & Steinle, 1995). Assim, nem o corante nem seus metabdlitos tem
grande potencial de bioacumulacéo. Entretanto, os riscos crénicos destes tipos
de corantes e intermediarios levam em consideragao suas propriedades carci-

nogénicas e mutagénicas (Jung, 1996). A exposicéo dos corantes dispersos a



pele e/ou ao sistema respiratorio podem se tornar rotas perigosas, pelas quais
estas substéncias podem ser absorvidas e promover a sensibilizacado da pele
(dermatites) ou das vias respiratérias (Hausen, 1993).

Existem varios grupos cromoforos utilizados atualmente na sintese de
corantes. No entanto, o grupo mais representativo empregado pertence a fami-
lia de azocorantes, que se caracterizam por apresentarem um ou mais grupa-
mentos —N=N- ligados a sistemas aromaticos (Figura 1; Mohorcic et al., 2004;
Kunz et al., 2002). Os azocorantes representam cerca de 65% dos corantes
atualmente utilizados no mundo, sendo extensivamente utilizados no tingimento

de fibras téxteis (Fungaro et al., 2009).
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Figura 1: Exemplo de uma estrutura quimica caracteristica de um grupo croméforo de um azo-

corante (Ferraz, 2008).

1.2. A ecotoxicologia aquatica como indicadora de impactos de poluentes sob-

re o ecossistema

A realizacdo apenas de analises quimicas para a avaliagcdo ambiental
nao retrata o impacto causado pelos poluentes adequadamente, pois nao
demonstra os efeitos sobre o ecossistema, apenas infere sobre as potenciais

causas (Buss et al., 2008). Somente os sistemas bioldgicos podem detectar os



efeitos toxicos das substéncias (Marschner, 1999; Lombardi, 2004). A
aplicacéo dos testes de toxicidade na analise ambiental &€ bastante abrangente
e sua importdncia aumenta na propor¢cdo que cresce a complexidade das
transformagdes quimicas no meio ambiente (Burton Jr., 1992). Além disso, a
determinacdo de substéncias isoladas através de analises quimicas
tradicionais ndo fornece resposta sobre qual tipo de agente quimico esta sendo
responsavel pela toxicidade e informacgdes sobre as possiveis interacdes entre
substancias (aditivas, antagbnicas ou sinergisticas), como também da
biodisponibilidade das mesmas (Blaise, 1984).

Os efeitos adversos nos organismos incluem tanto efeitos letais,
expressos em mortalidade ou sobrevivéncia (em bioensaios agudos ou
cronicos), quanto os efeitos subletais, que sdo mudangas no desenvolvimento,
crescimento, comportamento, reproducao, atividades de entrada e detoxicagéo
e estrutura dos tecidos (Rand, 1995). Segundo o mesmo autor efeitos adversos
em cada individuo incluem indugé&o ou inibicdo de enzimas, ou de sistemas
enzimaticos e suas fungbes associadas. Além disso, devido ao fato de a
exposicdo a agentes toxicos ocorrer pela agua, sedimento e alimento, as
quantidades, concentracbes e a biodisponibilidade desses agentes nesses
compartimentos sao de fundamental interesse.

A Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelece a classificagdo dos cor-
pos d’agua, da as diretrizes ambientais para o seu enquadramento e também
regulamenta as condigdes e padrbes de langamento de efluentes no meio am-
biente. Nesta resolu¢ao s&o claramente proibidos o langamento de substéancias
ou efluentes em niveis nocivos ou perigosos para os seres humanos e outras

formas de vida, considerando que a saude e o bem-estar humano, bem como o



equilibrio ecoldgico aquatico, ndo devem ser afetados pela deterioracédo da
qualidade das aguas.

Esta resolugéo limita uma série de potenciais contaminantes no ambi-
ente e acrescenta em seu artigo 7, inciso 4, que “as possiveis interagbes entre
as substéncias e a presencga de contaminantes néo listados, passiveis de cau-
sar danos aos seres vivos, deverédo ser investigados utilizando-se ensaios eco-
toxicoldgicos, toxicologicos ou outros métodos cientificamente reconhecidos”.
Acrescenta ainda que no caso de langamentos de efluentes liquidos industriais
provenientes de industrias quimicas, petroquimicas e siderurgicas, poderao ser
estabelecidas exigéncias adicionais para cada caso especifico, em termos de
toxicidade cronica (CONAMA 357/2005). Porém, a resolugdo néo explicita as
concentragdes dos mesmos nos sedimentos, deixando este campo carente de
informacgdes, pois existem poucos estudos relacionados a contaminagédo nos
sedimentos.

A Resolucdo CONAMA 357/2005 é uma legislacao federal e por isso
permite a formulacdo de leis mais restritas de acordo com a necessidade de
cada estado brasileiro, ficando livres para estabelecerem seus préprios limites
de toxicidade. Muitos s&o os laboratorios de instituigbes oficiais que realizam
testes de toxicidade. Cada vez mais esta ferramenta tem sido reconhecida
como um forte instrumento de avaliagdo de impacto ambiental. No Brasil o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), Companhia Estadual de
Tecnologia Ambiental (CETESB), Fundagdo do Meio Ambiente de Santa
Catarina (FATMA-SC), Fundacgao Estadual de Engenharia e Meio Ambiente
(FEEMA-RJ), Fundacao Estadual de Protegdo Ambiental (FEPAM-RS), Instituto

Ambiental do Parana (IAP-PR) e a Companhia Pernambucana de Meio



Ambiente (CPRH-PE), recomendam a utilizagcdo da analise de toxicidade
através de testes com organismos padronizados internacionalmente como um
instrumento para avaliagdo do potencial de impacto das substancias quimicas

ou efluentes langados no ambiente (Magalhaes & Ferrédo Filho, 2008).

1.3. Importancia dos sedimentos em ecossistemas aquaticos

Os sedimentos podem ser considerados uma das matrizes mais
complexas existentes nos ecossistemas aquaticos, ele €& constituido
tipicamente por uma mistura de argila, areia, sais minerais e matéria organica.
Desde a génese do material particulado em solugéo, o qual ocorre a adsorgao
de inumeros compostos, até sua sedimentacdo no leito dos rios, lagos ou
reservatorios. Sua composicao pode variar desde totalmente mineral até com
predominéncia organica, dependendo de fatores naturais e antrépicos. (Jardim
et al., 2006).

O sedimento possui grande importancia para os ecossistemas
aquaticos, pois ele serve como fonte de recursos de matérias organicas e
inorganicas. Grande parte do material aléctone e autoctone fica depositada nos
sedimentos, como por exemplo, metais pesados e compostos organoclorados.
Estes quimicos se adsorvem ao sedimento e aos materiais organicos, tendo
seu destino final nos sedimentos, podendo acumular-se em concentra¢des
superiores aquelas encontradas no meio liquido e acarretar efeitos agudos e
cronicos para as comunidades que vivem ou entram em contato com os
sedimentos (Burton Jr. & MacPherson, 1995; Boldrini et al, 1990; Power &

Chapman, 1992).



Uma vez no sedimento, esses contaminantes podem ficar associados
a certas fases dos sedimentos, tornando-se nao-biodisponiveis no
ecossistema; sofrer transformagdes quimicas, originando formas mais ou
menos tdxicas; ou ainda migrar do sedimento para os organismos benténicos
ou para a coluna d’agua. Niveis elevados de contaminantes persistentes no
sedimento podem ou nao acarretar efeitos para a biota aquatica. A capacidade
de adsorcdo do sedimento depende da sua composi¢cdo, das suas
caracteristicas fisico-quimicas, bem como, da qualidade e da quantidade de
matéria orgénica e do pH (Davies et al., 1999; Jardim et al., 2006). Dada a sua
capacidade em acumular compostos organicos e inorganicos, principalmente
por processos de decantagdo, € um dos compartimentos mais importantes a
serem estudados na avaliacdo do nivel de contaminagdo dos ecossistemas
aquaticos (Power & Chapman, 1992).

