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RESUMO

AVALIACAO DO ENSAIO DE TOXICIDADE COM A ALGA SCENEDESMUS
subspicatus PARA O ESTUDO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS

Valeria Reginatto
orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Durén Caballero
Laboratério de Quimica Biol6gica, Instituto de Quimica
Universidade Estaduai de Campinas

Palavras-chaves: efluentes, ensaios de toxicidade; algas

Os estudos preliminares com a alga Scenedesmus subspicatus visaram
avaliar os diferentes métodos padronizados do ensaio de toxicidade recomendados
por 6rgéos internacionais, como a Internacional Standard Organization (ISO 8692).
Nesse sentido foram comparados distintos métodos para a determinag¢éo da
concentracdo da alga, as melhores condigdes de indculo para o ensaio e as
alteragdes do pH durante a realizag&o do mesmo.

Tendo em vista os resultados obtidos por esses estudos, foi feita uma
avaliagé@o ecotoxicolbgica de efluentes coletados em diferentes etapas do sistema
de tratamento de efluentes de uma inddstria produtora de pectina, usando métodos
fisico-quimicos e trés ensaios de toxicidade com organismos distintos: a alga S.
subspicatus, a bactéria luminescente V. fishen e uma populagcdo mista de
microorganismos (lodo ativado).

Os resultados desse estudo demonstraram que as andlises fisico-quimicas
convencionais n&o formeceram informagdes suficientes para caracterizar a
toxicidade apresentada pelos efluentes frente a alga e a bactéria luminescente. A
filtrac&o em gel em Sephadex G-50 dos referidos efluentes revelou uma elevada
distribuic&io da massa molecular (em torno de 20 kD) dos mesmos. Pirdlise seguida
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (Pi-CG-EM) também
foi utilizada para investigar a composi¢do dos efluentes, indicando a natureza
poliaromatica das amostras estudadas.



Como, além da toxicidade, os efluentes apresentavam uma colorag&o marrom
escura, suspeitou-se que a toxicidade pudesse estar relacionada com a cor das
amostras.

Em vista disso foram avaliados efluentes industriais, aguas de ambientes
naturais de coloracéo “escura” (pantanosas) e solugdes de substancias humicas
(SH) comerciais pelo ensaio de toxicidade com alga. O crescimento da alga nas
amostras "escuras” foi verificado, aumentando-se a intensidade Juminosa a fim de
ser atinjida a faixa de saturacfo de luz, ou seja, a faixa de luz na qual ocorria o
crescimento maximo da alga.

Para as amostras mais escuras (AbSss.m > 0,8), 0 efluente de pectina e a
solugdo de SH (0,2 g.L™"), a saturagéio de luz foi encontrada entre 8000-10000 Lux,
diferente da faixa de luz sugerida pela norma ISO 8692 para a realizacao do ensaio
{(entre 6000 e 10000 Lux).

A comparag&o dos resultados de toxicidade das amostras “escuras” obtidos
por fluorescencia da clorofila a e pela extragéo da clorofila a para a determinagéo da
concentrag&o de alga, demonstrou que os resultados de toxicidade poderiam estar
sendo influenciados pela coloragédo das amostras.

Os resultados desse frabalho demonstraram que apesar da reconhecida
importancia do ensaio de toxicidade com alga, este apresenta limitagdes quando se
deseja avaliar amostras “escuras” e, em fun¢do disso, 0s protocolos oficiais
necessitam ser revistos.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ALGAE GROWTH INHIBITION TEST WITH
SCENEDESMUS subspicatus TO ASSAY INDUSTRIAL EFFLUENTS

Valeria Reginatto
supervisor: Prof. Dr. Nelson Eduardo Durdn Caballero
Laboratério de Quimica Biolégica, Instituto de Quimica
Universidade Estadual de Campinas

key-words: effluents, toxicity assay; algae

The preliminary studies with the algae Scenedesmus subspicatus were
conducted in order to evaluate different official protocols for bioassays
recommended by international organizations, as the International Standard
Organization (ISO 8692). Distinct methods to determine algae concentration, optimal
inoculum conditions and pH alterations during the assay were compared.

According to these results, effluents toxicity from a pectin industry effluent
treatment system were assayed, using physical-chemical methods and three
different toxicity bioassays: algae Scenedesmus subspicatus, luminescent bacteria
Vibrio fisheri and activated sludge as bioindicator.

The results showed that the conventional physical-chemical analyses were
not sufficient to characterize effluents toxicity to algae and luminescent bacteria. Gel
filtration on Sephadex G-50 showed a high molecular weight distribution (about 20
kD) of the effluents. Pyrolyse-gas-chromathography-mass spectroscopy (Py-GC-EM)
was used to investigate the effluent composition. The identification of the obtained
pyrolysis fragments indicated effluents of polyaromatic nature.

Moreover, the analysed effluents were dark brown coloured, therefore it was
suspected that the toxicity could be correlated with the sample colour. Then several
dark brown coloured waters from marsh, industrial wastewaters and comercial humic
substances (HS) solutions were investigated by the algae bicassay. The algae
growth in dark coloured waters were verified by increasing the light intensity in order



to reach light saturation, where the maximum of algae growth were observed. Darker
samples (Abse.m > 0,8), final pectin effluent and HS solution (0,2 g.L") showed a
light saturation between 8000-10000 Lux, different of the light intensity suggested by
the ISO Norm 8692 (between 6000-10000 Lux).

A comparison between toxicity results of dark coloured waters, obtained with
different methods to measure algae concentration, like chlorophyll a fluorescence,
chlorophyll a extration showed that the toxicity results could have been influenced by
the cotour of the sampies.

" The results of this work demonstrate that beyond the recognized importance
of algae growth inhibition test, this showed limitations in the evaluation of dark
samples, therefore the official protocols should be reviewed.
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I-INTRODUGAO TEORICA

Com o crescimento da industrializacdo ocorrida nos ultimos 30 anos e o
concomitante aumento da demanda de produtos quimicos, intensificaram-se os
problemas relacionados com a liberagéo desses compostos no meio ambiente.
Cerca de 70.000 compostos quimicos estdo disponiveis no mercado e mais 500 a
1.000 novos compostos s80 produzidos anualmente, os quais, de alguma forma,
serdo descartados ou em efluentes domésticos ou industriais (Blum e
Speece,1991). Recrudescendo © estresse ambiental em decorréncia da
industrializag&o, exigiu-se o desenvolvimento de métodos mais eficazes para a
caracterizac8o desses produtos, principalmente, quanto a avaliagdo do potencial
toxico dos mesmos ao ecossistema.

O controle da carga poluidora ou toxica de efluentes € realizado,
tradicionalmente, pela determinagéo de variaveis como a Demanda Bioquimica de
Oxigénio-DBO, Demanda Quimica de Oxigénio-DQO, séiidos em suspenséo, metais
e outros agentes toxicos, cujos limites estdo bem estabelecidos nas legislagbes
ambientais. No entanto, a grande variedade de substancias quimicas existentes e a
composigdo indefinida encontrada nos efluentes dificultam a avaliagéo dos seus
possiveis efeitos tdxicos apenas pela utilizacdo de metodos fisico-quimicos
(CETESB, 1994).

Para suprir as limitagdes e complementar as informacdes obtidas pelas
andlises fisico-quimicas foram desenvolvidos 0s ensaios de toxicidade, os quais
utilizam organismos vivos como indicadores de efeitos téxicos (Peter e col., 1995,
Séenz e col., 1997). O uso de tais ensaios em estudos de toxicidade permite a
obtenc&o de importantes informagbes, como por exemplo:

a) sobre a toxicidade de novos compostos quimicos que pretendem ser
langados no mercado (informac¢des necessarias para o registro comerciai dos
mesmos);

b) a respeito do potencial toxico de efluentes, isto 6, o provavel efeito que os
efluentes v8o causar sobre as espécies vivas quando eles forem langados no meio
ambiente;
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c) na avaliagéo da qualidade de aguas superficiais,

d) permite esclarecer também se a adigdo de algum novo produto em
processos industriais ird alterar de alguma forma a eficiéncia do sistema de
tratamento de efluelntes (Bitton e Dutka,1986; Lewis, 1995; Jung e Bitton, 1897).

Uma das principais vantagens da utilizacéo dos ensaios de toxicidade sobre
as andlises quimicas, € que aqueles levam em consideragdo as interagbes dos
compostos analisados entre si € com 0 meio ambisnte.

No tocante ao estudo de efluentes, normalmente compostos por uma mistura
de substancias, os teste de toxicidade permitem observar o efeito téxico total do
efluente, detectando as possiveis interagbes entre os seus componentes. Estas
interagbes manifestam-se aumentando a toxicidade de substancias isoladas (efeito
sinergistico), diminuindo-a (efeito antagbnico) ou somando-a (efeito aditivo).

Um exemplo de sinergismo entre compostos foi observado por Vanegas e col.
(1997), ao relatarem 0 aumento da toxicidade dos metais cadmio e zinco quando
estes apresentaram-se numa mistura, comparando com as suas toxicidades
individuais sobre o crustaceo Penaeus setiferus. Efeito similar foi encontrado por
Bervoets e col. (1996), os quais inferiram uma toxicidade inferior a um efluente
industrial baseando-se na soma das toxicidades individuais dos compostos
quimicos encontrados num efluente industrial.

Cheng-Fang e col. (1994) observaram um efeito antagdnico significativo
quando compararam a toxicidade de uma mistura de efluentes industriais com as
toxicidades individuais dos efluentes. Os autores atribuiram esse efeito ao ion
carbonato, presente em alta concentragdo num dos efluentes, 0 qual possui a
capaci‘i:!ade de combinar-se a metais reduzindo a toxicidade de outros efluentes com
altas concentragdes de metais pesados.

As interagdes entre os componentes de efluentes também s&o observadas
para misturas de poluentes organicos. Nesse sentido, Pedersen e Petersen (1996),
realizaram um estudo da toxicidade de misturas de compostos organicos,
escolhendo 4 classes de compostos com diferentes mecanismos toxicolégicos. Os
pesquisadores testaram as suas toxicidades tanto individuais quanto em mistura (de
5, 10 e 15 componentes) frente a 5 espécies de organismos diferentes. O estudo
relacionou a lipofilicidade (log k) das misturas (estudo relagdo estrutura - atividade)
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com as suas toxicidades sobre os organismos. Na maior parte das misturas
estudadas foi encontrado um efeito aditivo, isto &, a toxicidade total da mistura
correspondeu a soma das toxicidades individuais dos seus componentes.

Além da possibilidade de interagdes entre os constituintes dos efluentes, a
toxicidade € influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas do meio no qual estes
efluentes serfio descartados. As caracteristicas fisico-quimicas do meio vao
influenciar, principaimente, a biodisponibilidade dos compostos téxicos, isto &, a
capacidade desses compostos serem assimitados pelos organismos vivos.

A toxicidade dos metais, por exemplo, esta relacionada com as condigBes as
quais o metal estd exposto, tais como pH, salinidade, dureza, matéria organica,
temperatura, etc. O efsito do pH sobre a toxicidade sera discutido com mais
detalhes no item 1.2

A importancia da concentragéo salina do meio relaciona-se, principalmente,

ao fato de a concentragéo idnica poder alterar o potencial toxico de metais. Supbe-
se que esse efeito ocorra devido a uma competicio entre os ions toxicos com ions
cloreto da amostra nas membranas da céiula (Gunkel, 1994). Ferguson e Hogstrand
(1998) observaram a diminuigSio da toxicidade da prata com o aumento da
salinidade até 25 %. O aumento da concentragdo do ion cloreto alterou a
especiacéo do metal, o qual, na forma AgCl,, apresentou toxicidade bem mais baixa
que o metal na forma Ag’. Porém, em salinidades acima de 25 %. foi observado um
aumento da toxicidade do metal, a qual foi atribuida ao desequilibrio osmético
causado pelos ions cloreto.
: No que concerne ao efeito da dureza sobre a toxicidade de metais, sabe-se
que a presenga de carbonato de calcio ou magnésio em aguas pode ocasionar a
complexagio de metais, tornando-os insoliveis e por isso ndo disponiveis para
penetrar nas membranas dos organismos vivos. Nesse sentido, Stubblefield e col.
(1997) verificaram que a presenca de carbonatos na 4gua alterou significativamente
a toxicidade cronica do manganés sobre a espécie aquética Saimo trufta. Os
autores observaram a diminui¢éio da toxicidade do manganés com o aumento da
concentragéo de CaCO,. O efeito da diminuigdo da toxicidade com o aumento da
dureza das aguas também foi observado, pelos mesmos autores, para outros metais
como o cobre, zinco e cadmio.
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A concentracéio de matéria organica encontrada no ambiente aquético
também influencia na toxicidade de xenobiéticos, sejam eles metais ou compostos
orgénicos (Kopinke e col., 1995). As interagSes da matéria organica com agentes
toxicos s&o muito estudadas e séo regidas por fatores fisico-quimicos tais como pH
(Pawlik-Skowronska e col., 1997), irradiag&o de luz visivel (Kamiya e Kameyama,
1998) e potencial redox (Tingzong e col., 1997).

A propriedade da matéria organica de se ligar aos poluentes faz com que a
toxicidade dos mesmos diminua, pelo comprometimento da biodisponibilidade em
virtude do tamanho da molécula ao qual estio ligados (Lawier e col., 1995).

Em resumo: enquantoc as andlises quimicas podem determinar a
concentracdo de compostos toxicos, elas n#&o fornecem, necessariamente,
informagdes a respeito do seu potencial téxico ou a respeito da sua
biodisponibilidade sobre os organismos vivos. Por outro lado, 0s ensaios de
toxicidade s&o extremamente Uteis na avaliagéo de potenciais tdxicos, mas n&o s&0
capazes de identificar nem quantificar os compostos responsaveis pela toxicidade
(Guzzella e Mingazzini, 1994). Por esse motivo, a maior parte dos estudos atuais
em ecotoxicologia sfo realizados utilizando-se uma combinagdo de andlises
quimicas e ensaios de toxicidade.

1.1- ENSAIOS DE TOXICIDADE

A idéia de que organismos vivos podem indicar a qualidade do meio
ambiente ¢ amplamente difundida. Pode-se detectar a poluigdo de corpos d'agua
tanto pela observacéo da mortalidade dos organismos-indicadores, quanto pelo
estresse fisiologico causado por poluentes. O estresse fisioldgico pode ser revelado
pela diminuicio da taxa de crescimento, perda da capacidade reprodutiva ou
mudanga de comportamento dos organismos (CETESB, 1994).

Nos E.U.A e Europa empregam-se os ensaios de toxicidade para a avaliagsio
da qualidade de aguas e de efluentes desde o inicio da década de 70, tendo sido
regulamentados a partir dos anos 80 (Hellawell, 1986; Assami e col., 1996). Os
primeiros ensaios de toxicidade usavam algas e bactérias como indicadores
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biolGgicos e limitavam-se a observar a mortaiidade das espécies estudadas. Muitos
desses testes s&o utilizados até hoje e uma diversidade de novos ensaios tém sido
desenvolvidos (Isomaa e Lilius, 1995).

No Brasil, mais especificamente no Estado de Sao Paulo, o Decreto 8468 de
1976, o qual estabelece os limites para a emissdo de efluentes, sofreu uma revis&o
que devera ser regulamentada até o final de 1998, quando os testes de toxicidade
com organismos aquéticos s&o previstos para a avaliagdo do impacto causado por
efluentes toxicos em corpos d'agua (CETESB, 1997). Porém, mesmo ndo sendo
exigidos por lei, os ensaios de toxicidade vém sendo utilizados aqui ha alguns anos
para a monitoracéo de efluentes de industrias consideradas polusntes, como é o
caso da industria papeleira (Bertoletti e col., 1988; Araujo e coi.,1991), petrolifera
(Aradjo, 1990), entre outras (Bertoietti, 1990) e, principatmente, como parametro
para a avaliagdo de qualidade de 4guas superficiais {Zagatto e col, 1987; Tundisi e
Matsumura-Tundisi, 1992; CETESB, 1996).

A escolha do ensaio de toxicidade mais adequado depende do propdsito do
estudo a ser realizado e deve considerar os seguintes fatores: sensibilidade,
distribuicdio geogréfica, abundancia, importancia ecolégica e relevancia do
organismo indicador para os propdsitos do estudo a ser realizado (APHA, 1992).