Uma vez que as comunidades bentdnicas integram todos os fatores
ambientais aos quais estdo expostas, a analise da estrutura dessas
comunidades fornece boa indicagdo dos efeitos dos poluentes associados aos
sedimentos. No entanto, apesar de a estrutura da comunidade bentdnica
responder de forma razoavelmente previsivel as variagbes ambientais e
relacdes bidticas como competicdo e predacéo, a importancia destas variagbes
pode variar em fungéo do nivel de contaminagao existente. Além disso, fatores
como o tamanho da area estudada e a duragdo do estudo podem limitar a
interpretacéo dos dados obtidos (Diaz, 1992).

Os testes de toxicidade permitem avaliar efeitos interativos de misturas
complexas presentes nos sedimentos sobre os organismos aquaticos. Esses

testes medem, portanto, os efeitos tdxicos das fragbes biodisponiveis



presentes nos sedimentos, em condi¢cdes controladas de laboratério ou através
de testes em campo. Desta forma, os resultados dos testes de toxicidade sao
uteis para o estabelecimento de concentragbes aceitaveis de contaminantes
que estdo presentes no sedimento, isto €, concentragbes em que néo se
esperam efeitos para os organismos bentdnicos (Jardim et al., 2006).

Os resultados dos testes de toxicidade, juntamente com os dados da
estrutura da comunidade bentbnica e de contaminag&o, sao ferramentas
importantes tanto para a avaliagdo da qualidade do sedimento como para o
gerenciamento de material dragado e orientagdo na tomada de decisdes
quanto a necessidade de limpeza e recuperagédo de sedimentos (Jardim et al.,

2006).

1.4. Uso da ecotoxicologia na avaliacdo de sedimentos

Existem varios organismos utilizados para testes ecotoxicologicos com
sedimentos, Hyalella azteca (Saussure, 1858) € um anfipodo utilizado e ja
possui protocolos estabelecidos (OECD, 1997; USEPA, 2000; ASTM, 2003).
Varias espécies de Daphnia s&o utilizadas em agua e também em testes com
sedimentos, possuindo protocolos para este procedimento (NBR 12713:2004).
Chironomus riparius (Meigen, 1804) e Chironomus tentans (Fabricius, 1805)
sdo muito utilizados no exterior para testes com sedimentos (USEPA, 2000;
OECD, 2004). No Brasil, Chironomus xanthus (Rempel, 1939) vem sendo
utilizado pela CETESB em uma analise ambiental, denominada como triade de
qualidade dos sedimentos, formada pela integracdo de analises quimicas,

bioldgicas e ecotoxicoldégicas (Chapman, 1986, 1989, 1990; Chapman et al.,
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1997). Apesar desta diretriz de uso de Chironomus xanthus para testes com
sedimentos, ainda ndo ha uma norma técnica nacional, sendo sugerida a
utilizacdo da metodologia empregada pela EPA (2000) para Chironomus
tentans (Dornfeld, 2006).

Geralmente usam-se, para efluentes de industria téxtil, testes
ecotoxicolégicos com varias espécies de Daphnia (Villegas-Navarro et al, 2000;
Immich et al, 2009). Daphnia spp. s&o organismos de coluna d’agua e possuem
protocolos estabelecidos pela ABNT (NBR 12713:2004), e que vém sendo
utilizados pela CETESB e por nosso Laboratério de Avaliacdo e Promogao da
Saude Ambiental (LAPSA/FIOCRUZ). No entanto, muitos corantes s&o
insoluveis, como os corantes a base de enxofre, corantes azoicos, corantes
dispersivos, entre outros. Estes corantes s&o adsorvidos pelos sedimentos e se
acumulam ficando mais biodisponiveis para a fauna aquatica bentbnica. Larvas
da familia Chironomidae s&o os organismos bentdnicos mais usados para
testes de toxicidade com sedimentos, por serem de facil manutengdo em
laboratorio, possui reproducdo abundante de organismos e baixo custo de
manutencgao (Burton Jr., 1991; Ingersoll, 1995; Fonseca, 2004; Dornfeld, 2001),
sendo particularmente empregado em testes de avaliagdo de impactos de
pesticidas (Akerblom et al, 2008; Binelli et al, 2008). A utilizacdo dos
sedimentos para estes organismos € de extrema importédncia porque eles
vivem e se alimentam de particulas dos sedimentos e sao diretamente
expostos a compostos toxicos pelo contato do corpo e indiretamente através da

contaminagao pela ingestéo de alimentos (Fonseca, 2004).
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2. HIPOTESE

Chironomus xanthus s&o sensiveis aos azocorantes disperso azul
marinho e reativo amarelo ouro e podem ser usados em testes de
ecotoxicidade em sedimentos como organismos-teste, porque vivem e se

alimentam de particulas dos sedimentos em todo seu estagio larvar.

3. OBJETIVO

Avaliar a ecotoxicidade de azocorantes disperso e reativo utilizando

Chironomus xanthus e Daphnia similis como organismos-teste.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o procedimento operacional padrao da cultura da larva de
Chironomus xanthus;

e Determinar o procedimento operacional padrdao do teste de
ecotoxicidade aguda da larva de Chironomus xanthus;

e Analisar a influéncia do tipo de sedimento (natural ou artificialmente
construido) sobre a fauna aquatica benténica;

e Determinar a CLs, testando a toxicidade aguda dos azocorantes téxteis
na larva de Chironomus xanthus;

e Determinar a CEs, testando a toxicidade aguda dos azocorantes téxteis,

utilizando Daphnia similis;
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e Determinar a concentracdo dos azocorantes transferida ao sedimento

apos o periodo de incubagéo nos sedimentos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Corantes Avaliados

Os corantes estudados foram o corante disperso Marinho CC (CI Dis-
perse Violet 93:1; Tabela 1; Figura 2) e o corante reativo amarelo ouro RGB
Gran (CI Reactive Orange 107; Tabela 2; Figura 3). Os corantes reativos sao
corantes hidrofilicos, enquanto os dispersos sédo praticamente insoluveis em
agua e aplicados em fibras de celulose e outras fibras hidrofébicas através de

suspensdo. Ambos contém o grupo cromoéforo azo.

Tabela 1: Caracteristicas gerais do azocorante azul marinho

Nome genérico Cl Disperse Violet 93:1
Cromoforo Azo

Absorbancia Max. no comp. de onda 590 nm

Classe Disperso

Grupo reativo N&o possui

Estado fisico Po

Cor Azul

Solubilidade em agua Dispersavel

pH 8,0 (20 C,10g/L)
Metais pesados Nao possui

Br —
N I}Nrc'EHS Iy
03N —N’ =

CH,COHN
NO,

Figura 2: Estrutura quimica do azocorante disperso azul marinho (Umbuzeiro, 2006)
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Tabela 2: Caracteristicas gerais do azocorante Amarelo ouro

Nome genérico Cl Reactive orange 107
Croméforo Azo
Absorbancia Max. no comp. de onda 410 nm
Classe Reativo
Grupo reativo Vinilsufona
Estado fisico Granulado
Cor Vermelho escuro
Solubilidade em agua 50g/L (20 C)
pH 50-7,0(20C, 10 g/L)
Metais pesados N&o possui
Ho/\|
0,5 HN,CDCHE
N
NH2
SO,Na

Figura 3: Estrutura quimica do azocorante reativo amarelo ouro (G€ubitz et al., 2004)

5.2. Medidas espectrofotométricas para determinacdo das concentracées

efetivas dos azocorantes nos testes ecotoxicolégicos

Para determinar indiretamente a concentracdo real dos azocorantes
(corante disperso Marinho CC e corante reativo amarelo ouro RGB Gran) nos
sedimentos utilizados nos testes ecotoxicologicos, utilizou-se medidas espec-
trofométricas. Experimentos com solug¢des padrdao, em condigbes analogas aos
testes ecotoxicolégicos — sem, contudo adicionar os organismos-teste, foram
realizados com o objetivo de conhecer como a concentragdo dos corantes varia
ao longo do periodo de transferéncia dos mesmos para os sedimentos, de 10
dias.
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A justificativa para a realizagédo destes experimentos deve-se ao possi-
vel comportamento instavel dos corantes em solugdo ao longo do periodo de
impregnacgao dos sedimentos e ao desconhecimento dos coeficientes de parti-
cao destas substancias entre as solugdes aquosas e os sedimentos. Para as
analises, usou-se o espectrofotdbmetro UV-visivel SPECTRONIC GENESYS 5,
com cubetas de vidro com 0,5 cm de caminho éptico.

Inicialmente, foram definidos através de uma varredura espectrofoto-
métrica, os comprimentos de onda 6timos para as analises, onde ocorrem a ab-
sor¢do maxima para cada um dos corantes testados: 590 nm para o azocoran-
te disperso azul marinho e 410 nm para o azocorante reativo amarelo ouro.

Em seguida, foram construidas curvas de calibracao (anexo | e Il) rela-
cionando as absorbéancias de solu¢des padrédo dos corantes estudados, nos
respectivos comprimentos de onda determinados e suas concentragdes. As
concentragcbes foram escolhidas em fungdo da solubilidade dos corantes em
agua e dos niveis que seriam utilizados nos testes ecotoxicoldgicos. Para o
azocorante disperso azul marinho utilizou-se as concentragbes de: 2,5 mg/L;
5,0 mg/L; 10 mg/L; 20 mg/L; 30 mg/L; 40 mg/L; 50 mg/L; 60 mg/L; 70 mg/L e 80
mg/L; enquanto para o corante reativo amarelo ouro as concentragbes foram:
2,5 mg/L; 5,0 mg/L; 10 mg/L; 20 mg/L; 30 mg/L; 40 mg/L e 50 mg/L.

Foram utilizados simultaneamente dois tipos de sistemas, em duplicata,
nos experimentos: o primeiro sistema continha apenas as solugbes aquosas
dos corantes nos mesmos recipientes usados para os testes ecotoxicoldgicos;
no segundo tipo, além das solugbes dos corantes foram adicionados os sedi-
mentos empregados neste estudo. O objetivo do primeiro sistema era avaliar a

possivel degradacéo dos corantes devido a fotooxidagédo ou mesmo da sua ad-
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sor¢cdo as paredes dos recipientes, ao longo do periodo do experimento (10
dias). O segundo sistema teve como finalidade quantificar a quantidade de co-
rante que foi transferida da solugdo aquosa para os sedimentos ao longo do ex-
perimento.

Para a quantificacdo espectrofotométrica das concentragdes dos dois
corantes nas solu¢des aquosas dos diferentes sistemas, foram retiradas aliquo-
tas das solugdes de todos os sistemas ao longo de 10 dias. Para os experimen-
tos utilizaram-se solugdes padrédo nos mesmos niveis dos testes ecotoxicoldgi-
cos (25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L e 200 mg/L) de ambos os corantes. Para o
calculo da massa do corante que foi transferida da solugéo para os sedimentos
subtraimos a concentragcdo do corante em solucdo no final do experimento da
sua concentracéo no inicio do experimento, corrigindo as possiveis perdas dos
corantes por fotooxidagdo ou adsorgéo, e multiplicamos pelo volume da solu-
cao utilizada. Esta informagédo € importante para determinarmos a concentra-
¢céo que entrou efetivamente em contato com o organismo-teste (concentragéo
efetiva), pois pode ser diferente da concentragdo utilizada na solugéo inicial

(concentragdao nominal).

5.3. Organismos-teste

Um organismo-teste selecionado foi a espécie bentdnica Chironomus
xanthus Rempel 1939 (Chironomidae, Diptera). A escolha desta espécie deve-
se, principalmente, a facilidade na obtengcédo e manutencédo em grande quanti-
dade, baixo custo de produgdo e manutengao, ser uma espécie nativa e tipica-

mente bentdnica, além de ja ter sido utilizada em estudos ecotoxicologicos an-
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teriores (Fonseca, 1997; Dornfeld, 2006; Zoratto, 2007; Araujo, 2005; Costa,
2007).

Chironomus xanthus tem ciclo de vida que dura em média 13 dias (12-
15 dias) e possui quatro estagios: ovo, larva (de primeiro, segundo, terceiro e
quarto instar), pupa e adultos com grande sobrevivéncia de organismos em to-
dos os estagios larvais (figura 4), o que possibilita a sua utilizagdo como orga-
nismo-teste (Fonseca 2004). Os dois ultimos estagios duram um curto periodo
de tempo. Em contrapartida, a maior parte do ciclo de vida ocorre no periodo
larval bentbénico. Caso seja adquirida energia suficiente nesse estagio, os adul-
tos n&o precisam mais se alimentar (Oliver, 1971; Fonseca, 2004.). A larva vive
associada ao sedimento, com a cabeca para fora dos tubos formados por al-
gas, particulas de sedimentos ou outras particulas disponiveis. Para se alimen-
tarem, ingerem silte, detritos, perifiton e outras particulas disponiveis na super-
ficie do sedimento (Rasmussen, 1984). As larvas apresentam cabega comple-
ta, bem desenvolvida, ndo retratil e com mandibulas com movimentos de obli-
quo a horizontal, corpo segmentado, alongado, estreito e sem pernas toracicas,
apresentam dois pares de pseuddpodes (localizados ventralmente nos seg-
mentos protoracico e anal) e um par de procercos (localizado dorsalmente no
segmento anal, cada um com um tufo de cerdas em seu apice) (Armitage et.
al., 1995), capsula cefalica com a regido gular com mancha castanho-escura e
a configuracdo da mandibula com 3 dentes (Correia, 2004).

Apds o estagio de pupa os adultos emergem da agua e se acasalam,
juntando a massa de ovos nas plantas aquaticas ou outros objetos que estejam
em contato com a superficie aquatica (Learner & Edwards, 1966). A oviposicao

ocorre na superficie da agua. Algumas vezes a massa de ovos é fixada na ve-
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getacdo. Em outros casos, o oviposi¢do ocorre com a massa de ovos presa
nas pernas da fémea mergulhada na agua. Essa massa de ovos € protegida
por uma matriz gelatinosa que se expande na agua e € muito adesiva. A fémea
coloca de 500 a 600 ovos dispostos em forma de espiral. Apds o periodo de 44
a 48h ocorre a eclosao das larvas, as quais iniciam a construgao dos casulos a
partir do segundo estagio de vida (Fonseca 2004).

O ritmo de desenvolvimento dos mosquitos depende da disponibilidade
alimentar e temperatura. Eles vivem em ambientes Iénticos ou Ibticos, aguas
pobres ou ricas em oxigénio ou geladas ou quentes. Os adultos possuem

estrutura mais uniforme do que os estagios imaturos (Oliver, 1971).

ADULTO

DESOVA
v\%} PUPA
\RH& E‘ "

fﬁy LARVA

Figura 4: Representagdo esquematica do ciclo de vida do Chironomidae (Ristola, 1995)

O segundo organismo-teste escolhido foi a Daphnia similis Claus,
1876. As espécies do género Daphnia também conhecidas como pulgas-d’a-
gua, sdo uma importante fonte de alimento para peixes. As espécies mais utili-
zadas em testes de laboratorio sdo Daphnia similis e Daphnia magna as quais

nao ocorrem naturalmente no Brasil. Dafinideos s&o animais ideais para utiliza-
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cao em testes de toxicidade, pois sao bastante sensiveis a poluentes e facil-
mente cultivados em laboratério (Frear & Boyd, 1967).

As espécies de Daphnia tém cerca de 0,5 a 5,5mm de comprimento e
uma carapaca bivalve transparente que encerra todo o corpo, com excegéo da
cabeca e antenas. Os cladoceros séo organismos filtradores; suas pernas tora-
cicas, compostas por cerdas, agem como peneiras, que retém algas, bactérias
e pequenas particulas de material organico da agua. O alimento é transferido
para a boca, onde é moido pelas mandibulas e direcionado para o trato digesti-
vo. A retencao do alimento no trato digestivo & aproximadamente de meia hora
a 3 horas (Buikema & Sherberger, 1977).