Uma das limitagdes encontradas para 0 emprego de organismos vivos como
indicadores de toxicidade é a diferenga de sensibilidade apresentada pelos
organismos frente aos compostos quimicos ou efiuentes. Alguns esforgos tdm sido
feitbs com o objetivo de encontrar uma espécie de organismo que seja sensivel a
todos ou a maior parte dos compostos quimicos (Blum e Speece, 1991; Pedersen e
Petersen, 1996). Porém, tais trabalhos tém relatado a diferenga entre as respostas
de toxicidade obtidas para um mesmo composto sobre organismos de espécies
diferentes.

Com base nesses estudos, pode-se afirmar que o efeito toxico de um efluente
sobre um organismo de determinada espécie n#io pode ser simplesmente
extrapolado para outras espécies. Sendo assim, a avaliagdo da toxicidade de
efluentes néo deve ser realizada apenas por um Unico ensaio de espécie tnica (que
utiliza apenas um organismo representante de um dnico nivel tréfico). Para uma
avaliagdo mais adequada recomenda-se o usc de uma bateria de ensaios, isto &,
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uma série de testes que utilizem organismos representantes de diferentes niveis da
cadeia alimentar (Bassoi e col., 1990; Isomaa e Lilius, 1995).

Na Europa, desde 1993, uma bateria de testes com espécies Unicas (teste de
toxicidade aguda para peixes e crustdceo (daphnia), teste de inibicdo do
crescimento de algas e bactérias), é obrigatdria para a identificagdo do potencial
téxico de substancias (Furlong, 1995). Na Dinamarca, sdo exigidos 5 ensaios com
espécies de organismos diferentes para a permisséo da descarga de efluentes: o
ensaio com a alga verde (Rhaphidocellis subcapitata), daphnia (Daphnia magna),
peixe (Brachydanio rerio), macréfito (Lemna minor) e com a bactéria luminescente
(Vibrio fisheri) (Pedersen e Petersen, 1996).

Os principais representantes dos produtores primdrios, tanto em ambientes
aquaticos marinhos como em &guas doces, s&o as algas (Sdenz e col., 1997). A
importancia do uso de algas como indicadores biolégicos deve-se, principalmente, a
posigio ocupada na cadeia alimentar do ecossistema. Como produtores primarios,
elas situam-se na base da cadeia alimentar e as alteragBes ocorridas na dinamica
da comunidade poderdo afetar os niveis superiores do ecossistema (Lewis, 1995).
Outras vantagens da utilizagéio destes organismos em ensaios de toxicidade s&o a
sua grande sensibilidade as alteragGes ocorridas no meio ambiente e ao fato de
possuirem um ciclo de vida relativamente curto, possibilitando a observacédo dos
provéveis efeitos toxicos em vérias geragdes (Lewis, 1995; Wundram e col., 1996). A
escolha de uma espécie-teste de alga depende da sua disponibilidade, exigéncias
nutricionais e facilidade de uso. Baseado nesses critérios, algumas espécies de
microalgas tém sido utilizadas como indicadores de toxicidade, tais como:
Selenastrum capricornutum, atualmente denominada como R. subcapitata
(Arensberg e col.,1996; Pedersen e Petersen,1996; Bailey e Young, 1997; Saenz e
col., 1997), Scenedesmus subspicatus (Peter e col, 1995; Sdenz e col., 1997),
Microcystis aeruginosa (Lewis,1985), Chiorella vuigaris (Aratjo e col., 1991: Séenz e
col., 1997), Dunaliella tertiolecta (Abalde e col. 1995; Peterson e Stauber, 1996), e,
Chlamydomonas (Wundram e col. 1996).

Alem das algas, algumas espécies de piantas, também representantes dos
produtores primarios séo, freqlientemente, usadas como organismos-indicadores de
toxicidade. A planta vascular da espécie Lemna spp & muito utilizada e os géneros
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Lemna minor, L. gibba e L. perpusilla sdo as espécies-teste mais encontradas na
literatura (APHA, 1982; Duxbury e ¢ol.,1997; Huang e col.,1997).

Entretanto, uma das desvantagens da utilizagio das plantas vasculares em
ensaios de toxicidade 6 que algumas deias possuem a capacidade de acumular
substancias téxicas. Esta caracteristica confere as plantas vasculares uma menor
sensibilidade aos efeitos toxicos do que as algas (Wundram e col.,1996; Duxbury e
col.,1997). Pedersen & Petersen (1996) verificaram a variagéo de sensibilidade de
organismos aquaticos frente a diferentes agentes téxicos. Nesse estudo a alga R.
subcapitata apresentou sensibilidade 8 vezes maior ante a dietanolamina do que o
macrofito L. minor .

Os ensaios de toxicidade que usam algas ou plantas como indicadores
consistem, basicamente, no crescimento destas em diferentes diluigbes do efluente
ou substancia a ser avaliada, na quai é adicionada uma solugdo de nutrientes de
composicdo definida. A duragdo do ensaio varia conforme a espécie-indicadora e
pode ser de algumas horas até 7 dias, periodo no qual s3o comparados parametros
como biomassa, concentragéio de clorofila, atividade fotossintética efou crescimento
em relagéo a um controle (Lewis, 1995).

Bactérias, fungos e leveduras s&o utilizados como indicadores em funcao da
sua simplicidade, rapidez e baixo custo, ndo s6 na monitoragéo de efluentes, mas
também na avaliag&io do potencial téxico e biodegradabilidade de novos compostos.
Entre os testes mais utitizados ests o teste Microtox® (Beckman tnstruments inc) ou
Lumistox® (Dr. Lange GmbH) que utiiiza a bactéria luminescente Photobacterium
phosphoreum |, atualmente denominada de Vibrio fisheri (Assami e col, 1996; Jung e
Bitton, 1997). Esse ensaio mede a redug8o da luminescéncia emitida naturalmente
pela bactéria quando em contato com um agente téxico, pela inibicdo da enzima
luciferase. Essa enzima estd envolvida no metabolismo aerébico da bactéria,
conforme representado na figura 1.

As vantagens do ensaio com a bactéria luminescente s&o a sua simplicidade
e a alta reprodutibilidade dos resultados entre diferentes laboratérios, porém, o
sistema Microtox® € criticado por empregar uma bactéria marinha de pouco
significado ecolégico (Garric e col., 1993). Por este motivo, normalmente, 0 sistema
Microtox® é utilizado para medir toxicidade aguda de efluentes como parte de uma
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bateria de ensaios de toxicidade usando diferentes organismos indicadores. Qanh e
Bengtsson (1995) empregaram diferentes ensaios sendo o teste Microtox®, a alga
S. capricornuturn e a planta aquética Lemna aequinoctialis utilizados para avaliar a
toxicidade de efluente de industria papeleira. A alga S. capricornutum foi o
organismo mais sensivel ao efluente, seguido da bactéria V. fisher, enquanto L.
aequinoctialis ndo apresentou sensibilidade alguma.

Qutro tipo de ensaio muito utilizado s#fio os testes respirométricos. Estes
medem © consumo de oxigénio ou a produgdo de CO, dos bioindicadores. Os
organismos utilizados possuem, normalmente, uma taxa de reproducsio alta
permitindo a obteng&o de resultados rapidos, como por exemplo a Escherichia coli
(Jardim e col., 1993).

Fargasova e Drtil (1996) desenvolveram um ensaio respirométrico no qual a
alga Scenedesmus quadriculata foi utilizada como indicador. O teste fundamentou-
se no aumento da respiragéo da alga e consequente diminuicdio da taxa de
fotossintese quando em contato com o agente tdxico.

Glicose

}

Piruvato

}

Acatil-coenzima A

et
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t #cido clrico

NADH-H
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cadeia lucierase
respiratéria

excitada
¢4ﬁo ‘-n,o
NAD, ATP LUZ

Figura 1: esquema do metabolismo da bactéria luminescente V. fisher
(Gunkel, 1994).
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O periodo de exposicdo dos indicadores biclogicos aos efluentes ou
compostos estudados pode variar de minutos (5, 15 ou 30 minutos para o teste
Microtox®) até dias (96 horas no teste de toxicidade cronica com C. dubia e 7 dias
para o ensaio com L. minor ) para os diferentes testes. Existe um interesse mundial
para padronizar os resultados, a fim de se facilitar sua comparacio. Na tabela 1,
estdo apresentadas as formas mais usuais de descricio dos resuitados dos ensaios
de toxicidade usadas internacionalmente.

Tabela 1: medidas-padrdo de toxicidade de efluentes e substancias toxicas

Medida Simbolo Definigéo
Concentrag8o ietal 50 CL50 concentracéio que causa a mortalidade de 50%
da populagéo de organismos
Concentragéoe efetiva 50 CES50 Concentragéo que causa 50% de perda do
pardmetro subletal observado
Concentragéo efetiva ndo CENO concentragéo na qual a toxicidade n&o é mais
observavel estatisticamente significativa
Concentragdo efetiva minima CEM menor concentracio onde um efeito tdxico

estatisticamente significativo é encontrado

Os ensaios de toxicidade mais comuns, anteriormente descritos, usam
espécies Unicas, ou seja, apenas um organismo-indicador, representante de um
dnico nivel trofico para avaliar toxicidade. Apesar de esses tostes serem
amplamente difundidos pela sua facilidade de realizagio e baixos custos
envoividos, a sua utilizagao tem sido criticada. Aponta-se como desvantagem o fato
de o0s testes com espécies-Unicas ignorarem totalmente a interacdo entre os
individuos de outras espécies que formam o ecossistema (Isomaa e Lilius, 1 995).

Para solucionar esses problemas, alguns pesquisadores desenvolveram
testes de toxicidade, nos quais mais de uma espécie de organismo-indicador é
utitizada. Esses testes s@o denominados ensaios multi-espécies ou microcosmos e
permitem a observacéio das interagSes entre as espécies estudadas (Giddings e col.
1996; Sugiura, 1996).
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Os meétodos de ensaios de toxicidade do tipo-microcosmos mais simples séo
os que utilizam o lodo ativado (consércic de microorganismos formado por
bactérias, fungos, ieveduras, protozodrios e metazodrios) como indicador biolégico.
Nessa linha, 0s mais empregados s&o os ensaios da DBO e o teste respirométrico
com lodo ativado. Ambos os métodos utilizam a respirometria como principio e,
apesar de o ensaio de DBO ndo ser considerado um teste de toxicidade, fornece
informagdes a respeito da biodegradabilidade de compostos e/ou efluentes.

O método com lodo ativado tem como principio a observagéo da mudanga da
respiragdo dos microorganismos componentes do lodo, quando diferentes
concentragfes de efluentes s&o adicionadas ao meio. A respiragéo do lodo é
determinada pela concentracdo de oxigénio dissolvido medida com auxilio de um
eletrodo especifico de O,. O esquema para a realizagdo deste ensaio esta
representado na figura 2.

Registrador
Sonda
de O2 [[I T
Frascode | | © N
reaciio O CrH
Agitador :
magnél.lco = °9

Figura 2: representag&o esquematica do ensaio respirométrico utilizando lodo
ativado

I.2- ENSAIOS DE TOXICIDADE COM ALGA

A escolha de um ensaio de toxicidade que utiliza alga como organismo-
indicador deve-se ndo apenas ao pioneirismo das algas como indicadores de
toxicidade e a sua reconhecida importancia ecolégica, mas também ac grande
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ndmero de questdes levantadas na literatura envolvendo a otimizacéo desse ensaio
(Comber e col., 1995; Arensberg e col., 1996; Chen e Lin., 1897; Clarkson e col.,
1998).

Os primeiros estudos usando algas como organismo-teste foram realizados
na década de 50. Eles eram relacionados com a avaliagdo da qualidade de aguas
superficiais em relagdc & eutrofizagdo (Beyruth e col, 1992). J& em 1956,
Bringmann e Kihn utilizaram algas como indicadores de eutrofizag@io de aguas
superficiais e, alguns anos mais tarde, os mesmos pesquisadores usaram um
conjunto de algas, bactérias e microcrustaceos para detectar a presenca de
substancias tdxicas em efluentes (Bringmann e Kuhn, 1959). Os primeiros
experimentos eram feitos de forma primitiva, nos quais néo era utilizado um meic de
cultura sintético, mas efluente esterilizado suplementado com alguns nutrientes.
Apenas na década de 60 é que um meio de cultura sintético comegou a ser utilizado
(Bringmann e Kuhn, 1965).

Nos Estados Unidos, em 1969, os primeiros trabalhos de padronizagdo do
ensaio com algas tiveram inicio pela divulgagdo do "Provisional Algal Assay
Procedure" (PAAP), um método provisorio do ensaio com algas. Dois anos mais
tarde, foi publicado o primeiro método padronizado de ensaic com algas
denominado "Algal Assay Procedure: Bottle Test" (AAP) (Maloney e Miller,1975).

Em 1972, laboratérios do norte europeu reuniram-se para comparar os
métodos utilizados no estudo da eutrofizagdo de aguas superficiais. Os resultados
obtidos pela realizagdc desse trabalho serviram, posteriormente, para a
padronizagéo do método do teste de toxicidade com algas (Claesson, 1975).

A partir da década de 80, vérios métodos, ainda utilizados atualmente, foram
padronizados. Dentre os métodos existentes, os mais difundidos séo os sugeridos
pela "Organization for Economic Cooperation and Development" (QOECD, 1984),
"European Economic Community" (EN, 1993), e pela "international Standard
Organization" (ISO, 1988), sendo os dois Uitimos iguais. Ainda com a padronizagéo
dos métodos por 6rgéos internacionais, alguns paises desenvolveram sua prépria
metodologia, apresentando algumas variagdes entre si, como por exemplo nos
Estados Unidos, onde o método utilizado & sugerido pela "United Stated
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Environmental Protection Agency - U.S.EPA" (APHA, 1992) e na Alemanha pelo
"Deutsches Institut fir Normung” (DIN 38412 Teil 9, 1989; DIN 38412 Teil 33, 1991).

O Brasil possui uma norma técnica da Associagéio Brasileira de Normas
Técnicas - ABNT (NBR 12648) para o teste com alga desde 1992, o gual utiliza C.
vulgaris ou S. capricornutum (ABNT, 1992).

Todos os métodos padronizados possuem o mesmo principio: o crescimento
das algas em diferentes concentragdes da agua residual ou agente quimico a ser
avaliado, ao qual é adicionado um porcentual de solugfio nutriente. Apos um
determinado periodo de tempo, o crescimento da alga € comparado com um
controle e poderéa ser inibido ou né&o, dependendo da concentragio e da agéo toxica
do agente analisado (Bitton e Dutka, 1986). As diferengas entre os métodos
encontram-se, essencialments, na escolha das espécies de algas, nos métodos
para a determinagéo da sua concentragéo, na composigdo dos meios de cultura e
na forma de exprimir os resultados (tabela 2). As espécies recomendadas em
ensaios de toxicidade séo as algas verdes de agua doce S. capricornutum e a S.
subspicatus, ambas pertencentes & ordem Chiorococcales.

A principal vantagem da padronizagfio dos ensaios ¢ a possibilidade de
comparacfo dos resultados entre laboratérios do mundo inteiro. Porém, os métodos
padronizados diferem, por exemplo, nos métodos de determinag&o da concentracéo
da alga, nas concentragdes de in6culo, no controle do pH, etc. (tabela 2).

Quanto aos métodos sugeridos para a determinagdo da concentracdo da
alga, a norma ISO 8692 recomenda que a medida seja feita no minimo uma vez ao
dia por contagem de particulas, microscopia, turbidez, fluorescéncia ou
absorvancia. Entretanto, a agéncia de protegiio ambiental americana - U.S. EPA
recomenda a medida diaria de biomassa nos 5 primeiros dias de crescimento da
alga, pela determina¢&o de massa seca ou pelos mesmos métodos recomendados
pelas normas internacionais (APHA, 1992).