Como em todos os artropodes, o crescimento ocorre imediatamente
apos a muda (ecdise). Fases pré-adultas mudam quase diariamente, enquanto
adultos o fazem a cada 2 ou 3 dias. Os dafinideos se tornam reprodutivamente
maduros do 3° ao 6° estagio (dependendo da espécie) e, em condi¢des favora-
veis, produzem crias de 4 a 65 jovens imediatamente antes de cada muda. A
reproducao € partenogenética, dando origem a populagdes constituidas inteira-
mente por fémeas, até que ocorra um estresse ambiental, como superpopula-
cao, falta de alimento ou mudanga de temperatura. Entdo, surgem na cultura
machos e também fémeas com dois ovos hapléides, os quais sdo fecundados
pelos machos. Esses ovos, envoltos de uma casca unica, de cor escura rigida,
altamente resistente a condi¢cées desfavoraveis, sdo denominados efipios (Za-

gatto & Bertoletti, 2006).
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5.3.1 Cultura e manutencdo do organismo-teste — Chironomus xanthus

Apds levantamento bibliografico (Oliver, 1971; Fonseca, 1997 e 2004,
Dornfeld, 2006; Zoratto, 2007), verificou-se que espécies de Chironomidae
eram boas candidatas como organismos-teste para avaliar impactos em
sedimentos. No entanto, como n&o ha grupos de pesquisa mantendo culturas
deste organismo no Estado do Rio de Janeiro, foi feito uma visita técnica na
Companhia Tecnolégica de Saneamento de Sao Paulo (CETESB) para
aprender as técnicas de manutencdo e cultivo e obter exemplares dos
organismos para iniciar a cultura no LAPSA/IOC/FIOCRUZ.

Os exemplares iniciais das larvas utilizadas neste estudo foram obtidos
de culturas mantidas no Laboratério de Ecotoxicologia da CETESB. Vale
ressaltar que, por duas vezes, as larvas trazidas ndao se adaptaram as
condic¢des locais e todos os individuos morreram. As condigdes usadas foram:
50% de agua mineral e 50% de agua de um lago ndo contaminado por esgoto;
100% de agua mineral e 100% de agua reconstituida e uma camada de
sedimento descontaminado cobrindo as bandejas. As culturas tiveram de ser
reiniciadas com o recebimento de novas desovas.

Por fim, testou-se o volume de agua 6timo, 5 litros, recomendado pela
CETESB e 2 litros para as culturas, utilizando diferentes concentracdes de
agua mineral x agua do lago (100% agua mineral; 80/20 e 60/40 agua mineral /
agua do lago). Este teste indicou que em 2 litros de agua com a proporcao
80/20 obteve maior sobrevivéncia e desenvolvimento, sendo utilizada como
agua de manutencdo. No entanto, apdés a cultura estabilizada utilizou-se

apenas agua mineral nas culturas obtendo padrdes de reproducéo condizentes
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com o esperado, passando a ser o procedimento adotado e, desta forma,
evitando possiveis contaminagdes provenientes da agua do lago.

Outra observagao relevante ocorreu durante os testes de sensibilidade
(apresentados a seguir) - usados para verificar se a cultura esta saudavel: os
organismos-controle morriam quando colocados em béqueres de vidro, mas
nao em potes plasticos descartaveis (similares aos usados no procedimento da
CETESB). Portanto, estes recipientes passaram a ser usados também nos
testes com os corantes.

Com a cultura estabilizada e saudavel (ver resultados do teste de sen-
sibilidade), determinou-se o Procedimento Operacional Padréo para o cultivo
de Chironomus xanthus no LAPSA/IOC/FIOCRUZ. Em resumo, foram utiliza-
das bandejas plasticas brancas, cobertas por gaiolas de fil6 para a retencao
dos organismos adultos (Figura 5). Para iniciar a cultura sdo adicionadas apro-
ximadamente 200 larvas de lll e IV instar. Nas bandejas plasticas sédo coloca-
dos o sedimento controle (esterilizado em mufla a 500°C por 4h) e 2 litros de
agua de manutencgao (pH 6,5-7,5, temperatura 23-25°C e dureza de 12-16mg
CaCO; L"), sendo que o cultivo dos organismos € mantido em constante aera-
¢ado, em sala com temperatura controlada (entre 23-25°C) e fotoperiodo de 12
horas. Para a alimentacédo das larvas utilizou-se racéo de peixes TetraMin na

propor¢ao de 0,04mg/ml.

22



Figura 5: Cultura de Chironomus xanthus no LAPSA-IOC-FIOCRUZ.

5.3.2 Avaliacao da cultura do organismo-teste Chironomus xanthus

Segundo os principios de Boas Praticas de Laboratério ou outro
sistema de qualidade, como por exemplo, ISO 17025, o controle de qualidade
analitico de um laboratério de ecotoxicologia inclui a calibracdo de
equipamentos, cuidados especiais na coleta, transporte, recebimento,
armazenamento e processamento de amostras e registro de dados e a
validagéo das condigdes fisioldgicas dos organismos durante sua manutengao,
aclimatacédo e uso em teste laboratorial (Zagatto & Bertoletti, 2008). Portanto,
cada laboratorio deve ter seu programa de qualidade implementado como
rotina, assegurando assim, o controle de qualidade dos organismos utilizados
e, também o controle das condi¢gdes mantidas durante a realizagéo dos testes.

Na realizagdo de testes de toxicidade, a garantia da qualidade dos
resultados envolve praticas de rotina ja normalizadas, dentre as quais se

encontram a realizagdo de testes agudos com substéncias de referéncia. O
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controle de sensibilidade dos organismos, através da realizagdo periddica de
ensaios com determinadas substancias de referéncia, € um procedimento que
permite maior precisdo e confiabilidade nos resultados obtidos ao longo do
tempo por um mesmo laboratério ou entre laboratorios. A utilizagdo destas
substancias permite avaliar a condicdo fisioldgica dos organismos que seréo
submetidos a testes. Varios fatores, que sdo fundamentais para a manutencao
dos organismos-teste, podem afetar a variabilidade dos resultados dos testes
de toxicidade, como a qualidade da agua de cultivo, qualidade e quantidade de
alimento, temperatura e oxigénio (Silva, 2005).

A partir da determinagao da faixa de sensibilidade para uma espécie, a
sensibilidade da espécie devera ser avaliada periodicamente para o controle de
qualidade dos cultivos e dos resultados dos testes (EPA, 2002). Caso o valor
da sensibilidade se encontre fora da faixa estabelecida, o teste sera invalidado,
como também o lote de organismos utilizados, havendo a necessidade de ser
novamente realizado com um novo conjunto de organismos. A precisao
analitica intra ou interlaboratorial deve ser avaliada utilizando as mesmas
condi¢des-teste, organismos e substéncia referéncia, sendo que a variabilidade
dos resultados dos testes pode ser analisada através do coeficiente de
variagdo. De forma geral, um método ecotoxicologico é considerado valido
quando a variagao dos resultados expressa o coeficiente de variacdo < 30%
(Environment Canada, 1990).

Os testes com substancias de referéncia avaliam a toxicidade aguda,
expressa pela 48h-CLso. A substancia mais utilizada para teste com Chirono-
mus xanthus € o Cloreto de potassio (Dornfeld, 2006; Fonseca1997; Silva,

2005).
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Neste estudo, os testes de sensibilidade para a avaliagdo da qualidade
das culturas de C. xanthus foram realizados com larvas do Il instar, de acordo
com o procedimento da EPA (2000), nos quais consistiam em expor os organis-
mos em diferentes concentragbes de uma substancia referéncia. A cultura de
C. xanthus foi avaliada com testes nas concentragbes 1,5; 2,25; 3,5; 5,0; 7,5
g/L KCI, as mesmas determinadas por Dornfeld (2001) e Fonseca (1997). Para
a utilizagao deste teste utilizou-se uma solugéo estoque de 10g/L, que foi dilui-
da até as concentragdes desejadas. Dez organismos foram incluidos em cada
recipiente, trés réplicas por concentragdo (inclusive a controle), com duracao
de 48 horas (Figura 6).

Para considerar os resultados validos € necessario que ao término do
periodo de exposicdo a porcentagem de mortalidade no sedimento controle
seja inferior ou igual a 30%; a temperatura da agua deve permanecer na faixa
de 23 + 2 °C, o oxigénio dissolvido no decorrer do teste permanecga superior a
2,5mg/L e os bioensaios devem obter coeficiente de variagéo < 30%.

O resultado referente ao teste de sensibilidade 48h-CLs, para KCI
variou de 4,68 a 5,08g/L, com média do coeficiente de variacdo de 27,01%. Os
bioensaios ficaram dentro dos limites da faixa de sensibilidade encontradas por
Fonseca (1997) de 2,6g/L a 6,4g/L (48h-CLs, KCI). Em nenhum dos testes

realizados os valores foram superiores a 6,4g/L (Figura 7).
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Figura 6. Teste de sensibilidade da cultura de Chironomus xanthus no LAPSA/IOC/FIOCRUZ.

dez/09 jan/10 fev10 mar/10

Figura 7: Teste de sensibilidade com Chironomus xanthus (~~—: limites superior e inferior

propostos por Fonseca e — Cls dos bioensaios, — limites superior e inferior dos
bioensaios).
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5.3.3 Cultura e manutencdo do organismo-teste Daphnia similis

Em um béquer de 2000ml colocou-se no maximo 20 adultos por litro de
agua de cultivo (agua mineral), os neonatos foram descartados, caso nao te-
nham sido utilizados para testes ou para abrir novos lotes; a alimentacao foi fei-
ta diariamente com suspenséo algacea Pseudokirchneriella subcaptata, man-
tendo a proporgao de 3,2 X 10° células por Daphnia, o béquer foi fechado com
filme plastico para evitar contaminagdo dos organismos anotando-se a quanti-
dade de organismos, para facilitar a alimentacéo. Apos estes procedimentos os
organismos foram colocados em camara incubadora com temperatura controla-

da para 23,5 °C e fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro.

5.4. Procedimento de preparacdo de sedimentos para a realizacdo dos

bioensaios

5.4.1. Sedimento artificial

Os bioensaios para Chironomus xanthus foram realizados seguindo
procedimentos descritos pela comunidade européia (OECD, 2004), na
manipulagédo do sedimento artificial que, segundo Akerblom et al. (2008) sdo
vantajosos porque os testes podem ser realizados em qualquer momento e o
sedimento n&o possui fauna indigena.

Neste estudo, o sedimento artificial foi construido com algumas
modificagdes em relagcdo a norma da OECD (2004), ja que é utilizado para

outras espécies de Chironomus (C. riparius, C. tentans, e C. yoshimatsui). O
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sedimento consistiu de 4-5% de musgo do género Sphagnum — seco em forno
Pasteur e macerado — 20% de argila e 75-76% de areia de quartzo (particulas
de 0,3 milimetros). Uma das modificacbes em relagcdo ao protocolo OECD
(2004), foi a troca da agua deionizada pela agua de manutencao para a mistura
dos compostos e nao foi adicionado carbonato de calcio, pois foi observado

que C. xanthus possuem preferéncia a estas condicoes.

5.4.2. Sedimento natural

Além da utilizagéo do sedimento artificial, foi feito teste com sedimento
natural, coletado em uma area referéncia. O procedimento de lavagem e esteri-
lizacdo seguiu a norma da EPA (2000). O sedimento foi peneirado em malha
de 300 pym, submerso em solug¢ao de acido nitrico a 5% durante 24h. Apés este
periodo a areia foi lavada abundantemente em agua corrente e colocada em
mufla a 500°C durante 4 horas. Antes de ser utilizado, mediu-se o pH da agua
associada ao sedimento, devendo este estar entre 6,5 e 7,5. Caso o sedimento
apresentasse valores fora destes limites, o sedimento era descartado. Este se-

dimento natural foi utilizado nas culturas.

5.5. Bioensaio de toxicidade aguda com Chironomus xanthus

Para que os azocorantes fossem adsorvidos ao sedimento, foi usado o
procedimento descrito por Akerblom (2008): 10 dias de exposi¢cdo dos sedi-
mentos a uma solugdo com o corante nas concentragdes de 25mg/L; 50mg/L;

100mg/L; 150mg/L; 200mg/L; 250mg/L e 300mg/L. Este procedimento foi reali-
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zado tanto para o sedimento artificial quanto para o natural, de forma a permitir
a comparacao entre a adsorcao e ecotoxicidade de cada um. As concentragdes
escolhidas foram para determinar a concentracao letal para 50% dos Chirono-
mus xanthus em 9 dias (9d-CLsy) e também para comparar com a concentracao
encontrada no efluente que varia de 10 a 200mg/L (Ali et al., 2009).

Apds o periodo de contato da solugdo corante com o sedimento (10
dias), retirou-se a solugéo corante adicionou-se 10 larvas de segundo instar em
cada pote contendo 100g do sedimento contaminado (spiked-sediment) e 200g
de agua de manutencao. Foram utilizadas 3 réplicas do controle e 3 réplicas de
cada concentracao para os sedimentos artificial e natural, por 9 dias, para a de-
terminacéo da 9d-CLs,de C. xanthus.

Os testes foram realizados ao abrigo da luz, para evitar fotooxidagao e
com temperatura de 23+2°C. A alimentacgéo foi feita com alimento de peixe Te-
tramin na proporcéo de 0,04mg/ml a cada 48h, quando ocorre a troca de 30%
da agua de manutencgéo. Para os testes serem validos, a mortalidade deveria

ser igual ou inferior a 30% no grupo controle.

5.6. Bioensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os testes realizados com Daphnia similis foram feitos utilizando a me-
todologia da ABNT (NBR 12713:2004) que consiste na preparacao do elutriato
(Figura 10), esta metodologia consiste em ressuspender a contaminagédo asso-

ciada ao sedimento para a agua e depois utiliza-la no teste.
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Apds deixar o sedimento em contato com a solugdo azocorante em
concentragbes conhecidas (25mg/L; 50mg/L; 100mg/L; 150mg/L; 200mg/L;
250mg/L; 300mg/L; 350 mg/L; 400 mg/L; 450 mg/L e 500 mg/L; Figura 8) por
10 dias, descartou-se a solugao e utilizou-se uma parte de sedimento e quatro
partes de agua, agitou-se no agitador magnético por uma hora (Figura 9), foi
reservado em refrigeracao por 24 horas, retirado o sobrenadante, centrifugado
por 10 minutos em 3500rpm e filtrado.

A CEs foi calculada através de testes contendo 30 neonatos com pelo
menos 24h de nascido, divididos em trés réplicas de 10 individuos por concen-
tracdo. O tempo de exposicao foi de 48h a 24°C e ao abrigo da luz (48h-CEs).
O método utilizado foi o estatico, pois ndo houve troca do meio durante este
periodo. Este procedimento foi utilizado tanto para testes com os elutriatos nos
sedimentos natural e artificial quanto para testes com solu¢cdo de azocorante
em agua (Figuras 10, 11 e 12). No caso dos testes realizados apenas em solu-

¢ao aquosa, a concentracao nominal e efetiva é idéntica.
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Figura 8: Sedimento impregnado com solugédo azocorante

FI0CRUZ-10C

[T i

Figura 9: Agitador rﬁagnético
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Figura 10: Teste com elutriato e azocorante amarelo

Figura 11: Teste ecotoxicolégico com solugdo azocorante e Daphnia similis
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Figura 12: Teste ecotoxicoldégico com solugdo azocorante e Daphnia similis

5.7 Anadlise estatisitica dos dados

A determinacao das concentragbes letais e efetivas foi realizada utili-
zando o teste estatistico Trimmed Spearman-Karber (9d-CLs, para Chironomus

xanthus e 48h-CEs, para Daphnia similis).

Analise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar a toxicidade

de C. xanthus entre os sedimentos natural e artificial.

33



6. RESULTADOS

6.1. Medidas espectrofotométricas para determinacdo das concentracées

efetivas dos azocorantes nos testes ecotoxicolégicos

A quantidade da massa do corante transferida da solu¢do para o sedi-
mento ao longo do experimento tendeu a valores maximos de 44% e 74% para
os corantes amarelo e azul respectivamente (Figs. 16 e 20). Isto sugere que o
tempo de contato da solugcdo com o sedimento utilizado nos bioensaios (10
dias) foi adequado para este tipo de teste ecotoxicologico.