Os dois métodos oficiais de ensaios de toxicidade com a alga verde S.
subspicatus recomendados pelo Instituto Alem&o de Normas (DIN 38412 Teil 9 o
Teil 33) diferem, principalmente, quanto ao método de determinagéo da
concentragio da alga. Enquanto o primeiro (DIN 38412 - Teil 9) é semelhante aos
métodos recomendados pela ISO e EN, os quais medem a drea de crescimento da
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alga sob uma curva de crescimento em 72 horas, o segundo (DIN 38412 - Teil 33)
mede a inibigdo da producdo de clorofila a "in vivo" avaliada pela emissdo de
fluorescéncia em 685 nm:.

Entretanto, varios autores alertaram para o fato de que o uso de diferentes
parametros para avaliar o crescimento da aiga pode fornecer diferentes respostas
de toxicidade para uma mesma amostra e, nesse caso, n&o podem ser
numericamente comparados entre si (Kiihn e Pattard, 1990; Abdel-Hamid e col.
1993, Peterson e Nyhoim, 1993; Caux e col., 1996; Dorgerioh, 1997).

Diferengas significativas entre os valores de CES50 foram encontradas por
Abdel-Hamid e col. (1993), utilizando o ensaio de toxicidade com algas para avaliar
a qualidade de agua do Rio Nilo. Os autores verificaram que as medidas por
contagem de células e determinacéo de massa seca foram mais sensiveis do que a
determinag&o da &rea sob a curva de crescimento e do calculo da taxa de
crescimento.

Alguns pesquisadores criaram alternativas para a determinagdo da
concentracéo de alga, tal como a medida da diferenga da massa celular inicial e
final das algas imobilizadas em alginato (Abdel-Hamid, 1993). Llanten e Greppin
(1994) verificaram a toxicidade dos metais, zinco, cobre e chumbo sobre a alga
Chiorella rubences determinando a variagdo do contetdo de ATP por Ressonancia
Magnética Nuclear.

Quanto as formas de exprimir os resultados, o método descrito pela ISO
menciona que o resultado de toxicidade pode ser obtido tanto pelo cdlculo da drea
sob a curva de crescimento da alga, quanto pela determinagio da sua taxa de
crescimento diério num determinado periodo de tempo. Como forma de distinguir os
resultados € recomendado que os valores de CE50 devem ser especificados como
CoES0, se baseados na 4rea da curva de crescimento e como C,E50, se baseados
na taxa de crescimento da alga num determinado intervalo de tempo. Entretanto, do
ponto de vista ecologico (dinamica de populagdes) a taxa de crescimento é mais
significativa, por representar o crescimento iogaritmico de uma populagdo da alga
{Nyholm e Kallqvist, 1989; Dorgerloh, 1997).
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Uma estratégia fundamental usada pelos testes de toxicidade & a tentativa
de reproduzir em laboratério as condi¢des naturais em que vivem 0$ organismos-
teste, para indicarem, com a maior fidelidade possivel, os efeitos téxicos sobre
estas espécies (Arensberg e col., 1996). Nesse ponto, localiza-se um dos maiores
problemas encontrados, tanto na realizagio do ensaio com algas, como com outros
organismos. Segundo Peterson e Nyholm (1993), as restricGes que o sistema-teste
impde & avaliagdo da toxicidade devem ser cuidadosamente avaliadas antes que
sejam estabelecidos protocolos para o uso dos mesmos.

Os fatores ambientais, representados por parametros fisico-quimicos da
agua, como o pH, a temperatura, a dureza e a concentragdo salina, vém recebendo
alguma atenc&o nos tltimos 10 anos para a realizagao dos ensaios com algas, mas
os protocolos oficiais ainda ndo especificam adequadamente esses problemas
(Peterson e Nyholm, 1993).

¢ pH

Um ponto muito discutido s&o as mudangas do pH durante a realizagéo do
ensaio com algas. Considerando que o pH de aguas naturais varia, normaimente,
entre 6 e 9, essa faixa deve ser observada durante a realizagdo do ensaio com
aigas (Kohl e Nicklisch, 1988). Porém, o pH do meio onde é realizado o teste pode
sofrer aiteracGes devido ao metabolismo das algas, as quais requerem CO, como
fonte de carbono para a realizagéo da fotossintese.

Em meios aquosos naturais, a incorporagdo de CO, ocorre pela precipitacio
atmosférica (chuvas), pela oxidagio da matéria organica provocada peia atividade
metabdlica dos organismos heterétrofos e pela hidratagdo do CO, do ar
atmosférico, sendo que as diferentes formas de carbono encontram-se em
equilibrio, segundo as seguintes equacdes:

C02 + H‘ZO _ H2C03 (1)
HaCOs == HCOs + H*  (2)
HOO; + H* s== CO, 2+ 2H*  (3)
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A forma predominante do CO, se apresentar no meio depende do pH do
mesmo, sendo que em pH &cido é encontrado em maior abundancia na forma de
CO.. Aproximadamente entre pH 7 e 10, encontra-se quase apenas na forma de
bicarbonato, enquanto que acima de pH 10 apresenta-se, na maior parte, como
carbonato.

Em meios aquosos o CO; apresenta-se em sua maior parte como HCO;,
sendo que algumas espécies de plantas e algas, como a espécie Scenedesmus,
possuem a capacidade de utilizar, além do CO, , 0 HCOs , como fonte de carbono
para a realizagéio da fotossintese. Nestas algas, o HCO; é transportado para
dentro da célula onde é convertido a CO, pelo desiocamento (para a esquerda) das
equacgdes 1 e 2 acima descritas. A desidratagso do H,CC, a CO, é catalisada pela
enzima intracelular anidrase carbonica, ¢ o CO, liberado pode ser usado na
fotossintese. Para balancear a entrada de HCOs a alga excreta OH {proveniente
da dissociag@io da H,O) provocando um aumento do pH do meio externo (Kirk,
1994).

No ensaio com algas, o CO, requerido pela alga pode ser proveniente da
atmosfera pela dissolugdo do CO, promovida pela agitagdo dos frascos-teste ou
pelo consumo de carbono inorganico o qual é adicionado ao meio de cultura na
forma de Na;CO; ou NaHCO; (Kohl e Nicklisch, 1988).

Durante a fase exponencial de crescimento, o consumo de CO; pela alga é
tao intenso que a concentragédo de CO, proveniente da atmosfera nem sempre é
suficiente. Nesse caso, parte do carbono consumido sera derivado do carbonato ou
bicarbonato presente no meio, o que provocar4 um aumento do pH (Peterson e
Nyholm, 1993). O aumento excessivo do pH resulta no prejuizo da prépria espécie,
pois em pH aicalino o carbono encontra-se na forma de carbonatos insoltveis
(equacéo 3) e portanto ndo disponivel & alga.

Além da desvantagem fisioldgica da alga em relagdo ao aumento excessivo
do pH, a manutengéo do pH durante a realizagdo do ensaio também é importante,
pois a toxicidade de aigumas substancias quimicas, principalmente de metais,
como previamente mencionado no item |, esta estreitamente relacionada com o pH
do meio no qual elas se encontram (Caux e col., 1996; Kisfer e col., 1997).
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O pH do meio interfere na especiagdo dos metais, a qual refere-se as
diferentes formas fisico-quimicas que o metal apresenta. Por exempio, com ©
aumento do pH, formam-se espécies de compiexos hidroxilados os quais
apresentam toxicidades diferentes do respectivo cation. Geraimente, em meio
acido, o metal existe como cétion livre e, em meio alcalino, pode ocorrer a
formac&o de hidroxidos insolUveis diminuindo a disponibilidade e a toxicidade do
metal. Esse efeito foi verificado por Novaha e col. (1995) quando compararam a
toxicidade das concentragbes totais de metais encontradas num efluente com as
toxicidades individuais dos mesmos & bactéria P. phosphoreum (V. fisheri). Os
pesquisadores inferiram uma alta toxicidade ao efluente com base na elevada
concentragdo de aluminio encontrada no mesmo. Porém, o efluente apresentou
uma baixa toxicidade & bactéria a qual foi atribuida ao pH no qual o ensaio foi
realizado, entre 7,0 e 7,5, onde 0 metal é encontrado, em sua maior parte, na forma
de hidroxido insolivel (A{OH)s) e conseqlientemente incapaz de penetrar nas
membranas da bactéria.

Fendmenos como a complexagéo ou adsorg&o de metais a matéria organica,
como as substancias humicas, ou & inorganica como carbonatos e hidréxidos
também séo regidos pelo pH (Kiefer e col., 1997, Pawlik-Skowronska e col. 1997).

Algumas estratégias tém sido adotadas para minimizar as alteragbes de pH
durante a realizag8io do ensaio de toxicidade com algas, tais como: a modificagao
da composi¢&o do meio de cultura (Peterson e Nyhoim, 1993), a diminuicso da
densidade celular (relacionada com o inéculo) (Comber e col., 1 995) e da duragéo
do teste (Arensberg e col., 1996) e 0 aumento da superficie de troca de gases
(Abalde e col., 1995). O uso de substancias tamponantes também tem sido
estudado (Keating e col., 1996), embora os protocolos oficiais do ensaio com algas
ainda ndo comentem a necessidade de sua adigio aos meios de cultura.



introdugéo 18

[.3- USO DO ENSAIO DE TOXICIDADE COM ALGAS PARA A AVALIAGAO
DE “AMOSTRAS COLORIDAS"

Conforme descrito nos itens anteriores, 0 ensaio com algas vem sendo
comumente utilizado para a avaliagdo do potencial toxico de novos compostos
quimicos, para a determinagio da qualidade de aguas superficiais e na avaliacéo
da toxicidade de efluentes industriais. Considerando esse ampio espectro de
aplicagbes do ensaio, pode-se esperar que as amostras a serem avaliadas
possuam as mais diversas caracteristicas fisico-quimicas. Na préatica, & observado
que amostras de diferentes naturezas apresentam, freqiienterente, caracteristicas
diferentes como por exemplo diferengas no pH, distintas concentragbes de
nutrientes e diferentes coloragdes.

A possibilidade de que amostras coloridas sejam avaliadas pelo ensaio de
toxicidade com algas é muito pouco abordada na literatura, apesar dessa
caracteristica poder ser encontrada, tanto em aguas de ambientes naturais
(pantanosas), quanto em efluentes industriais (papeleiro, téxtil, etc.).

No caso especifico de amostras de &guas de ambientes naturais, a
colorag&o escura das aguas esta relacionada com a elevada concentragio de
carbono organico dissolvido encontrado em determinados corpos d’agua. A
concentragcdo de carbono organico dissolvido nas aguas consideradas escuras,
dentre as quais encontram-se as 4guas de pantanos, varia entre 5 @ 50 mg C.L"
sendo as principais substancias responséveis pela coloragdo escura destas aguas
denominadas de substancias humicas (SH) (MacCarthy e Suffet, 1989).

O termo substancias himicas refere-se aoc material organico presente no
meio ambiente resultante da decomposigéo de residuos de piantas e animais ¢ da
atividade metabélica de microorganismos, o quai ndo pode ser classificado como
gordura, polissacarideo ou proteina (MacCarthy e Suffet, 1989).

No que diz respeito & coloragfio dos efluentes industriais, alguns autores
observaram a formag@o de substéncias tipo-humicas em sistemas de tratamento
biolégico, tanto de efluentes domésticos como industriais (DeWalle e Chian, 1974;
Link e col., 1989; Dahlman e col., 1995; Agbekodo e col., 1997). Link e col. (1989)

verificaram que substancias recalcitrantes e escuras com elevada massa molecular
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“‘semelhantes as SH" eram formadas durante o processo de tratamento biolégico de
efluentes a partir de substratos de baixa massa molecular. Da mesma forma,
Dahlman e col. (1895) constataram a presenga de substancias com massa
molecular elevada em efluentes de indUstria papeleira. A caracterizagdo quimica
dessas substancias por métodos como Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa revelou o0 seu aito grau de aromaticidade e a sua
semelhanga com as SH aquaticas.

Além da possibilidade de que a coloragéio de efluentes seja causada por
moléculas orgénicas de alta massa molecular, existem efluentes, como os de
industrias téxteis, que apresentam coloragéo devido aos proprios corantes usados
no processo industrial (Banat e col., 1996).

Sabendo-se que as algas absorvem energia luminosa para a realizagéo da
fotossintese, supde-se que a luz fornecida as algas durante a realizago do ensaio
de toxicidade, pode ser parcialmente absorvida pelas substancias coloridas
componentes de aguas superficiais e efluentes (Kohl e Nicklisch, 1988).

Na figura 3, esta representada a infludncia da irradiagdo no crescimento de
plantas e algas verdes, a qual pode ser tipicamente demonstrada por uma curva de
saturagdo de luz. A produgéio primdria, ou seja, a fotossintese aumenta com o
aumento da irradiac&o até um valor de saturagéo. Na faixa de saturagdo de iuz, a
taxa de fotossintese, ou seja, o crescimento das plantas, permanece constante
mesmo com o aumento da irradiagdo. Apds a faixa de saturagfo de luz,
aumentando-se ainda mais a intensidade luminosa o sistema fotossintético pode
ser danificado, diminuindo assim a taxa de fotossintese (Schwoerbel, 1993).

Como pode ser observado na figura 3, a irradiag@io estd dirstamente
relacionada ao crescimento das plantas e algas, o que explica a importancia do
fator luz na realizag&@o do ensaio de toxicidade com algas.

Os testes padronizados, conforme descrito na tabela 2 do item anterior
(pg.14), estipulam ¢ uso de luz com a distribuicdo espectral do tipo "branca
universal” (espectro apresentado no anexo Ill) e luminosidades que variam de 6000
a 10000 Lux para a realizacdo do ensaio. Porém, esses testes ndo consideram a
possibilidade de que amostras coloridas sejam avaliadas. Nesse caso, a cor
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apresentada pelas amostras poderia absorver parte da iuz emitida, diminuindo
assim a luz disponivel para a realizagio da fotossintese peias algas.

8

produglo priméria —

-—— v o P o =

;

irradiagdo —
limite de luz 1 saturagdo deluz | inibigao de luz

Figura 3. Relag3o entre irradiagéo e produgéo primaria (Schwoerbel, 1993).

Levando-se em consideragdo os fatores acima descritos, o ensaio com
aigas, como é realizado normaimente, ndo permite diferenciar se o efeito causado
por amostras "coloridas® é um efeito téxico real, ou, simplesmente, se a luz
fonecida as algas para o seu crescimento durante a realizacéo do ensaio &, em
parte, absorvida por estas amostras. Na literatura s&o raros os trabalhos que
especificam esse tipo de dificuldade. As pesquisas para solucionar tal probiema
sdo, normalmente, realizadas por indGstrias que possuem interesse comercial no
assunto, como é o caso da industria de corantes.

Um exemplo disto é a pesquisa patrocinada pela associagio dos fabricantes
de tintas e pigmentos orgénicos, ou a "Ecological and Toxicological Association of
Dyes and Organic Pigments Manufacturers - ETAD" para investigar o efeito toxico
real de corantes versus o efeito de absorgdo da luz. A toxicidade de 10 corantes foi
avaliada por uma bateria de ensaios. Os 10 corantes testados apresentaram uma
toxicidade muito baixa (CE ou CL50 > 100 mg.L") sobre peixes, daphnias e
bactérias enquanto que, para o ensaioc com a alga S. subspicatus foram
encontradas toxicidades bem mais elevadas (CES0 entre 0,83 a 41 mg.L"). Esses
resultados sugeriram que a inibigdo do crescimento da alga fosse devido, n&o
apenas a toxicidade inerente aos corantes, mas também, ao efeito indireto da iuz.
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Nesse sentido, foi proposta uma modificagfio do método com algas que consistiu
num controle para eliminar o efeito da absorgéo da Iluz pslos corantes. A utilizagéo
do ensaio modificado detectou que 65 a 94 % da inibig8o do crescimento da alga
era efeito de absorgdo da luz (ETAD, 1994).

Comber e col. (1995) também tentaram soiucionar o mesmo problema. Os
autores propuseram o aumento da intensidade lumincsa para a avaliagéo da
toxicidade de substéncias coloridas, a diminuigéo do volume do teste de 100 para
30 mililitros e a diminuig&o do indculo de 10° para 10° células.mL’. Nessa
investigac&o foram comparados o0s resultados de toxicidade do dicromato de
potassio e do 3,5 diclorofenol a S. subspicatus, aumentando-se a intensidade
luminosa de 8000 para 16000 Lux. Os autores confirmaram que a absorgdo da luz
pelas amostras diminuiu o crescimento da aiga, entretanto, esse efeito ndo pade
ser quantificado e ndo foi confirmado se 0 método proposto eliminou totalmente o
efeito.