A concentracdo do corante amarelo nos recipientes controle (sem sedi-
mento) apresentaram reducao de massa desprezivel (sempre < 2%) ao longo
do experimento (Figs 13; 14; 15 e 16). Nos recipientes com sedimento, obser-
vamos que aproximadamente 50% do corante foi transferido da solugéo para o
sedimento ao longo do tempo, para todas as concentracdes exceto a de
25mg/L (cerca de 30%; Fig. 13). Estes resultados indicam que a concentracao
efetiva do corante amarelo nos sedimentos, deve ser aproximadamente a me-
tade da concentracéo inicial da solugédo preparada para os experimentos (con-
centragdo nominal).

A solucéo aquosa do corante azul apresentou comportamento diferente
do azocorante amarelo ao longo do experimento, com perdas de cerca de 30%
no recipiente sem sedimento. Isto pode ser explicado pela quase insolubilidade
deste corante em agua (DyStar, 2008), que naturalmente tende a sedimentar
em solucdes aquosas. No recipiente com sedimento ocorreu a remog¢ao do co-

rante da solug¢ado para a fragéo solida ao longo do tempo, chegando a uma mé-
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dia de 75% de transferéncia o corante para o sedimento para todas as concen-
tracoes (Figs.: 17; 18; 19 e 20).

Estes resultados demonstram a importancia de trabalhar com a con-
centragao efetiva, pois os organismos benténicos apenas entram em contato
com a concentragao que ficou associada ao sedimento, sendo esta, em geral,
menor que a concentragao da solugéo. Se assumissemos que a concentragdo
da solucédo aquosa fosse igual a concentragdo que esta associada aos sedi-
mentos, estariamos subestimando a capacidade de sensibilidade dos organis-
mos bentdnicos. A concentracdo efetiva do corante associado aos sedimentos
€ a diferenca da concentragéo da solugéo preparada do corante no inicio do

periodo de incubagdo com o sedimento e a sua concentragao no final.
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Figura 13: Concentracdes do azocorante amarelo 25mg/L em agua e agua e sedimento (eixo
secundario utilizado para remoc¢ao)
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Figura 14: Concentragdes do azocorante amarelo 50mg/L em agua e agua e sedimento (eixo
secundario utilizado para remoc¢ao)
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Figura 15: Concentra¢des do azocorante amarelo 100mg/L em agua e agua e sedimento (eixo
secundario utilizado para remoc¢ao)
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Figura 16: Concentra¢des do azocorante amarelo 200mg/L em agua e agua e sedimento (eixo

secundario utilizado para remocao)

Figura 17:Concentracdes do azocorante azul 25mg/L em agua e agua e sedimento (eixo

secundario utilizado para remoc¢ao)
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Figura 18: Concentracdes do azocorante azul 50mg/L em agua e agua e sedimento (eixo
secundario utilizado para remoc¢ao)
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Figura 19: Concentracdes do azocorante azul 100mg/L em agua e agua e sedimento (eixo
secundario utilizado para remocao)
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Figura 20: Concentrac¢des do azocorante azul 200mg/L em agua e agua e sedimento (eixo
secundario utilizado para remoc¢ao)

6.2. Concentracdo nominal e efetiva de bioensaios com C. xanthus

A concentragéo nominal da 9d-CLs, dos azocorantes testados utilizan-
do C. xanthus obtiveram valores similares entre si (Tabela 3). No entanto, con-
siderando a 9d-CLs, analisada sobre a concentragéo efetiva obtivemos outro
resultado importante para a gestdo de residuos: o azocorante azul mostrou-se

3 vezes mais toxico do que o azocorante amarelo.

Tabela 3. 9d-CLs, (mg/L) das concentracdes nominal e efetiva de C. xanthus em sedimento
artificial e 48h-CEs, de D. similis em solu¢do aquosa utilizando os azocorantes azul e
amarelo.

C. xanthus D. similis
Conc. Nominal Conc. Efetiva
Azocorante Azul 98,97 (87-112) 13,14 (11-14) 2738,61 (2055-3648)
Azocorante Amarelo 88,19 (56-137) 42,04 (28-62) 423,88 (380-471)
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6.3. Bioensaios ecotoxicolégicos com C. xanthus e D. similis

C. xanthus foram mais sensiveis aos azocorantes do que D. similis.
Utilizando a concentragdo nominal a 9d-Cls, de C. xanthus foi 30 vezes menor
no azocorante azul (portanto, mais toxico a baixas concentragdes) e 4 vezes
menor no azocorante amarelo do que a 48h-CEs, de D. similis. Ja utilizando a
concentracéo efetiva, a diferenca de sensibilidade foi ainda maior: 9d-Cls, de C.
xanthus foi 210 vezes menor no azocorante azul e 10 vezes menor no
azocorante amarelo (Tabela 3). Nos testes com D. similis — realizados apenas
em solugdes aquosas — nao ha distincdo entre a concentragdo nominal e a
efetiva.

Testes feitos com elutriato utilizando os dois azocorantes em concen-
tracoes até 500ppm indicaram mortalidade de cerca de 10%, ndo sendo possi-
vel calcular a 48h-CEs. Isto sugere que ha uma forte ligacdo dos azocorantes
aos sedimentos, fazendo com que nao fossem liberados para a coluna d’agua

e, portanto, sendo pouco toxicos a D. similis.
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6.3.1. Influéncia do tipo de sedimento nos testes ecotoxicologicos com C.

xanthus

O tipo de sedimento, natural ou artificial, teve pouca influéncia na
sobrevivéncia dos C. xanthus. As 9d-CLsy nominais nos azocorantes azul e
amarelo em ambos os sedimentos foram similares (Tabela 4). Além disso, n&o
foram encontradas diferencas estatisticas entre o percentual de sobrevivéncia
entre os sedimentos em nenhuma concentracdo do azocorante amarelo
(ANOVA p> 0,05; Figura 21) e houve diferengca apenas nas concentragcdes
nominais de 25mg/L (ANOVA Fs= 26,9, p< 0,01) e de 50mg/L (ANOVA Fs=
18,p<0,05) para o azocorante azul (Figura 22). Isto indica que ambos os

sedimentos podem ser utilizados em testes ecotoxicologicos desta natureza.

Tabela 4: Concentracdes nominais da 9d-CLs,de C. xanthus nos sedimentos natural e artificial

Azocorante Amarelo Azocorante azul
Sed. Natural 85,48 (57,82-126,37) mg/L 92.53 (62,93-136,06) mg/L
Sed. Artificial 88,19 (56,75-137,05) mg/L 98.97 (87,02-112,56) mg/L
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7. DISCUSSAO

7.1. Bioensaios ecotoxicolégicos com Chironomus xanthus

A maior sensibilidade de C. xanthus aos azocorantes testados em
relacdo a D. similis pode estar associada ao fato de C. xanthus viver e se
alimentar de particulas dos sedimentos em todo seu estagio larval (Fonseca,
1997). Maund et al. (2002) também encontraram uma sensibilidade maior em
organismos bentbnicos do que em microcrustaceos zooplanctonicos,
provavelmente pela ingestao direta das particulas contaminadas e pelo fato de
certos contaminantes se agregarem rapidamente ao sedimento. Segundo Silva,
(2005) os microcrustaceos filtram seu alimento ingerindo particulas organicas
muito pequenas, diferente das larvas de quironomideos, que ingerem grande
quantidade de matéria particulada e precipitada, dessa forma absorvendo mais
contaminantes, além de serem organismos bentdnicos, onde no seu proprio
habitat ja existe uma maior quantidade de azocorante adsorvido ao sedimento
do que na coluna d'agua, por toda sua caracteristica quimica ja citada.

Esta diferenca de sensibilidade entre os dois organismos também pode
ser explicada pelo tempo de exposicado do teste ecotoxicoldégico que para
Chironomus xanthus é muito superior (9 dias) ao utilizado para Daphnia similis
(2 dias). Quanto maior o tempo de exposi¢céo do organismo a substancia toxica,
sua sensibilidade aumenta consideravelmente (Haring et al. 2009).