Outro fator a ser levado em consideragdo quando se trabalha com amostras
coloridas é o método escolhido para a determinacéc da concentragdo da alga.
Alguns dos métodos sugeridos so éticos, como por exemplo a espectrofluorimetria
@ a espectrofotometria, podendo sofrer a interferéncia peia presenga de particuias,
turvacdo e substancias coloridas nas amostras. Nesse sentido, o ensaio com alga
sugerido pela OECD (1984) observa que: “o protocolo n&o pode ser usado para a
determinag&o da toxicidade de amostras contendo substancias que interfiram
diretamente na medida da concentragéo da alga’. Uma observagao semelhante é
descrita pelo método alem&o (DIN 38412 - Teil 33) o qual utiliza fluorescéncia para
a determinag&o da clorofila a, advertindo que turvagdes e coloragbes apresentadas
pelas amostras podem interferir na medida da concentragéo da alga.

Porém, na pratica, tais observagSes, ou pelo fato de serem muito vagas ou
pela falta de uma alternativa concreta para o método, nem sempre sdo levadas em
consideracéo. Prova disso, é que o0 ensaic com aigas, segundo a norma
internacional (ISO 8692) vigente, ndio faz nenhuma restricio a respeito da
coloragéo das amostras.
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OBJETIVOS GERAIS DO TRABALHO

De posse das informagdes obtidas na literatura, com as quais constatou-se a
existencia de inlimeras questdes relativas a utilizagdo de ensaios de toxicidade na
avaliagdo do potencial téxico de efluentes, foram estabelecidos os objetivos gerais
desse trabalho:

1- avaliar métodos padronizados para a realizagdo do ensaio com a alga S.
subspicatus quanto a alguns parametros, como os métodos propostos para a
medida da concentrag8o da alga, as condi¢gdes do inbcuto, os meios de cultura e as
alteragdes do pH ocorridas durante o ensaio;

2- realizar um estudo de toxicidade de efluentes industriais pela comparagao dos
resultados obtidos por métodos fisico-quimicos e ensaios de toxicidade com
organismos de diferentes niveis tréficos;

3- avaliar as limitagdes do uso do ensaio de toxicidade com a alga S. subspicatus
relacionadas & coloragéo escura caracteristica de alguns efluentes industriais e
aguas de ambientes naturais. Se possivel, propdr uma modificagdo para o método
avaliado.
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Il - MATERIAIS E METODOS

Il.1- AVALIACAO DO ENSAIO DE TOXICIDADE COM A ALGA S. SUBSPICATUS

Il.1.1- Ensaio com alga

a) Cultura da alga: como organismo indicador foi utilizada a alga verde de
agua doce, Scenedesmus subspicatus (cepa numero 8681 SAG) adquirida na
colegéo de culturas de algas do "Pflanzenphysiologisches Institut" iocalizado em
Géttingen na Alemanha.

A cultura da alga recebida em meio sélido, foi transferida com auxilio de alga
de platina, sob condigbes estéreis, para um Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL
de meio de cultura liquido (composicdo do meio I1SO descrita no anexo 1). Essa
cultura da alga, denominada de pré-cultura, cresceu no meio por volta de 14 dias
sob intensidade luminosa entre 6000 e 8000 Lux (Voltcraft Luxmeter FX - 101) sob
agitacdo constante (100 rpm) e temperatura de 23 °C. Apos este periodo, retirou-se
0,5 mL da pré-cultura em condicdes estéreis para inocular uma nova cultura,
servindo esta de indculo para o ensaic de toxicidade, ap6s 3 dias de crescimento
sob as mesmas condigdes da pré-cultura.

A concentrag@o inicial da alga para o ensaio foi obtida pela leitura da
absorvancia ou fluorescéncia da suspensdo de alga a qual foi diluida, quando
necessario, para obter a concentrag8o inicial de alga dessejada. A absorvancia e a
fluorescéncia foram correlacionadas com a contagem do numero de células (item
1.1.2).

b) Condi¢des do ensaio: as vidrarias necessérias para a realizagdo deste
ensaio foram previamente lavadas com HC! 10 % seguida de enxagie (minimo 7
vezes com agua deionizada) para a remog#o total de possiveis tragos de nutrientes.
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Todas as amostras de efluentes ou &guas naturais a serem analisadas foram
previamente filtradas em membrana de acetato-celulose 0,45 um (Sartorius) sob
pressao (3 bar).

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL aos quais adicionou-
se. amostra em diferentes diluigdes, meio de cultura, e, uma quantidade definida de
alga (indculo). Os ensaios foram realizados em triplicata para cada diluicdo da
amostra, sendo que o volume final em todos os Erlenmeyers foi de 30 mL, conforme
0 esquema apresentado na tabela 3.

Tabela 3: esquema para a realizacdo do ensaio de toxicidade com a alga

S.subspicatus.
Diluigéo Amostra Agua Meio de Inéeulo 10° | Volume final
da (mL) deionizada cultura  {céiulas. mL” do teste
amostra {mL) (mL) {mL) {ml.)
1:1,15 26,0 0 3,0 1,0 30,0
12 15,0 11,0 3,0 1,0 30,0
1:3 10,0 18,0 30 1,0 30,0
1:4 7.5 18,5 3,0 1,0 30,0
1:6 5.0 21,0 3.0 1,0 30,0
1:8 3,75 22,25 3,0 1,0 30,0
1:12 2,5 23,5 3,0 1,0 30,0
controle - 28,0 3,0 1,0 30,0

A concentragéo inicial de alga em cada Erlenmeyer foi determinada logo apés
a realizacéo do indculo. Os métodos utilizados para esta determinagéo foram
normalmente a medida da absorvancia em 680 nm e fluorescéncia em 685 nm (os
diferentes métodos serdo discutidos no item 11.1.2). Os Erlenmeyers foram entéao
incubados em banhos termostatizados (Julabo SW 20C) & temperatura de 23°C sob
agitagéo (100 rpm).

A fonte luminosa necesséria ao crescimento da alga foi fomecida por
lampadas do tipo branca universal (OSRAM) situadas, aproximadamente, 40 cm
acima dos banhos termostatizados. Normalmente, utilizou-se a faixa de luz entre
6000 e 8000 Lux. Ap6s 72 horas foi realizada novamente uma medida da
concentragéo da alga no controle e nas diferentes diluicdes da amostra.
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c) Resultado do ensaio: foi expresso segundo a norma ISO 8692 (ISO,
1988) determinando-se a taxa de crescimento diério das aigas (/) conforme descrito
a seguir:

W = [(I0.Ez) - (INEQ)] x 24
tn

onde:

p = taxa de crescimento diario da alga

Ep = medida da concentragao da aiga no tempo zero
E;; = medida da concentragdo da alga apds 72 horas

tn = 72 horas

No caso de amostras toxicas, a taxa de crescimento diario (/) da amostra foi
menor que o ¥ do controle. A toxicidade das amostras foi representada em termos
de porcentagem de inibigio do crescimento das algas em relagdo ao controle,
calculada conforme descrito a seguir.

Me - Hi
lp = — x100

He

onde:

I¢ = % inibigdo da taxa de crescimento

W = média da taxa de crescimento da alga em cada diluigdo da amostra
H. = média da taxa de crescimento da alga no controle

O resultado do ensaio de toxicidade com alga foi obtido por interpolagso das
curvas concentracéo-resposta e expresso como concentragio efetiva 50 ou 20
(C/E50 e C,E20), ou seja, como a concentragdo da amostra (v.v"') que apresentou
50 ou 20% de inibigdio da taxa de crescimento da alga, respectivamente. As
estimativas das medias de C,E50 e 20 e seus intervaios de confianga foram
calculados pela andlise de variancia entre as repeticdes das diluigdes utilizando o
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programa PROCGLM do SAS®. Para comparar as CE50 e 20 de diferentes amostras
foi utilizado o teste de Tukey disponivel no SAS® (SAS/STAT, 1989).

Como padréo positivo de toxicidade foi usado CuCl, na concentragéio de 0,6
mg.L™ de cobre total, o qual inibiu 50-70 % o crescimento da alga. Caso necessario,
foi feito um controle contendo amostra em todas as diluigbes usadas no teste, sem a
adicéo da alga.

I.1.2 Métodos para medida da concentrag#io da alga

Foram utilizadas as medidas de absorvancia e fluorescéncia, a extracéo de
clorofila, a determinagdo de massa seca e a contagem de células para a
determinag&o da concentragio da ailga. A comelagdo entre estes métodos foi
verificada tanto para baixas concentragbes de células como para altas com o auxilio
de regresséo linear realizada com o programa de computador Excel 5.1.

As culturas de alga utilizadas para estas determinages foram cultivadas por
3 dias conforme descrito no item 11.1.1 a.

a) Medida da absorvancia: em Espectrofotdmetro Cadas 100, (Dr.

Lange) onde o pico méximo de absorg&o da alga em 680 nm foi utilizado

como medida do crescimento.

b) Determinaco da fluorescéncia da clorofila a in vivg: © equipamento

utilizado foi um fluorimetro Shimadzu RF - 551 no qual mediu-se a
fluorescéncia da ciorofila @ sendo o comprimento de onda de excitagdo em
435 nm e a emiss&o medida em 685 nm. Os testes nos quais a fluorescéncia
foi usada para a medida da concentragic da alga foram realizados no
“Niederséchsisches Landesamt fur Okologie - NLO - Hildesheim Alemanha”.

c) Extracdo de clorofiia: o método de extragdo de clorofila utilizado &
descrito pelas normas alemés ("DIN 38412 - Teil 16"). As culturas de alga
foram filtradas em filtros de fibra de vidro GF 6 (Schleicher & Schuell), sendo
esses recortados em pequenas tiras e colocados em frascos ambar com 10-
20 mL de etanol 96% (Merck). Os frascos permaneceram em ambiente escuro
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por 24 horas a 4 °C sendo agitados esporadicamente. Apds este periodo, foi
feita uma nova filtragdo em funil de Blchner acertando-se o volume do
extrato alcodlico com etanoi para 50,0 mL. A determinag@o da concentragéo
de clorofila foi feita medindo-se a absorvancia do extrato alcodlico em 665
nm.

Para evitar que produtos da degradagio da clorofila &, principalmente
os feopigmentos, os quais absorvem préximos ao comprimento de onda da
clorofila a interfiram na determinagdo, o extrato aicodlico foi acidificado com
0,5 mL de HCI 1,0 mol L fazendo-se em seguida uma nova leitura da
absorvéncia em 665 nm. O célculo para a determinag3io da concentragéio da
clorofila a foi feito conforme a formula a seguir:

B.=(Av-An)x_R__ x_ Ve x_10°
R -1 Vp.d o

onde:

p. = concentragéo de clorofila @ em ug.L’

A, = absorvéncia do extrato alcoélico em 665 nm antes da acidifica¢io
An = absorvéncia do extrato alcodlico em 665 nm apéds a acidificagio
R =1,7. Relagdo de A,: A, para a clorofila a pura

Ve = volume do extrato alcodlico, em mi

Vp = volume da suspensdo de algas, em L

d = espessura do caminho 6tico, em cm

a = 82, Coeficiente de absorgao especifica para a clorofila &

d) Determinac&o da massa seca das algas: 10,0 mL de suspens&o de

algas foi filtrada em filtro de acetato-celulose (Sartorius) com porosidade de
0,2 ym (pesado apds 2 horas & 105°C e resfriado). A diferenca de massa do
filtro inicial e final foi relacionada como o nimero de células por mililitro.

e) Contagem do numero de céiulas: para esta determinagdoc foi

utilizada camara de Blrker. Essa camara é dividida em 9 quadrados, os quais
s80 novamente divididos em 12 quadrados com &rea de 1/25 mm®. A altura
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da camara é de 0,1 mm. Com o auxilio de um microscépio ético (Carl Zeiss)
foram contadas as células presentes em 12 guadrados pequenos situados
diagonatmente. O tamanho das algas foi aumentado 320 vezes. O calculo do
numero de céluias foi feito conforme a férmula a seguir:

células.ul=__ C
AxH

onde:

C= média do nimero de células contadas nos 12 quadrados diagonais
A= area contada

H= altura da cdmara

1.1.3 Estudo do inéculo no ensaio de toxicidade

Foram inoculadas 1,7x10° células.mL™* em controles (ver tabela 3) retiradas
de uma mesma cultura de S. subspicatus entre o 2° e 6° dias de crescimento da
alga. O crescimento da alga foi medido apds 72 h pela leitura da absorvancia em
680 nm.

Para avaliar o efeito da concentragdo do inéculo no crescimento da alga foi _
adicionado em controles 1,0 mL de diferentes concentragdes de alga, as quais
encontram-se apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: concentragdes de alga S. subspicatus utilizadas como indculo

Absorvancia do inéculo | Concentrages de alga Concentragao de alga
em 880 nm inoculadas no Ertienmeyer
(10° células.mL™) (10*células.mL™)
0,134 1,7 57
0,146 1,9 6,3
0,180 21 7,0
0,188 22 7.3
0,180 2,3 1.7
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Il.1.4 Manuteng&o do pH no teste de toxicidade com alga

Verificou-se 0 crescimento da alga S. subspicatus e as mudangas do pH em
dois meios de cultura distintos, denominados de ISO e SCE (composigdes descritas
no anexo 1). Apds os resultados deste experimento foram adicionadas diferentes
substancias tampé&o (tabela 5) ao meio de cuitura SCE, sendo verificado o aumento
do pH em relag&o ao pH inicial do meio e o efeito de diferentes concentragdes dos
tampdes no crescimento da alga S. subspicatus.

Tabela 5: tampdes adicionados ao meio SCE para a realizagéo do ensaio de
toxicidade

Substincia tamp#io Concentragio utilizada pKa
no meio de cultura

Tampao HEPES (2-[4-(2-

hidroxietil)-1-piperazinil]- 3,5-17,5 mmol.L" 7.5
etanosulfonato}
Tampédo TRIS (hidroximetil- | 0,41; 0,83 e 4,2 mmol.L" 8,1

aminometano)

Tampéo Citrato 0,095 - 9,54 mmol.L" em tomo de 5

I.2- ESTUDO DA TOXICIDADE DE EFLUENTES DE UMA INDUSTRIA
PRODUTORA DE PECTINA POR METODOS FiSICO-QUIMICOS E ENSAIOS DE
TOXICIDADE

Il.2.1 Descrigdo da amostragem

Os efluentes estudados foram obtidos de uma industria produtora de pectina
locaiizada no norte da Alemanha. Foram coletadas amostras de diferentes etapas
do sistema de tratamento de efluentes, conforme esquematizado na figura 4. A
amostra 1 corresponde ao efluente da produgéo de pectina que entra no sistema de
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tratamento de efluentes (STE). A amostra 2 e amostra 3 foram retiradas apds a
etapa de desnitrificacho e tratamento anaerobio do STE respectivamente. O
efluente final, o qual seria descartado em corpos d'agua, foi denominado de
amostra 4.

desnitrificagdo tratamento anaerébio
Anu;stra 1 Amostra 2 pl'é-dariﬁcqio
- < Amostra 3 _l
Sistema de lodo ativado Clarificaglio final
:ﬂﬁ gy v e
. Circulacko dolodo Filtro de areia

Figura 4. esquema da amostragem dos efluentes da industria produtora de
pectina.

II.2.2 Caracterizagio fisico-quimica dos efluentes

Alguns dos parametros fisico-quimicos usados para a caracterizagdo dos
efluentes foram fornecidos pela prépria indastria, sendo que os resultados
apresentados foram uma média de, no minimo, 5 amostragens realizadas em dias
diferentes do més de novembro de 1996. A medida do pH foi feita por um pH-metro
marca WTW 522 e da condutividade por um condutivimetro modelo 703 (Knick).