A avaliacédo de toxicidade aquatica utilizando varias espécies de
Daphnia como organismo-teste, para outros tipos de azocorantes, por exemplo,

o direto e o reativo tém demonstrado resultados de 48h-CEs, inferiores ao
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encontrado no presente estudo (Bae & Freeman, 2007). Isto indica que para
estes azocorantes as Daphnias nao foram sensiveis o suficiente, mas para

outros azocorantes, elas respondem significativamente bem.

7.2. Influéncia do tipo de sedimento

Os tipos de sedimento ndo demonstraram diferencas quanto a sua
toxicidade. Através das figuras 2 e 3 observou-se que o sedimento artificial ndo
diferenciou do sedimento natural, obtendo o percentual de sobrevivéncia
préximos.

Este resultado foi diferente do encontrado por Akerblom, (2008) em seu
estudo com pesticidas, comparou a diferenga entre os sedimentos natural e
artificial, utilizando a metodologia da OECD, também utilizada no presente
estudo, resultando em maior sobrevivéncia no sedimento natural. A explicagéo
para este fato foi a diferenca do pH, a concentragdo de calcio e a quantidade
de matéria organica que podem ter afetado a biodisponibilidade e assim, a
toxicidade do pesticida. A eficiente ligagdo do pesticida a matéria organica,
contribuiu para a diminuicdo da biodisponibilidade no sedimento natural. No
entanto, Akerblom (2008) descreve que o sedimento natural utilizado em seus
testes possui 12% de matéria organica, enquanto que o sedimento artificial
possui 4 a 5% de matéria organica. No presente estudo a matéria organica no
sedimento natural € praticamente zero, uma vez que é calcinado a 500°C
durante 4 horas e o sedimento artificial possui 5% de matéria organica (musgo)

e 20% de argila.
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A argila € um mineral que possui grande potencial de aplicagdo como
material adsorvente (Bouberka et al., 2005), sendo utilizada por algumas
industrias téxteis para a adsorg¢ao da cor, possuindo a capacidade de remoc¢ao
para uma grande variedade de poluentes orgénicos e pesticidas e até mesmo
para remoc¢ao de metais pesados (Bouberka et al., 2005; Lyim & Guglu, 2009).

Alguns pesquisadores testaram a capacidade de adsor¢cédo da argila
natural ou quimicamente modificada (Bouberka et al., 2005; Lyim & Gugclu,
2009; Tahir & Rauf, 2006; Baskaralingam et al., 2006) observando que de
acordo com a estrutura do corante, pH e tempo de exposicdo aumentam o
efeito de adsorcdo do corante na argila, podendo chegar até a remocao de
99% em apenas 15 minutos. Lyim & Guglu (2009), observaram que a argila
natural foi capaz de adsorver em apenas 8 horas 45mg de corantes basicos /g
de argila, e de acordo com o aumento do tempo de exposi¢cdo do corante,
aumentava também a adsorcdo. Estes resultados s&o relevantes para o
presente estudo, uma vez que a composi¢cao do sedimento artificial possui 20%
de argila e o periodo de incubacao para a utilizagdo do teste ecotoxicologico
com Chironomus xanthus e para o elutriato com Daphnia similis é de 10 dias,

sendo entdo o azocorante provavelmente bastante adsorvido ao sedimento.

7.3. Determinacdo da concentracdo de azocorante associada ao

sedimento

A utilizacdo da espectrofotometria para avaliacdo da concentracéo de
corantes em amostras é um procedimento tradicionalmente utilizado (Bouberka

et al., 2005; Lyim & Guglu, 2009; Galindo & Kalt, 1999; Gurses et al., 2006;
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Rehorek et al., 2004; Forgacs et al., 2004; Cunico et al., 2009), sendo uma
metodologia rapida e eficiente. Através desta metodologia, observou-se grande
transferéncia do azocorante azul da solugéo para os sedimentos. Isto pode ser
explicado pela baixa solubilidade do corante, formando apenas suspensao
aquosa. Assim, grande parte deste azocorante depositou no fundo do pote ou
se associou diretamente ao sedimento, ao longo dos dez dias de experimento,
e concentragédo da suspenséao diminuiu de maneira expressiva.

O azocorante amarelo teve comportamento diferente, tendo menos de
2% de diminuigdo da concentracdo, controle onde néo havia sedimentos. Em
todas as concentragbes testadas o percentual de adsorgdo foi similar,
chegando a quase 50%. Observou-se ainda que o tempo de impregnacao dos
sedimentos com este azocorante foi adequado para obter concentracéo
maxima de adsorgdo no sedimento. Este resultado observado entre os dois
azocorantes foi esperado, uma vez que possuem caracteristicas quimicas

diferentes e ja mencionadas.

7.4. Bioensaios ecotoxicolégicos com Daphnia similis

Os testes feitos utilizando elutriato para Daphnia similis nao resultou na
48h-CLso, causando mortalidade/imobilidade de apenas 10% dos organismos.
Apesar desta metodologia ser padronizada pela ABNT (1993), alguns autores a
criticam, pois as condi¢des utilizadas no processo de extracdo do contaminante
nao sao idénticas as condi¢des utilizadas em campo; o contaminante que esta
associado ao sedimento pode nao ser totalmente liberado utilizando esta meto-

dologia. As respostas ecotoxicoldgicas utilizando elutriato tendem a ser menos
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sensiveis do que os testes com exposi¢cdes no proprio sedimento, resultando
dados menos confiaveis do quanto de contaminante realmente se depositou no
sedimento (Burton Jr & Macpherson, 1995). Por outro lado, existem pesquisa-
dores que compararam a técnica com a exposigao direta ao sedimento utilizan-
do organismos de coluna d’agua e organismos bentdnicos e obtiveram resulta-
dos similares, indicando que o elutriato € uma técnica de baixo custo, rapida e
eficiente para contaminagdes com metais pesados e contaminagdes organicas
(Haring et al., 2009; Burton et al., 1996 Yegane et al. 2008; Marin et al. 2001).
Porém, esta ndo € uma técnica suficiente para monitorar, em todos os casos de
contaminagdo, como o risco em potencial dos sedimentos (Ahlf and Wild-

Metzko 1992; Burton 1992; Burton et al. 1996; Lif3 and Ahlf 1997).

7.5. Cultura e manutencédo do organismo-teste — Chironomus xanthus

Observando que cada laboratorio possui suas peculiaridades e o clima
de Sao Paulo é totalmente diferente do Rio de Janeiro, foi necessario fazer um
procedimento operacional padrédo para a cultura das larvas de Chironomus
xanthus que se adequasse melhor as nossas condigbes laboratoriais,
mantendo as larvas em perfeitas condigbes para os testes ecotoxicologicos.

Os primeiros testes foram negativos, causando mortalidade das larvas
ou quando se tornavam adultos, ndo se reproduziam. Apo6s modificagdes na
quantidade de agua e sedimento e utilizagdo de agua mineral no lugar de agua
reconstituida ou uma parte de agua mineral e outra parte de agua do lago,
chegamos ao ideal para manter a cultura estavel e com reprodugdo bem

acentuada. Além de diminuirmos variaveis ambientais como a agua do lago
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que apesar de nao receber fonte poluidora, poderia ter algum componente
quimico proveniente de chuva acida ou outra variavel ambiental ou antrépica.
Com a cultura saudavel e altamente reprodutiva, observou-se que nos meses
de inverno, apesar de ficarem em sala com temperatura controlada, observou-
se diminuigao de larvas nos meses de inverno, indicando que estes meses néo
sé&o bons para testes ecotoxicologicos.

Para garantir a qualidade dos resultados nos testes ecotoxicoldgicos
com Chironomus xanthus foram periodicamente realizados testes agudos com
substancia de referéncia. Desta forma, permite-se maior precisédo e
confiabilidade nos resultados obtidos ao longo do tempo. Os testes de
sensibilidade feitos com Cloreto de Potassio ficaram dentro da faixa sugerida
por Fonseca (1997) e com média do coeficiente de variagdo dentro dos limites
recomendados pelo Environment Canada, garantindo a saude dos organismos
e confiabilidade nos resultados.

O uso do Dicromato de Potassio como substancia de referéncia é muito
comum na avaliacdo da sensibilidade de microcrustaceos. No entanto,
observa-se uma tendéncia no pais pelo uso de substadncias menos toxicas,
como o Cloreto de Sédio ou Cloreto de potassio, pela facilidade no manuseio e
descarte. Os testes de sensibilidade com Daphnia similis, nao sao
procedimentos de rotina no laboratério do LAPSA, afinal este organismo ja
possui procedimento operacional padrdo bem definido. Segundo Nulty et al.
(1999) os testes de sensibilidade s&o importantes, porém outros critérios de
aceitabilidade de testes devem ser utilizados como a sobrevivéncia minima,
crescimento ou reprodugao de organismos no controle experimental ao final do

teste, fornecem informag¢des mais uteis sobre a condigdo dos organismos-teste
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do que os dados gerados por testes de sensibilidade com substancia

referéncia.

7.6. Importancia dos organismos-teste para avaliacdo ambiental

A avaliagdo de risco ecologico envolve a tarefa dificil de estimar a
probabilidade dos efeitos em um grande numero de espécies baseada em
dados de toxicidade para varias espécies representantes. Como as espécies
diferem em sua sensibilidade aos contaminantes, pode-se supor que algumas
serao mais sensiveis e outras menos sensiveis do que Daphnia similis e outras
espécies padrdes de teste. Quando os dados estdo disponiveis para somente
algumas espécies, uma margem de seguranca deve ser aplicada para levar em
conta a sensibilidade desconhecida de espécies nao testadas. A falha da
informacgédo na variagao na sensibilidade das espécies € assim a principal fonte
da incerteza na avaliagéo de risco ecoldgico (Ecofram,1999).

As andlises quimicas sao imprescindiveis na identificacdo e na
quantificacdo de compostos quimicos especificos no ambiente, mas aqueles
ndo determinados pelas técnicas analiticas sdo negligenciados (Fent, 2003).
Além disso, a caracterizagdo quimica de uma amostra ambiental ndo indica o
potencial téxico de uma mistura complexa aos organismos aquaticos, assim
como a auséncia ou presencga de toxicidade nos despejos tratados (Zagatto et
al., 1992). O teste de toxicidade € uma ferramenta importante para avaliacao
da qualidade do sedimento. Atualmente s&o utilizadas as analises quimicas e

fisicas do sedimento em conjunto com as analises dos testes de toxicidade
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para uma melhor tomada de decisdo em pesquisas de avaliagdo de risco
ambiental (Dornfeld, 2006).

A ecotoxicologia é, portanto, uma ferramenta que pode ser utilizada
antes ou apo6s um evento de poluigdo ter ocorrido. Preventivamente, para
investigar os efeitos relativos da introdugado de uma substéncia quimica isolada
ou uma mistura de substancias. Apds para avaliar o efeito adverso produzido
no ambiente pela introdu¢do de uma substancia isolada ou uma mistura,
considerando as interagcdes quimicas, fisicas e bioloégicas do ambiente
(Magalhaes e Ferrao-Filho, 2008).

Para testes ecotoxicoloégicos em sedimentos, é interessante que este
seja feito com organismos tipicamente bentdnicos e nativos, sendo entéo
Chironomus xanthus um candidato ideal, como organismo-teste e Daphnia
similis por ser um organismo-teste mundialmente utilizado, um étimo organismo
para comparacgao dos efeitos ecotoxicologicos.

Os quironomideos podem e devem ser considerados como espécies
passiveis de serem utilizadas em avaliacdes de risco, pois sao sensiveis a
contaminantes, mesmo sendo capazes de sobreviver em condigdes
estressantes (ex: baixas concentracées de oxigénio dissolvido). Apresentam
significancia ecoldgica, encontram-se amplamente distribuidos no Brasil e
possuem importancia econémica: sao considerados como o principal alimento
de peixes na natureza, incluindo espécies de interesse comercial. Podem ser
cultivados especialmente para servirem de alimentos em pesqueiros, sem
causar a hipereutrofizagado desses ambientes, sendo também utilizados para a
remocao de matéria organica em lagoas de estabilizagdo, por utilizarem a

matéria organica na confecgdo de seus casulos (Silva, 2005). Além disso,
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apresentam ciclo de vida relativamente curto e estdo presentes na natureza
durante todo o ano. Todos estes aspectos fazem com que os quironomideos
sejam recomendados como organismo-teste.

Os testes demonstraram que os azocorantes foram téxicos para os
Chironomus xanthus abaixo da concentragdo de 100mg/L. Ali et al. (2009) em
seu trabalho, encontrou de 10 a 200mg/L de corantes téxteis no efluente,
demonstrando que esta quantidade € altamente téxica para a comunidade
aquatica bentbnica. Até o momento, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos utilizando Chironomidae como organismo-teste para corantes téxteis,
sendo o mesmo mais utilizado para testes com metais pesados (Dornfeld,
2006; Bramorski, 2004), pesticidas (Akerblom, 2008; Ristola et al., 1995),
avaliagdes de rios sob influencia de estagcdes de tratamento de agua e esgoto

(Silva, 2008) entre outros.
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8. CONCLUSAO

O procedimento operacional padrao da cultura de Chironomus xanthus
revelou-se uma ferramenta eficaz para a reprodugédo saudavel dos organismos,
evitando modificagbes na manipulagdo dos organismos de forma inadequada.

Os testes de sensibilidade com cloreto de potassio certificaram que a
cultura além de saudavel esta sensivel o suficiente para realizacdo dos bioen-
saios ecotoxicologicos.

As andlises espectrofotometricas se mostraram uma ferramenta
relevante para a avaliacdo da transferéncia de poluentes de solugbes aquosas
para a fase sélida (ex: quantificacdo da associacdo dos corantes com os
sedimentos utilizados nos bioensaios)

Os resultados utilizando Daphnia similis demonstraram que a escolha
do organismo-teste adequado ao tipo de contaminante & extremamente
importante, ja que este organismo € de coluna d’agua e nao sofre impacto em
contaminagdes nos sedimentos, ndo sendo o organismo ideal para avaliagcéo
ambiental em sedimentos. Chironomus xanthus demonstrou ser um organismo
sensivel para este tipo de contaminante e eficaz para bioensaios
ecotoxicologicos em sedimentos, podendo servir como organismo padréo
nestes testes.

Os valores da CEsy e CLsy para estes azocorantes utilizando Chirono-
mus xanthus e Daphnia similis ndo sdo encontrados na literatura. Estes dados
sédo importantes no estabelecimento de concentragdes aceitaveis, de forma a

permitir a preservagao da vida aquatica.
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Os resultados obtidos nos experimentos com sedimento artificial ndo
foram diferentes estatisticamente do sedimento natural podendo ser utilizado
como uma ferramenta eficaz para avaliagdo ecotoxicologica, além de evitar a

contaminagao com a fauna nativa.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados utilizando Daphnia similis e Chironomus xanthus servem
como modelo para extrapolar as implicagdes toxicolégicas causadas pelos
azocorantes testados no ambiente aquatico, mas estes resultados n&o sao
suficientes para determinar a saude do corpo receptor do ecossistema
aquatico. No entanto, a toxicidade nestes organismos é suficiente para sugerir
0 seu risco potencial no ecossistema aquatico, enfatizando a necessidade de
estudos toxicolégicos em industrias téxteis.

Consequientemente existe a necessidade de avaliar as alternativas de
tratamento de corantes téxteis, principalmente do grupo azo, visando a reducao
do seu langamento nos corpos d’agua.

A falha da informacé&o na variacdo da sensibilidade das espécies pode
ser evitada, existindo uma padronizacédo da sensibilidade de contaminantes nos
organismos-teste rotineiramente utilizados. Desta forma, facilitaria o estudo de

risco ecoldgico visando a normatizacéo e uso pelos 6rgaos ambientais.
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11. ANEXOS
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Anexo I: Curva de calibragdo do azocorante reativo amarelo ouro
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Anexo ll: Curva de calibragdo do azocorante disperso azul marinho
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