As andlises feitas pela industria foram realizadas com o auxilio de *Kits", os
quais determinavam a concentrag&o de NO:-N (teste LCK 339 - Dr. Lange), NO-N
(teste LCK 341 -Dr. Lange), NH,-N (teste Spectroquant 14752 Merck) e 0 PO,-P
(Phosphor -Test PMB 14848 - Merck).
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(teste LCK 341 -Dr. Lange), NH«N (teste Spectroquant 14752 Merck) e o PO,-P
(Phosphor -Test PMB 14848 - Merck).

O principio do método para a determinag&o de NOs-N é a reacdo de ions
nitrato em meio contendo acido sulflrrico e fosférico com 2,6-dimetilfenol formando
4-nitro-2,6-dimetiifenol.

Na determinacéo de NO.-N, o nitrito reage com aminas aromaticas primarias
em meio acido formando sais diazo, os quais formam corantes azo com compostos
aromaticos e s&o medidos em 525 nm.

A determinagéo de NH,-N envolve a formag5o de um composto intensamente
azul, ¢ indofenol, pela reagéio de aménio, hipoclorito e fenol, catalisada por um sal
de manganés, o qual é determinado em 690 nm.

Os ions PO4-P formam com ions molibdato em soiugéo de acido sulfarico
acido molibdofosfato, o qual sera reduzido pelo dacido ascorbico a azul de
fosfomolibdato, o qual é medido em 712 nm.

A concentragéo de cloretos totais foi determinada pela titulagdo da amostra
com nitrato mercurico, formando HgCl, solivel, mas pouco dissociado. O excesso
de titulante (Hg®") reage entre pH 2,3 e 2,8 com difenil carbazona, formando um
complexo de cor roxa.

A cor das amostras foi determinada peia medida da absorvancia em 436 nm,
conforme recomendado pelo método ISO 7881 (1SO, 1994).

a) Demanda bioguimica de oxigénio - DBOs

A demanda bioquimica de oxigénio foi determinada conforme a norma
"DIN 38408 Teil 51". A DBO relaciona o conteudo de matéria organica
facilmente biodegradavel na amostra e é determinada pela diferenca da
concentracao de oxigénio dissolvido, antes e ap6s a incubagdo das amostras
a 20°C, no escuro, por 5 dias. A diferenca na concentragdo de oxigénio
dissolvido se deve ao consumo do substrato contido na amostra pelds
microorganismos presentes na mesma. A medida da concentragdo de
oxigénio foi feita com auxilio de eletrodo especifico para medir O, (Knick). A
diferenca do consumo de oxigénio neste periodo, descontando-se o controle,
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¢ a medida da demanda bioquimica de oxigénio em 5 dias (DBOs) expressa
como massa de oxigénio consumido por litro de amostra.

b) Medida de carbono orgénico total e carbono organico_dissolvido
COT/COD

Para a determinagdo de carbono organico dissolvido (COD) as
amostras foram previamente filtradas em membrana (0,45 ym), enquanto que
a concentragéo de carbono total foi determinada sem que as amostras
fossem filtradas. Essas determinagdes foram realizadas em um equipamento
Shimadzu TOC 5000 por intermédio da oxidag&o catalitica do carbono
organico, em altas temperaturas, a CO.. A dgua da amostra é vaporizada e o
carbono da amostra & transformado em CO., o qual é transportado por
intermédio de um gés carreador sendo a sua concentragéo detectada através
de um analisador de infravermelho. Assim, é determinada a concentragsio de
carbono total em mg.L™". O carbono inorganico é medido separadamente e o
orgénico total pela diferenga dos valores obtidos. O carbono inorganico é
convertido a CO; pela injegdo da amostra em uma cémara contendo esferas
de quartzo revestidas com acido fosférico, sendo o produto da reagdo
carreado e detectado da mesma forma descrita anteriormente.

c} Demanda guirmica de oxigénio - DQO

A demanda quimica de oxigénio foi determinada conforme a norma
alema "DIN 38408-Teil 43". O método baseia-se na oxidagdo completa da
matéria organica por dicromato de potassio a temperatura elevada e em meio
acido contendo catalisador. Em um Erlenmeyer foi colocado 50,0 mL de
amostra e acrescentado 10,0 mL de solug&o de dicromato de potassio 0,05
mol.L", 1,0 g de sulfato de mercurio Il e 80,0 mL de &cido sulfurico
concentrado contendo 10 g.L™' de sulfato de prata. A mistura foi aquecida 2
180 °C por 10 minutos. Apods o resfriamento da mistura foi adicionada solugso
indicadora de ferroina (M/40) e feita a titulagéo do dicromato excedente com
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solugéo de sulfato ferroso amoniacal até que a colorago azul-esverdeada da
amostra mudasse para marrom-avermelhada.

A quantidade de dicromato que reagiu é equivalente a matéria
orgéanica presente no meio. O resultado foi expresso em termos de massa de
dicromato consumido (mg) por litro de amostra.

I.2.3 Caracterizagéo toxicolégica dos efluentes

Uma bateria de ensaios de toxicidade usando diferentes organismos
indicadores foi utilizada, quais sejam: 0 método respirométrico usando lodo ativado
como indicador de toxicidade, Lumistox® (Dr. Lange) o qual utiliza a bactéria
luminescente Vibrio fischeri (DIN 38412, Teil 34) e o teste de toxicidade com a alga
S.subspicatus (metodologia descrita no item 11.1.1).

a) Ensaio respirométrico com lodo ativado

Para este ensaio foi utilizado lodo ativado proveniente do tratamento
biolégico de efluentes domésticos da cidade de Hannover e a metodologia
descrita por Mudrack e Kunst, 1991. O lodo ativado, contendo 3,0 g.L" de
substancias secas {SS), foi aerado durante uma noite para obtengéo de uma
taxa de respiragdo constante da populacdc de organismos antes de ser
utilizado para a realizagdo do teste. Apés este periodo, o lodo foi transferido
para frascos de 110 mL e, com auxitio de um agitador magnético colocado no
frasco de reagéo foi possivel a obtengdo de uma medida de O, constante
(oximetro WTW-EQ 190). O consumo de O, pelo lodo em fung#o do tempo foi
detectado por um registrador (Kipp & Zone) acoplado ao sistema conforme
esta representado na figura 3 (pag. 10).

Para avaliar o efeito da adic&o das amostras sobre a respiragdo do
lodo foram adicionados diferentes volumes dos efluentes (1, 3, 7, 10 e 20 mlL.)
com os pHs ajustados para 7,0 £+ 0,2. A alteragio, seja a inibigdo ou a
estimulagéo da respirag&o do lodo, foi registrada como a quantidade de O,
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(mg) consumida em relacéo & concentragdo de substancias secas organicas
do lodo (biomassa) pelo periodo de uma hora.

»_Determinacfo de substancias secas e substéincias secas organicas

Filtros de papel (Schieicher & Schuell) foram secados em estufa a
105°C por 4 horas, resfriados em dessecador e pesados. Uma quantidade
conhecida do lodo ativado (50,0 mL) foi fitrado em filtro de Buchner e os
filtros foram novamente colocados em estufa & 105°C pelo periodo minimo de
4 horas. Apos este periodo, pesou-se os filtros novamente e a diferenga de
massa foi calculada como a concentragdo de substancias secas (SS) por litro
de lodo. Para a determinagdo de substancias secas organicas (SSo) foi
colocado 100,0 mL do lodo em um cadinho e aquecido até a temperatura de
500°C em mufla por duas horas. Apds este periodo, o cadinho foi pesado,
obtendo-se assim a concentragéo de substancias inorganicas do lodo. Pela
diferenga da concentraq.éo':‘ de substancias inorganicas e de substancias
secas totais obteve-se a concentracdo de substancias secas organicas.

b) Ensaio com bactérias luminescentes

Foi utilizado o sistema Lumistox ® (Dr. Lange GmbH), no qual o
organismo-teste € a bactéria marinha V. fischeri NRLL-B 11177. Adicionou-se
0,2% p.v" de cloreto de sodio a amostra a ser analisada e o pH foi ajustado
para 7,0 £ 0,2. As bactérias-teste, fornecidas pelo fabricante do equipamento
na forma liofilizada, foram ressuspendidas em solugéio contendo glicerol por
15 min. a 15°C. Ap6s este periodo, pipetou-se 0,5 mL da suspensédo de
bactérias em cubetas préprias para a realizagéio do teste as quais foram
deixadas em repouso por mais 15 min. Em seguida, foi feita a primeira
medida da luminescéncia da solug@o das bactérias. As amostras foram
diluidas conforme o esquema apresentado na tabela 6 e a cada cubeta
contendo a suspensao de bactérias pré-aquecidas foi adicionado o mesmo
volume de amostra.
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Tabela 6: esquema de diluigdo das amostras para a realizagdo do
ensaio com bactérias luminescentes.

Concentracéo da Diluic8o da amostra | Diluigdo da amestra
amostra (% v.v') na cubeta de reaggo

100,0 sem diluicéio 1:2

86.6 1:1.8 1:3

50,0 1:2 1:4

33,3 1:3 1:6

250 1:4 1.8

18,7 1:6 1:12

12,5 1:8 1:18

8,3 1:12 1:24

6,2 1:16 1:32

Um controle foi feito contendo solug&o salina 2% p.v"' em lugar da
amostra. O controle e as diferentes diluicGes de amostra foram incubados 3
15°C por 30 min. e apds este periodo, foi feita a medida da luminescéncia
final das bactérias. A substancia padréo de toxicidade foi o dinitrofenoi (0,1%
p.v'), sendo que este devia apresentar 40 a 60% de inibicdo da
luminescéncia das bactérias. A toxicidade foi calculada como CES0 ou CE20
(concentrag@o na qual a luminescéncia das bactérias diminuiu 50 e 20 %,
respectivamente), por interpoiagdo dos graficos concentracdo-resposta. A
estimativa das meédias de CES0 e CE20 e seus intervalos de confianga foram

calculados pelo mesmo programa usado no ensaio com alga.

o Correc8o de cor para o ensaio com bactérias luminescentes

Para amostras que apresentaram coloragdo escura foi feita uma
correcdo de cor. Uma cubeta especial composta de dois compartimentos, ou
seja, uma espécie de cubeta dupla foi utilizada para a corregsio de cor. Ao
compartimento intemo (uma cubeta aproximadamente duas vezes mais
estreita que a normal} foi adicionada a solugdo de bactérias (ressuspendidas
conforme o item anterior). O compartimento externo apresenta o mesmo
diametro que uma cubeta normal e nele foi adicionado a amostra diluida
(1:2), a fim de simular a diluigdo que ocorre guando 0,5 mL da solugéo de
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bactérias € colocada em contato com 0,5 mL de amostra. Uma cubeta dupla
contendo agua destilada em vez de amostra no compartimento externo foi
utilizada para zerar ¢ aparelho. O valor obtido em percentagem de inibig&o da
luminescéncia representa a inibigdo pela qual a cor da amostra é
responsavel. Este valor foi subtraido do resultado original obtido.

I.2.4- Distribuicdo da massa molecular dos efluentes

O gel Sephadex G-50 (Pharmacia) foi preparado em agua deionizada e
equilibrado com solugdo tampéo citrato 0,1 mol.L" (pH=6) em coluna de vidro (50 x
2,5 cm). Para a catibrag@o da coluna foram utilizadas soiugdes de 1,0 mg.L” dos
seguintes padrSes compostos (Sigma) com massas moleculares conhecidas:
dextrana azul (2000 kD), quimotripsinogénio (25 kD), miogiobina (18 kD), vitamina
B12 (13,5 kD) e citocromo C (13,0 kD). As proteinas foram eluidas com o mesmo
tamp&o utilizado para equitibrar a coluna. Fragbes de 6,0 mL provenientes da
coluna foram recolhidas sendo medidas as absorvancias em 280 nm de cada frag3o.

Os efluentes foram apiicados & coluna (volume 0,5 mL) e eiuidos com o
mesmo tampé&o utilizado para equilibrar a coluna. A distribuigdo das massas
moleculares dos efluentes foram determinadas por interpolagdo em um gréafico
contendo © logaritmo da massa molecular dos padrbes contra seus Kes OS5 Ko
foram determinados conforme a férmula a seguir:

onde:

Kev = fragdio da fase estacionaria disponivel para a disperséo do soluto
Ve = volume de ejuigdo para cada molécula

V. = volume de eluigio usado para o padréo dextrana azul

Vi = volume total da coluna
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I.2.5- Caracterizagio dos efluentes por pirélise-cromatografia gasosa -
espectrometria de massa (Pi-CG-EM)

Massas de aproximadamente 1,0 mg dos efluentes liofilizados, foram
analisados em um sistema de pirdlise-cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massa. O equipamento utilizado foi um pirolisador infra-vermelho
{Pyro 2 Aa) acoplado a um cromatdgrafo a gas (Shimadzu 17 A) e um espectrdmetro
de massa (Shimadzu QP 5000).

A pirblise foi realizada a temperatura de 700°C por 30 segundos e os
produtos da pirdlise passaram imediatamente para o cromatégrafo a gas, sendo que
a temperatura do injetor foi 280 °C. Para a cromatografia gasosa foi utilizada uma
coluna apolar composta de silica com 5% de fenilpolisilfenilenosiioxano (coluna tipo
BPX-5, SGE), medindo 48 m de comprimento e 0,32 mm de diametro interno. A
temperatura do forno foi mantida a 60°C por 5 minutos sendo elevada 8°C. min™ até
alcangar 320 °C mantida por 10 minutos. Hélio foi utilizado como gas de arraste a
uma taxa de 1,1 mL.min"". O espectro de massa foi obtido a 1,4 kw realizando-se um
scan de cada composto entre 40 e 400 m/z (1 scan.s"). Os produtos de pirdlise
obtidos foram identificados comparando-se os espectros dos compostos obtidos
com os espectros padrdes na biblioteca do SNIST (Standard Nacional Institut for
Science and Technology), disponivel como software nc equipamento. As dreas dos
picos foram espressas como area relativa e comparadas. entre si.

H.3- USO DO ENSAIO DE TOXICIDADE COM ALGA PARA AVALIAGAO DE
EFLUENTES E AGUAS DE AMBIENTES NATURAIS DE COLORACAO
“ESCURA"

I.3.1- Amostragem

Para este estudo foram utilizadas amostras de efluentes industriais coletados
apos a ultima etapa do sistema de tratamento de efluentes de industria produtora de
papel e de industria produtora de pectina (ambas localizadas no norte da
Alemanha). Também foram utilizadas amostras. de 4guas naturais (pantanos), além
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de amostra de chorume (diluido 1:16) apresentando coloragéo escura. Como padréo
de cor para as amostras estudadas, foram utilizadas solugdes de substancias
humicas comerciais (Roth e Fluka), conforme apresentado na tabela 7.

Tabela 7: amostras utilizadas para o estudo da influéncia da cor no ensaio de
toxicidade com a alga S. subspicatus.

Amostra Obsgervagbes
sotu¢do de substancias himicas amostra utilizada em diferentes
comerciais 0,2, 0,1 e 0,05 g.L” concentragdes como padrio de cor
{(Roth)
solugéo de humato de sédio amostra utilizada em diferentes
0,2,0,1e005g.L" concentragdes como padréo de cor
(Roth)
efluente de industria amostra coletada apés a (ltima
produtora de pectina etapa do sistema de tratamento de efluentes
efluente de industria amostra coletada apés a lltima
produtora de papel etapa do sistemma de tratamento de efluentes
amostra de péntano sem infiuéncia
4gua de péntang | antropogénica em drea de protegdo ambiental
(Rhauderfehn)
amaostra de pantano sem influéncia
&gua de péntano Il antropogénica em érea de protecéio ambiental
(Bissendorf)
lixivia de residuos sélidos amostra obtida da pianta de
{chorume diiuido 1:16) tratamento de residuos sélidos urbanos
(Hannover)

I1.3.2- Determinacgéo de cor

A determinagio de cor das amostras utilizadas foi feita conforme descrito
pelas norma ISQ 7887 (ISO, 1994), pela leitura da absorvancia das amostras em
436 nm, apds filtracdo em membrana acetato-celuiose com porosidade de 0,45 pm
em pH em tormo da neutralidade e temperatura ambiente.
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I.3.3- Caracterizagéio espectrofotométrica dos efluentes

A caracterizagéo espectrofotométrica das amostras foi feita ap6s a filtragdo
em membrana de acetato-celulose (Sartorius) com porosidade de 0,45 um. Os
espectros de absorg&o UV-Vis de varredura foram feitos entre os comprimentos de
onda de 200 e 700 nm em espectrofotdmetro Cadas 100 (Dr. Lange).

1.3.4- Crescimento da alga sob diferentes distribuigdes espectrais de luz

Foram utilizadas luz branca universal e iuz diurna OSRAM e intensidades
luminosas que variaram entre 2000 e 9500 Lux.

I.3.5- Influéncia da cor das amostras na diminuigéo da oferta de luz para
o crescimento da alga

Foram estudadas intensidades luminosas entre 2000 e 11000 Lux e luz do
tipo branca universal (OSRAM).

Para a obtengfo das diferentes intensidades de iluminagéo, o aparato
luminoso mével, localizado acima dos banhos termostatizados, foi afastado ou
aproximado dos Erlenmeyers-teste. As medidas das intensidades luminosas foram
feitas com auxilio de um Luximetro na altura da lamina d'4gua, exatamente no
centro de cada um dos lugares do banho termostatizado onde os Erlenmeyers-teste
permaneceram pelo periodo de realizacéo do teste. Para cada amostra foi feito um
controle (sem aiga) em cada intensidade luminosa. O procedimento do teste foi
seguido conforme item I1.1.1 e as taxas de crescimento da alga determinadas apos
72 h de crescimento.
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lll- RESULTADOS E DISCUSSOES

Il.1- AVALIAGCAO DO ENSAIO DE TOXICIDADE COM A ALGA
S. SUBSPICATUS

No mundo inteiro, realiza-se o ensaio que utiliza alga como organismo
indicador de toxicidade, com algumas alteragbes, sendo algumas delas referentes
as condigdes de crescimento da alga e a interpretagso dos resultados do ensaio. Os
assuntos abordados nesse item foram originados de questdes ievantadas durante a
utilizagéo do ensaio para a avaliacdo da toxicidade de efluentes industriais. Sendo
assim, os resultados apresentados nos itens seguintes fazem parte de um estudo
comparativo entre alguns métodos padronizados do ensaio de toxicidade com a alga
S. subspicatus e tdm como objetivos especificos:

1. estudar alguns parémetros para a realizagéo do teste de toxicidade, tal como: a
escolha do método para a determinagéo da concentragéo da alga:;

2. investigar as melhores condicbes para a realizagdo do ensaio, como as
condi¢des do indculo, a composigdo de meios de cultura e, estudar as mudancas
do pH durante a realizagdo do ensaio.

il.1.1- Métodos para a determinagéo da concentragio da aiga

A medida da concentragdo efetiva da alga é determinante no célculo da taxa
de crescimento diario (item 11.1.1) e, conseqientemente, no resultade do ensaio de
toxicidade. O maior problema localiza-se na determinag@o de baixas concentragbes
celulares, isto €, na medida feita no tempo zero, logo apos o indeulo da alga. Por
esse motivo, 6 importante a escolha de um método sensivel a baixas concentragdes
da alga.

A escolha do método para a determinagéo da concentragdo da aiga depende
do objetivo do estudo a ser realizado mas, normaimente, fatores como a
sensibilidade e limitaghes do método, praticidade, disponibilidade do equipamento e



Resuitados e Discussbes 41

possiveis interferéncias causadas pelas caracteristicas da amostra devem ser
levadas em consideracao.

Nesse trabalho foram correlacionados diferentes métodos para medir a
concentragéo da alga, sejam eles: gravimetria (massa seca), espectrofluorimetria
(fluorescéncia), espectrofotometria (absorvancia) e microscopia (contagem de
células). Uma vez que os métodos apresentam diferentes sensibilidades, foram
obtidas as correlagbes entre eles para elevadas e baixas concentragdes da alga
cultivadas em controles conforme as condigdes descritas no item Il.1.1a) (figuras de
5a11).

Com relagéo & diferenga de sensibilidade entre os métodos, Peterson e
Nyhoim (1993) alertaram para a dificuidade em se determinar biomassa em baixas
concentragbes celulares, principalmente, pela simples medida da absorvancia,
recomendando para esse fim, métodos sensiveis como a espectromeiria de
fluorescéncia molecular.

Como pode ser observado na figura 5, a medida da absorvancia e da
fluorescéncia apresentaram alta correlagfo para a determinagéo da concentragio
alga, porém, um decréscimo da correlagéo foi observado para baixas concentragtes
celulares (figura 6). A espectrofiuorimetria € um método sensivel, chegando a
detectar concentragdes entre 0,1 picomol.L™ e 1,0 nanomol.L" dependendo do
aparetho utilizado e do tamanho do “background signai”, ou seja, da fluorescéncia
do meio onde se encontra a espécie a ser determinada. Porém, a presenca de
moléculas organicas como proteinas e aminoacidos aromaticos (triptofano), os quais
apresentam fluorescéncia, podem interferir se presentes na composigéo do efluente
a ser analisado (Ingle e Crouch, 1988). Além disso, particulas ou turvagdes
presentes nas amostras podem atenuar a radiag&o de excitagdo ou de emissio
causando alteragbes na fluorescéncia da molécula (Kotzick e Niesser, 1996).

Com base nesses conhecimentos, pode-se afirmar que as possiveis
interferéncias na medida da fluorescéncia estio relacionadas, principalmente, com
alteragdes da radiag&o de excitagdo ou de emisséo por parte do meio onde a algé
se encontra.

Considerando que o ensaio com algas € utilizado, normalmente, para a
avaliagdo da toxicidade de efluentes, os quais apresentam uma composicéo
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indefinida, pode-se esperar que a presenga de particulas, coloragio e, até mesmo,
o crescimento de bactérias no meio durante a realizag&o do ensaio venham interferir

na determinagdo da concentragdo da alga por métodos oticos como a
espectrofluorimetria e a espectrofotometria.
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Figura 5: correlagiio entre a medida da concentrag&o da alga por absorvancia
em 680 nm e pela fluorescéncia (1,435 Nm e A,m685 nm).
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Figura 6: correlagdo entre a medida da concentragéo da alga por absorvancia

em 680 nm e pela fluorescéncia (hed435 NM e 1,685 nm) para baixas
concentragbes de alga.

A fluorescéncia in vivo de uma suspensdo de algas estd relacionada com a
sua concentragéo de clorofila a, sendo esta dependente do estado fisioldgico em
que a alga se encontra, o qual estd relacionado, entre outros fatores, ao regime
prévio de luz a que a alga estava submetida. Para contornar as possiveis
interferéncias &s quais a determinag&o da clorofila in vivo esta sujeita, & possivel
realizar a extragdo da clorofila a com solventes orgénicos. A extrac8o da clorofila
apresenta a vantagem de desvincular a medida da fluorescéncia da clorofila a in
vivo dos processos bioguimicos aos quais ela estd envolvida (Mayer e col., 1997). O
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maior argumento contra a extragio da clorofila a, ou seja, a determinacdo da
clorofila in vitro, & que o método envolve alguns passos de filtragéo e a necessidade
de um periodo relativamente longo de extra¢io (24 h) - dois fatores de consumo de
tempo e que se constituem em fontes de erros. Como pode ser observado nas
figuras 7, 8 e 9, a extragdio da clorofila a apresentou alta correlagcio com a
absorvancia para altas concentragdes da alga, sendo o coeficiente de correlag&o
encontrado entre as medidas de r*=0,9876 (figura 7). No entanto, quando baixas
concentragbes da alga foram avaliadas, a correlagdo obtida entre a extracdio de
clorofila e a absorvancia em 680 nm (figura 8) diminuiu (*=0,9418), ao passo que
com a fluorescéncia foi de r’=0,8877 (figura 9).
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Figura 7: correlagdo entre a medida da concentragéo da aiga por absorvancia
em 680 nm e por extragéo de clorofila a.

Cloroflla (pg.L™
38888838

0 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,03 0,04 0,04 0,05 0,05 0,06 0,06
Abaorvincia 880 nm

Figura 8: correlagéo entre a medida da concentragdo da alga por absorvancia
em 680 nm e por extrac&o de clorofila para baixas concentragbes de alga.
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Figura 9. correlacdo entre a medida da concentracdo da alga por

fluorescéncia (Aa435 nm e A..685 nm) e por extragio de clorofila para baixas
concentragoes de alga.

Além da sensibilidade do método, deve-se considerar que o ensaio com
algas € muitas vezes utilizado em programas de monitoracéio de aguas superficiais,
onde um numero elevado de amostras é avaliado periodicamente (Bertoletti e col.,
1989). Nesse caso, convém ser prética e répida a determinag@o da concentragéo
celular. Como pode ser observado na figura 10, a contagem de células apresentou
alta correlacdo quando comparada com a fluorescéncia, demonstrando ser sensivel
para a determinag&o de baixas concentragbes de alga. Todavia, na prética, a sua
utilizagdo para um grande numero de amostras é dificultada pelo trabalho envolvido
nessa atividade.

Cilulas pl-1

Fluorascincia relativa

Figura 10. correlagdo entre a medida da concenfragdo da alga por
fluorescéncia (Aed435 NM e A.m685 nm) e por contagem de células.



Resultados e Discussdes 45

Outra possibilidade de medida da concentracéo celular recomendada pelas
normas oficiais, € a determinacéo da massa celular seca. Entretanto, esta requer
uma concentragdo elevada de células, afim de que a concentragdo da ailga seja
suficiente para evitar possiveis erros na determinagéo de pequenas concentragdes
de alga. Como pode ser verificado na figura 11, a correlagdo com a absorvancia foi
relativamente baixa, em fungéo, principalmente, das baixas concentragfes de alga.

y= 574, 30x + 14,982
R = 0,0843

Massa seca (mg.L'}

SIIIIIIT

0 04 02 b3 04 08 08 07
Absorvincia 880 nm

Figura 11: correlagdo entre a medida da concentragdo da alga por
absorvancia em 680 nm e por massa seca.

Além dos aspectos abordados relacionados com a sengibilidade e limitagbes
dos métodos, a medida de diferentes parametros na realizagdo do ensaio de
toxicidade pode refletir efeitos especificos no metabolismo da aiga, como por
exemplo, a medida da taxa de fotossintese pela determinagéo da fixagdo de
carbono a qual reflete um efeito fisiologico especifico, enquanto a medida do
crescimento reflete um efeito integrado de todos 0s processos fisioldgicos (Peterson
e Nyholm, 1993). Nesse sentido, Caux e col. (1996) verificaram os efeitos
fisiologicos causados & alga S. capricornutum por diferentes herbicidas, utilizando
contagem de células vidveis, inibicio do crescimento da alga e inibigAo da
fotossintese como parametros para indicar diferentes efeitos de toxicidade. O
primeiro parametro (contagem de células viaveis) foi usado pelos autores para
indicar o efeito letal do herbicida (algicida), enquanto os dois ultimos (crescimento e
fotossintese) foram usados para detectar o efeito subistal (algistatico) dos agentes
testados.
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Com base nas correlagdes observadas nesses experimentos, pode-se afirmar
que a contagem de células e a fluorescéncia foram mais sensiveis para determinar
concentragbes celulares, embora estas tenham sido testadas apenas em controles.
Porém, nesse trabalhc utilizou-se, na maioria dos experimentos, a medida da
absorvancia da clorofila a em 680 nm pelo simples motivo da disponibilidade do
aparsiho.

1.1.2- Estudo do inéculo da alga

O bom estado fisioiégico da cuitura da alga, que sera usada no ensaio de
toxicidade como organismo indicador, é fundamental na obtengéo das respostas de
toxicidade. Os meétodos oficiais do ensaio recomendam a utilizagdo de uma cultura
axénica da alga, isto €, uma cultura pura e monoespecifica, livre de outros
microorganismos e que o indculo seja realizado na fase exponencial do crescimento
da alga (1SO, 1989; DIN 38412; APHA, 1992).

O método 1SO 8692 define o periodo de 3 dias de crescimento da alga como
0 mais adequado para o inculo: as normas DIN 38412 consideram apropriado o
periodo de crescimento da alga entre o 2° e o 3° dia. A norma recomendada pela
U.S. EPA aceita que o indculo seja realizado com culturas de até uma semana de
crescimento. Poréem, o periodo de crescimento do inéculo varia em fungdo da
composigéo do meio de cultura.

Como pode ser observado na figura 12, a fase exponencial do crescimento
da alga S. subspicatus, sob as condigdes descritas no item 11.1.1, compreende o
periodo entre 0 1° e 0 3° 24 e 72 horas, aproximadamente.
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Figura 12: curva de crescimento da alga S. subspicatus.

Na tabela 8 encontram-se as médias das taxas de crescimento da alga () e

respectivos desvios padrdes das culturas inoculadas com aiga em diferentes tempos

de crescimento.

Tabela 8: médias das taxas de crescimento da alga inoculada com culturas

de idades diferentes.

Idade do inbculo Taxa de crescimento Média
(dias) (1)
2 {1,074;1,082;1,076) 1,077 + 0,023
3 {1,063:1,057;1,053) 1,057 £ 0,023
4 {1,044:1,051;1,049) 1,049 + 0,020
5 {0,999;1,010;1,016) 1,008 * 0,047
6 {0,987;1,003:1,002) 0,997 £ 0,049

Conforme apresentado na tabela 8 e ilustrado na figura

13, as taxas de

crescimento da cultura de alga diminuem com a idade do inéculo. A cultura

inoculada com a alga entre o seu 2° e 0 4° dias de crescimento praticamente n&o

apresentaram diferencas entre as taxas de crescimento. A diferenca entre as taxas

das culturas inoculadas com algas de 5 e 2 dias de crescimento foi em torno de

10%. Esse descréscimo da taxa de crescimento significa, provavelmente, a

exaustdo dos nutrientes disponiveis no meio, 0 qual determina as condigbes

fisiologicas da alga. Portanto, nas condigdes nas quais o0 experimento foi realizado,
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o melhor periodo observado para o inéculo da alga foi entre o 2° e 0 4° dias de
crescimento.
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Figura 13: taxa de crescimento da alga S. subspicatus em fung¢&o do indculo

Com relagdo a concentragéo inicial de células de alga para o inicio do
ensaio, a maioria dos ensaios padronizados sugerem 10° células.mL™. O método da
agéncia ambiental americana recomenda o uso de 10° células.mL™ e o método da
ABNT 10° a 10° células.mL" (APHA, 1992; ABNT, 1992).

A utilizag&o de concentragdes mais baixas de alga apresenta vantagens, uma
vez que concentragbes elevadas provocam mudangas fisico-quimicas do meio de
cultura durante a realizagdo do teste, como por exemplo, o aumento do pH pelo
consumo excessivo de HCOs do meio. Mayer e col. (1997) alertaram para o fato de
que a concentracdo final de alga, normalmente encontrada nos testes de toxicidade,
excede as concentragdes da maioria dos ambientes naturais. Por esse motivo, é
recomendavel a utilizago de baixas concentragfes celulares e, para isso, é
reforcada a idéia da necessidade de métodos sensiveis para a determina¢&o de
baixas concentragdes de alga, conforme discutido no item I11.1.1.

Com o objetivo de determinar a concentragdio mais adequada de alga (dentro
da faixa de 10* células.mL™), foram estudadas as concentragbes apresentadas na
tabela 9 e calculadas as taxas de crescimento da aiga apés 72 horas.
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Tabela 9: medias das taxas de crescimento da aiga em relagdo 32
concentracéo inicial de células.

Concentragéo iniciat de Taxa de crescimento Média
célutas ()]
(10° células.mL™)
58 (1,248; 1,218; 1,256) 1,240 £ 0,117
6,3 (1,231; 1,233; 1,230) 1,231 + 0,008
6.9 (1,242; 1,238; 1,232) 1,237 £ 0,028
7.2 (1,245; 1,243;1,255) 1,248 + 0,035
7.7 (1.202; 1,200; 1,204) 1,202 £ 0,011

Nesse estudo, percebeu-se a tendéncia de a taxa de crescimento da alga
diminuir com o aumento da concentragdo do indculo. A diferenga encontrada entre a
menor (5,8x10* células.mL’) e a maior (7,7x10* células.mL™) concentragdo de
inéculo n&o foi significativa. Desse modo, pode-se admitir que, nas condigdes
utilizadas nesse experimento, todas as concentragdes de indculo testadas foram
apropriadas para a realizagdo do ensaio com a alga S. subspicatus.

Il.1.3- Mudangas do pH no ensaio com algas

Ao contrario do que acontece em ambientes naturais, sob condigdes de
iaboratorio, a disponibilidade de fontes de carbono é mais limitada. Relaciona-se tal
ocorréncia a alta concentragdo de alga utilizada no ensaic ¢ a falta de CO,
proveniente da degradagio microbiolégica de compostos organicos, normalmente
presentes em ambientes naturais (Nyholm e Kallgvist, 1989). Conforme descrito no
item 1.2, um aumento do pH do meio pode ser observado quando a suplementagéo
de CO; proveniente da atmosfera for insuficiente e a alga recorrer ao NaHCO; ou
Na.CO; disponiveis no meic como fonte de CO..

Uma questéo importante quanto ao pH no ensaio de toxicidade, nem sempre
mencionada nos protocolos oficiais, € o ajuste do pH inicial da amostra para a
realizac&o do ensaio. O método 1SO 8692 recomenda que o teste seja realizado
sem O gjuste do pH da amostra, porém ressalva que, para evitar que a toxicidade da
substancia analisada seja influenciada por pH extremos, pode-se ajustar o da
solugéo de sais (composig&o no anexo ) para 7,0 + 0,2. Assim, a amostra atingiria o
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mesmo pH para o inicio do ensaio. A norma técnica da ABNT (NBR-12648)
descreve o mesmo procedimento. A norma “DIN 38412 Teil 33“ recomenda o ajuste
do pH para 7,0 £ 0,2, enquanto gue a “DIN 38412 Teil 8* permite que o teste seja
realizado com o pH original da amostra.

Na figura 14 encontra-se representado o crescimento da alga S. subspicatus
em controles (agua destilada) contendo 10 % de meio ISO {(anexo |) em diferentes
pH. Para obter o pH desejado durante a realizacdo do experimento, foi adicionado
tamp3o HEPES (7,5 mmolL") ao meio, apds comprovar que a concentragso
utilizada n&o causava inibigio do crescimento da alga (figura 19).

Estudou-se a faixa de pH entre 5 ¢ 12 e, como se observa na figura 14 e na
tabela 10, em pH 5,0, a alga S. subspicatus apresentou praticamente 100 % de
inibigdo do crescimento. Porém, aumentando-se o pH para 6,0, a taxa de
crescimento foi apenas 20 % inferior quando comparada ao controle (pH inicial =
8,0, sem a adigao de tamp&c HEPES). A faixa de pH entre 7,0 e 10,0 parece ser a
mais apropriada para o crescimento da alga. A partir de pH 10,0 o crescimento da
alga foi novamente inibido.

Extrapolando-se os resultados obtidos com a alga S. subspicatus, pode-se
admitir que a liberacdo de efluentes em corpos d’agua com pH abaixo ds 6 ou
acima de 10 poderd inibir a producdo primaria.
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Figura 14: taxas de crescimento da alga S. subspicatus em fungdo do pH,
ap6s 72 horas de crescimento (vide condigbes item 11.1.1).
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Tabela 10: médias das taxas de crescimento da aiga em diferentes pH.

pH Taxa de crescimento média
(1)

controle 1,191; 1,187; 1,207 1,20 £ 0,008
5 0,040; 0,002; 0,032 0,04 + 0,036
6 1,001, 1,049; 0,972 1,01 £ 0,074
7 1,052; 1,070; 1,068 1,07 £0,137
8 1,125; 1,129; 1,151 1,13 £ 0,066
9 1,204; 1,212; 1,200 1,20 £ 0,024
10 1,136; 1,145; 1,127 1,14 £ 0,016
11 0,928; 0,897; 0,921 0,92 + 0,057
12 0,263; 0,257; 0,268 0,26 + 0,010

Com relagéo ao pH, ressalte-se ainda que a sua manutencéo no decorrer do
ensaio de toxicidade é importante, uma vez que a toxicidade de alguns compostos
esta estreitamente relacionada com o pH do meio no qual 0 mesmo se encontra. Os
metodos padronizados mencionam que o pH do meio de cultura da alga n&o deve
exceder mais do que 1,5 (ISO, 1989; DIN 38402, 1991) ou 1,0 {(OECD, 1984)
unidade do pH inicial. O método U.S.EPA também & bastante restritivo em relagao
ao pH, nao permitindo que ele ultrapasse de 8,5 (sendo que o pH inicial do meio de
cultura € em torno de 8,0) (APHA, 1992). A norma brasileira proposta pela ABNT
n&o menciona limites de pH durante a realizagéo do ensaio (ABNT, 1992). Peterson
e Nyhoim (1993) afirmam serem inaceitaveis variagdes de 1,0 a 2,0 unidades de pH,
conforme prevaéem os protocolos oficiais, na determinagéo da toxicidade de metais.

A mudanga de pH, observada durante o crescimento da alga, estd
estreitamente relacionada com a composigéio do meio de cultura adotado (figuras 15
e 16). Uma das estratégias usadas para a manuten¢&o do pH do meio de cultura é
controlar o crescimento da alga para diminuir a utilizagdo de HCO; e,
consequentemente, o aumento do pH. Nesse sentido, alguns autores defendem a
utilizagdo de concentragdes mais baixas de in6cuio e de nutrientes no meio de
cultura para limitar o crescimento da alga (Comber e col., 1995; Chen e Lin, 1997). |

Apesar de a maioria das normas internacionais de ensaio com algas (EN,
1993; DIN 38402, OECD, 1984) adotarem o meio de cultura descrito pela norma ISO
8692, ainda s&o usados meios de cultura de composigdes diferentes. Exemplo
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disso, & o meio recomendado pela U.S. EPA o qual apresenta algumas diferengas
quando comparado com o meio ISO 8692 (ver anexo I).

Uma das diferengas apresentadas entre os dois meios encontra-se na
concentragéo de nitrogénio e fésforo (relag&c N/P). Enquanto o meio ISO 8692
apresenta N/P = 11, no meio U.S. EPA esta relagfio é 23 e, embora tal meio n&o
tenha sido usado neste trabalho, a sua composigéo apresenta-se no anexo | apenas
a titulo de comparacéo.

Diferentes relagdes N/P (11,3; 22,5 e 45,0) foram estudadas por Chen e Lin
(1997) na determinagéo da toxicidade do Cd peio ensaio com algas. Os autores
constataram néo ter havido diferenga significativa nos resuitados de toxicidade para
as taxas de N/P mais elevadas (22,5 e 45,0) porém, observou-se que a taxa de 11,3
apresentou menor sensibilidade na determinacéo da toxicidade do Cd. No mesmo
estudo, os pesquisadores verificaram que a alga foi mais sensivel & determinagéo
da toxicidade do Cd em- condicdes de limitagcdo de fosfato. Levando-se em
considerago esse exemplo, o meio U.S.EPA seria mais apropriado para a
determinagéo da toxicidade de metais por apresentar uma relagdo N/P maior que o
meio ISO devido, principalmente, & baixa concentragéo de fosfato.

Na Alemanha, a composigéo do meio de cultura utilizado pelas normas DIN é
idéntico ao da IS0 8692 porém, informaimente, & utilizado pela prépria agéncia de
protegdo ambiental alem& um meio de cultura proposto por Bringmann e Kihn
(1980) modificado, o qual foi denominado nesse trabalho de SCE (composigéo no
anexo ).

O crescimento da alga S. subspicatus nos meios de cultura SCE e ISO e as
mudancas de pH nos referidos meios foram comparadas e estdo representadas nas
figuras 15 e 16, respectivamente.
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Figura 15: Crescimento da alga S. subspicatus nos meios SCE e ISO (vide
condigbes item 11.1.1).
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Figura 16: pH dos meios SCE e ISO durante o crescimento da alga S.
subspicatus (vide condigfes item 11.1.1).

Conforme pode ser observado na figura 15, o crescimento da aiga nas
primeiras 48 horas assemelhou-se nos dois meios de cultura estudados. A partir do
3° dia de crescimento, ou seja, de 72 horas, o crescimento da alga no meio I1SO foi
menor quando comparado ao meio SCE. A observagéo relatada esta relacionada
com o aumento do pH do meio (figura 16), o qual, no periodo de 72 horas,
aumentou aproximadamente 1,5 unidades no meio I1ISO e 3,5 unidades no meio
SCE. A observagado da composi¢éo dos meios de cultura descritos no anexo | auxilia
o entendimento de tal fendmeno. Os dois meios apresentam na sua composi¢éo
basicamente os mesmos sais. Contudo, as suas concentracdes s40 mais elevadas
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no meio SCE, fato expiicative do maior crescimento da alga nesse meio, e,
consequentemente, do aumento do pH do meio.

Além da elevada concentragdo de nutrientes, outro fator que pode levar ao
aumento do pH é a forma de nitrogénio usada nos meios de cultura. A maioria das
algas consomem, preferencialmente, aménio como fonte de nitrogénio, entretanto,
nitrato & a principal fonte de nitrogénio encontrada em aguas superficiais {(Kohl e
Nicklisch, 1988). O consumo de nitrato e aménio pela alga promove aumento e
diminuic&o do pH do meio respectivamente. Isto se deve ao fato que a assimilagdo
do ambnio ocorre diretamente, enquanto que o nitrato precisa ser reduzido a
amdnio antes de poder ser assimilado pelas algas (Peterson e Nyholm, 1993).
Dessa forma, o uso de nitrato no meio de cultura representa com mais fidelidade o
ambiente natural, ac passo que, em termos de controle de pH do meio, o uso de
amonio é mais eficaz,

Existem trabalhos na literatura nos quais foi adotada a adicdo de tampdes
aos meios de cultura em ensaios de toxicidade, principalmente, quando é conhecido
ou suspeita-se que a toxicidade da substancia avaliada depende do pH do meio
onde ela se encontra. Nesse sentido, Madsen (1984) adicionou tampdo Trisma-
maleato (10 mmol.L™") ac meio de cultura 1SO para investigar a toxicidade do 4-
nitrofenol, alegando a impossibilidade de manutengdo do pH na faixa desejada
apenas pela dissolugéo de CO. no meio promovida pela agitag&o dos frascos-teste.
Esse estudo revelou que a manutengdo do pH do meio diminuiu o efeito téxico do
composto as algas.

Tendo em vista a importéncia da manutengéio do pH na determinagédo da
toxicidade, foram adicionadas diferentes substancias tamp&o ao meic de cuitura
SCE. Nesses experimentos, verificaram-se as mudangas do pH do meio durante o
crescimento da alga S. subspicatus, conforme representado nas figuras de 17 a 20,
considerando-se que o pH inicia! do meio SCE é aproximadamente 7,0.

Nesse tipo de estudo é importante que a substancia tamp&o utilizada néo
iniba o crescimento da alga. Assim, foi verificado o crescimento da alga em
diferentes concentragbes dos tampdes em relagdo a um controle {sem substancia
tampao), observando-se o pH do meio.
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Na figura 17, esta representada a taxa de crescimento da alga e o aumento
do pH do meio em 10 % de meio SCE apés 72 horas com a adigéio de diferentes
concentragbes de tamp&o TRIS. Nessa figura pode-se constatar que o tamp&o TRIS
nas concentragdes de 0,41 e 0,83 mmol.L™' manteve o aumento do pH inferior a 1,5
unidades, sendo que a taxa de crescimento da alga nestas concentra¢des n&o
sofreu alteragbes significativas. A concentragdo mais elevada de tampdo TRIS
testada neste experimento, 4,2 mmol.L", causou uma leve diminuicdo da taxa de
crescimento da alga (de 1,2 para 1,16).
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Figura 17: taxa de crescimento da alga S.subspicatus e aumento do pH do
meio SCE apds 72 horas com a adig&o de diferentes concentragbes de tampé&o
TRIS

A adigcdo de tampao citrato aoc meio de cultura SCE na faixa entre 0,095 e
1,89 mmol.L', conforme demonstrado na figura 18, n3o alterou a taxa de
crescimento da alga porém, 0 pH do meio apdés 72 horas aumentou
aproximadamente 3,0 unidades. A concentracdo mais elevada de tampé&o citrato
adicionada ao meio (9,54 mmol.L™') dminuiu em 50 % a taxa de crescimento da alga.
Nesse caso, deve-se observar que o pH inicial do meio, normalmente 7,0, nesse
experimento foi 6,5, aumentando ainda mais a diferenga do pH inicial e final (apds
72 horas).
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Errecalde e col. (1998) adicionaram tampéo citrato ao meio de cultura da alga
S. capricornutum para a determinagdo da toxicidade do cadmio e zinco e
observaram que a biodisponibilidade do cadmio pela alga aumentou duas vezes em
relagdo aos meios sem citrato. Nesse caso, o citrato parece ter aumentado a
biodisponibilidade do cadmio & alga. Essa caracteristica relatada pelos
pesquisadores, associada ao decréscimo da taxa de crescimento da aiga observada
na figura 18, inviabiliza o uso de tamp&o citrato no ensaio de toxicidade com alga.
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Figura 18: taxa de crescimento da alga S.subspicatus e aumento do pH do

meio SCE apds 72 horas com a adig8io de diferentes concentragbes de tampao
citrato.

Na figura 19 encontram-se representados o crescimento da alga S.
subspicatus e o aumento do pH do meio SCE com adigo do tamp&o HEPES. Na
faixa entre 7,5 e 17,5 mmol.L" de tamp&o HEPES, o pH do meio de cultura nio
aumentou mais do que 1,5 unidades e a taxa de crescimento da alga também
permaneceu relativamente constante (entre 1,14 e 1,16).

Em estudos recentes, Keating e col. (1996) apontaram para a importancia da
manuteng&do do pH em ensaios de toxicidade e sugeriram o uso de tampéo HEPES
para realizagéo do ensaio de toxicidade com daphnias. O uso do mesmo tampéo foi
sugerido para a cultura da alga verde Ankistrodesmus convolutus utilizada como
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alimento no ensaio com daphnias. A concentragéo do tamp&o recomendada foi de
400 ppm (3,36 mmol.L™") na qual n&o foi observada alterac#o fisiolégica da alga. Os

autores verificaram que a adigdo do tampao ao ensaio néo alterou a toxicidade do
Zn.
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Figura 19: taxa de crescimento da alga S.subspicatus e aumento do pH do

meio SCE ap6s 72 horas com a adigéo de diferentes concentragbes de tampdio
HEPES

Com base nos resultados obtidos pela adi¢io de tampdes ao meio de cultura
SCE, pode-se afirmar que: a adigéo de citrato ao meio de cultura & limitada pela
alteragio da taxa de crescimento da alga. Nesse caso, dentre os tampdes
estudados o tamp&o TRIS utilizado nas concentragBes entre 0,43 e 0,83 mmol.L™" e
o tampdo HEPES, entre 7,5 @ 17,5 mmol.L" foram os mais apropriados para a
manuteng&o do pH do meio SCE sem alterar o crescimento da alga. Cabe ressaltar
nao ter sido verificado nesse estudo o efeito destes tampdes sobre a toxicidade de
compostos.

Nesse trabaiho, optou-se pelo uso do meio ISO sem a adi¢&o de tampéo, pois
considerou-se a manutengéo do pH do meio (entre 8,0 e 9,5) suficiente para a
avaliacdo de efluentes. Entretanto, a adi¢&o de tampdes ao meio de cultura & dutil
quando forem desejadas pequenas variagdes do pH do meio. Nesse caso,

recomenda-se o uso do tamp&o TRIS ou HEPES nas concentragbes acima
mencionadas.
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li..1.4- Conclusdes parciais

Conforme reveiado na discussdo dos itens anteriores, os ensaios de
toxicidade, mesmo padronizados, diferem em alguns pontos.

Anaiisando-se as determinagbes da concentragéo de alga, verificou-se que: a
contagem de células, a determinagdo da massa seca, a fluorescéncia, a
absorvancia e a extrag&o de clorofila apresentam correlagdes altas quando s3o
determinadas elevadas concentragdes de alga (no final do ensaio). Porém, em
baixas concentragdes celulares (presentes no inicio do ensaio), as correlagdes
diminuiram. As determinagfes da concentragdo da alga por contagem de células,
fluorescéncia e extrag&o de clorofila foram as mais adequadas para medir baixas
concentragoes celulares.

Nas condicbes nas quais esse estudo foi realizado, o inéculo da alga pode
ser feito com culturas de 3 a 4 dias e a concentragdo entre 58 e 7,7 xi10 ¢
células.mL”.

O ajuste ou ndo do pH inicial da amostra para o ensaio de toxicidade com
aiga influencia diretamente no crescimento da alga S. subspicatus, sendo que, em
pH menores de 6,0 e acima de 10,0 constatou-se uma inibigdo significativa do
crescimento da alga.

Dentre os tampGes estudados, os mais indicados para a manutengéo do meio
de cultura SCE, sem alterar o crescimento da alga, foram o tamp&o TRIS e HEPES
nas faixas de concentragéo entre 0,43 ¢ 0,83 mmolL' ¢ 7,5 e 17,5 mmol L™
respectivamente. No entanto, a interagdo de potenciais agentes toxicos com essas
substancias tamp3o precisa ser estudada antes de eles serem adicionados ao meio
de cultura.
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.2- ESTUDO DA TOXICIDADE DE EFLUENTES DE UMA INDUSTRIA
PRODUTORA DE PECTINA POR METODOS FiSICO-QUIMICOS E ENSAIOS DE
TOXICIDADE

Nessa parte do trabalho, utilizou-se uma combina¢do de metodos fisico-
quimicos e testes de toxicidade a fim de se estudar o potencial toxico de efluentes
gerados por uma industria produtora de pectina. O objetivo desse estudo foi
investigar a eventual toxicidade apresentada pelo efluente final da industria (apods o
sistema de tratamento de efluentes - STE) e identificar a sua causa. Considerando
ter apresentado o efluente final uma coloragdo marrom escura especialmente
indesejavel (considere que o efluente seria langado em corpos d"agua préximos &
regido turistica na Alemanha), desejou-se investigar também a origem da referida
colorac@o. Tendo em vista tais objetivos, foram caracterizados o efluente gerado na
producéo da pectina e nas diferentes etapas do seu STE.

Ill.2.1- Caracterizacéo fisico-quimica dos efluentes

Na tabela 11 podem ser observados os resultados das andlises referentes a
caracterizagéo fisico-quimica do efluente da produgéo (amostra 1) e os efluentes de
diferentes etapas do STE (amostras 2 a 4).

Os parametros ligados a concentragdo de material organico como DQOQO,
DBOs e COD, diminuiram com as etapas de tratamento em relacdo ao efluente da
produgio. A DBOs, parametro indicador da concentragio do material biologicamente
degradavel dos efluentes, foi praticamente eliminada no STE, ou seja, no efluente
final, esse valor chegou a 4,6 mglL' Contudo, a cor do efiuente aumentou,
principaimente, nas amostras 2 e 3, ou seja, nos efluentes coletados ap6s a etapa
de desnitrificagéo e tratamento anaerébio, nos quais verificou-se um aumento de cor
de aproximadamente 30 % em relagfo a amostra 1 (ver anexo Il). _

A concentragéo de cioretos totais das amostras permaneceu praticamente
inalterada antes e apés as etapas de tratamento de efluentes.
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A relagdo DBOsDQO é um parémetro utiizado para indicar a
biodegradabilidade de efluentes (Gébbels e Patttmann, 1997). O valor de
DBOs/DQO menor que 0,1 indica que mais de 90 % do carbono organico dissolvido
néo pode ser degradado biologicamente (Kettern, 1990). Dentre as amostras
estudadas, a amostra 4 apresentou a menor relagdo DBOS/DQO (tabela 11). De
acordo com esse critério, pode-se afirmar que a amostra 4 apresenta mais
dificuldade de ser degradada por métodos biologicos que as demais amostras.

Tabela 11: caracterizag&o fisico-quimica dos efluentes da indstria de pectina

Pardmetros . Amostras"
fisico-quimicos
1 2 3 4
pH 2,1 7.7 82 88
condutividade 42 8 14,1 15,4 13,0
(mS.cm™)
DQO 19855 7539 1100 421
{mg.L"™")
DBO, 13348 8288 345 46
(mg.L")
DBO«DQO 0,67 0,83 0,31 0.1
CcOD 8357 2082 202 151
(mg L")
cor 0,756 1,086 1,189 1,115
Ab&ﬂ'lm
cloretos t1otais 147 nd nd 145
(mg.L™")
NH-N 37,7 70,8 nd 0,48
(mg.L")
NO3-N 2780,0 24,4 nd 258
Img.L")
NO--N 4,7 < 0,015 nd < 0,015
(mg.L™")
o-POP 16,88 nd nd 156
(mg.L")

o 1) efluente da produc#io; 2) efluente apés etapa de desnitrificacio; 3) efluente
apds tratamento anaerébio; 4) efluente final
nd = ndo determinado
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Ii.2.2- Caracterizag8o toxicolégica dos efluentes

Para avaliar as amostras estudadas quanto ao seu potencial tdxico,
empregaram-se 3 testes de toxicidade: teste respirométrico utitlizando lodo ativado

como indicador; Lumistox ®, usando bactérias luminescentes; e o ensaio com a alga
verde S. subspicatus.

a) método respirométrico com lodo

A diminui¢do da atividade respiratéria de um lodo pela adigdo de
diferentes volumes das amostras estudadas reflete uma possivel toxicidade dos
efluentes sobre uma populagdo mista de microorganismos (lodo). A atividade
respiratoria das amostras de 1 a 4 em contato com lodo proveniente de um sistema
de tratamento de efluentes domésticos esta representada na figura 20.

-!;" —@— amostra 1
%f‘ —— amostra 2
n.g —alir— amostra 3
Ea ——amostra 4
ga
s E

o 5 10 15 20

volume de amostra (mL)

Figura 20: atividade respiratéria de um lodo de STE doméstico em
contato com diferentes volumes das amostras da indUstria produtora de pectina.
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A adicao de pequenos volumes (2,0 4,0 e 5,0 mL) do efluente vindo da
produgao de pectina (amostra 1) promoveu uma estimulag&o (aumento) da atividade
respiratéria do lodo em relagéo ao controle (volume de amostra = 0 e respiragéo 4,8
mg O, x g $So x h™"). Porém, quando volumes acima de 7.0 mL do efluente foram
adicionados ao sistema, observou-se uma queda da respiragio quando comparada
pela adicdo de 5,0 mL da amostra (35 mg O, x g SSo x h™'). Esses resultados
indicam que a amostra 1, nas concentragbes testadas, foi degradada pelos
microorganismos componentes do lodo. Entretanto, parece haver uma tendéncia a
diminuicdo da respiragio do lodo com o aumento da concentragdo da amostra
indicando ser necessdria a investigagdo do efeito de concentragdes mais eievadas
da amostra.

Observando-se o comportamento das amostras 2 e 3 em contato com
o lodo, também foi constatado um aumento da respiragéio do mesmo em relagéo ao
controle (volume de amostra = 0 e respirag&o 4,8 mg O, x g $So x h™") para todos os
volumes de efluentes adicionados. Isto significa que as amostras, nas
concentragbes utilizadas nesse estudo, ndo inibiram a respiragdo do lodo, pelo
contrario, foram consumidas pelos microorganismos constituintes do mesmo.

A adicdo da amostra 4 (efluente final) ao sistema com lodo, nos
volumes estudados, n@o alterou a respiragio do consércio de organismos
indicadores.

A desvantagem do uso desse tipo de ensaio reside na dificuldade de
reproduzi-lo, uma vez que, a cada determinagdo, a populagio de microorganismos
usada como indicadora (lodo) difere, dificultando a padronizagdo do método
(Gunkel, 1994). Entretanto, Nirmalakhandan e col. (1994) encontraram um
coeficiente de correlagsio de r’=0,922 comparando a toxicidade de uma mistura de
compostos organicos sobre um consoércio de organismos adquiridos comercialmente
(Polytox®) e lodo ativado proveniente de uma planta de tratamento de esgotos
domesticos.

Os estudos de toxicidade com lodo ativado s&o especialmente
interessantes quandc se deseja obter informagbes a respeito do efeito de um
determinado efluente sobre a popuiagdo de organismos (lodo) com a qual ele
entrarq em contato. Esse tipo de informag8o ¢ essencial a fim de se saber, por



Resuftados e Discussfes 63

exemplo, se um efluente industrial podera ser tratado em uma planta de tratamento
de efluentes domeésticos sem inibir a atividade do lodo (Gunkei, 1994). Com esse
objetive, Roubidoux e col. (1998) utilizaram o teste respirométrico com lodo para
investigar descargas de efluentes industriais toxicos num STE domésticos
municipal.

b) teste de toxicidade com bactéria luminescente

Na tabela 12 encontram-se representados os valores de CE50 e CE20
dos efluentes (concentragdes que inibiram 50 e 20% da iuminescéncia da bactéria,
respectivamente) obtidos pelo teste com a bactéria luminescente V. fisheri As
curvas concentracéo-resposta (% amostra x % inibigdo) de cada amostra, das quais

foram interpolados ou extrapoiados os valores de CE5S0 e CE20, sncontram-se no
anexo V.

Tabela 12: estimativa das médias de CE50 e CE20 e respectivos
intervalos de confianga (95 %) dos efluentes da industria de pectina frente a
bactéria V. fisher.

Amostras CEB0 (% v/v) CE20 (% viv)
1 6,447 1,45
(2,13-10.75) (0,44-2 47)
2 11957 4.14
(8,80-15,00 (3,12-5,16)
3 51,30 19,00
(48,98-55,61) (17,98-20,02)
4 33,447 4,38
- (30,39-38 49) (3,36-5,39)

* médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade

Considerando os resultados de toxicidade das amostras tanto em
termos de CE20 quanto de CES0 apresentados na tabela 12, pode-se afirmar que a
amostra 1 apresentou a maior toxicidade a bactéria iuminescente. Os valores de
CES50 e CE20 mostraram que a toxicidade dos efluentes diminuiu até a amostra 3 e
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voltou a aumentar na amostra 4. Este efeito pode ser mais bem observado na figura
21.

ECES0
NCE20

CE (% v.v')

Figura 21: valores de CE50 e CE20 dos efluentes da industria de
pectina obtidos pelo teste com a bactéria V. fisheri.

Comparando-se os resultados obtidos pelo teste com lodo e com
bactéria luminescente, pode-se afirmar que esta (ltima apresentou maior
sensibilidade aos efluentes estudados, pois concentrages menores de amostra
inibiram o parametro subletal observado (nesse caso, a luminescéncia da bactéria).
Kahru e col. (1996) também verificaram a maior sensibilidade da bactéria
luminescente em relag&o ao lodo como indicador de toxicidade. Os pesquisadores
investigaram a toxicidade de um efiuente de industria petrolifera com elevada
concentragdo de compostos fendlicos usando o teste com bactéria luminescente
(Microtox®) e 2 tipos de lodo, adaptado e n#io adaptado. Enquanto a CE50
enconirada para o sistema Microtox® foi de 0,6 % de efluente, este valor para o
teste com lodo foi de 20-30 % para lodo o ndo adaptado e 50-60 % para o lodo
adaptado.

c) teste de toxicidade com alga

A inibig&o da taxa de crescimento da alga S. subspicatus também foi
usada como parametro para a avaliagdo ecotoxicoldgica das amostras estudadas.
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As curvas concentrac@o-resposta (% amostra X % inibigdo) apresentadas pelos
efluentes estudados estdo no anexo IV e os valores de CE50 e CE20
(concentrages que causaram 50 e 20 % de inibigéo da taxa de crescimento da aiga
respectivamente) obtidos por estas curvas estéo apresentados na tabela 13.

Tabela 13: estimativas das médias de C,E50 e C,E20 e respectivos
intervalos de confianga (95%) dos efluentes da inddstria de pectina frente a alga S.
subspicatus.

Amostras C.E50 (% v.v') CE20(% v.v?)
1 5,67 349
(3,17-8,17) (2,57-4,42)
2 17,77 5,09
(15,27-20,27) (4,17-6,02)
3 70,16 8,04
(67.66-72,66) (8.01-9,86)
4 49,31 30,05
(46.81-51,81) (30,12-31,97)

todas as médias foram significativamente diferentes pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade

Observando os resultados obtidos pelo teste de toxicidade com algas
apresentados na tabela 13, pode-se afirmar que a amostra mais tdxica foi a amostra
1, tanto pelo valor da C,E20 como da C,E50.

Levando-se em consideracéo os valores de C,E20 observa-se que o
efeito toxico dos efluentes frente a alga diminuiu com as etapas do STE, pois as
concentragdes necessarias para inibir 20 % da taxa de crescimento da aiga
aumentaram. Porém, os valores de C,E50 revelaram que, conforme anteriormente
observado para V. fisheri, a toxicidade dos efluentes diminuiu até a amostra 3,
voitando a aumentar na amostra 4. Esses efeitos encontram-se representados na
figura 22.

Como pode ser observado nas tabelas 12 e 13, a amostra proveniente
da produg&o (amostra 1) apresentou a maior toxicidade frente aos dois organismos
indicadores. Tal efeito toxico deve-se, provaveimente, ao uso de isopropanol na
produgéo de pectina, sendo ele o responsavel por 70 % da DQO do efiuente que
entra no STE. A toxicidade do isopropancl a algas e bactérias luminescentes é
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conhecida e foi estudada por Pedersen e Petersen (1996) em uma mistura de
compostos téxicos.

BC/ESO
BCrE20

CE (% v.v')
ocN¥858838

Figura 22: valores de C,E50 e C.E20 dos efluentes da industria de
pectina obtidos pelo teste com a alga S. subspicatus.

A correlac8io entre as C.E50 e C,E20 dos efluentes avaliados frente
aos organismos V. fisheri e S. subspicatus encontram-se nas figuras 23 e 24
respectivamente. Levando-se em consideragfio que os organismos indicadores
pertencem a niveis tréficos diferentes, a correlacgdo obtida entre as CE50 dos dois
organismos (r* = 0,9925) pode ser considerada extremamente elevada, uma vez
que, em sistemas biol6gicos, correlagles acima de 0.6 sfo consideradas altas.
Porém, a correlagéio entre as CE20 dos dois organismos foi baixa (-* = 0,3869).
Compreende-se a diferenga entre as correlagcbes de CE50 e CE20 pela observacgéo
das curvas concentracfo-resposta apresentadas no anexo V.

Sweet e col. (1997) verificaram a correlagcdo entre os ensaios de
toxicidade com o invertebrado (C. dubia), com o peixe (P. promelas) @ com o ensaio
de toxicidade utilizando o sistema Microtox®. Os autores consideraram
significativamente alta a correlagio encontrada entre as CES0 da bactéria
luminescente e o invertebrado (r* = 0,64), porém, a correlagsio entre a bactéria e o
peixe foi baixa (* = 0,26). Os autores atribuiram a baixa correlagdo obtida a
distancia entre os niveis tréficos dos organismos-teste estudados.

Peter e col. (1995) usaram a bactéria luminescente e a alga S.
Subspicatus para investigar a toxicidade de aguas residuais de mineragfio. Os
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pesquisadores consideraram muito baixa a correlagéo entre as respostas obtidas
pelos dois organismos.

y= §,5588x - 2,4735
R? = 0,9925
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Figura 23: correlagao entre as CES0 obtidas pelo teste com aiga e com
bactéria luminescente.

5
R .
s a4t o
o
g, ¢
g y = 0,083 + 24757
8 27 R?=0,3647
Q L ]
ar 17
0 + } } {
0 10 20 2 40

EC20 bactérias luminescentss (30 min.)

Figura 24: correlac@o entre as CE20 obtidas pelo teste com alga e com
bactéria luminescente.

O critério adotado pela legislacio alemé para classificar um efluente
como téxico & a inibicdo do parmetro subletal avaliado {crescimento da alga e
luminescéncia da bactéria) maior que 20 %. De acordo com tal critério, os efluentes
da indastria de pectina investigados s8o classificados como téxicos, tanto & alga,
guanto & bactéria luminescente. Segundo a legislacdo ambiental alem#, esta
caracteristica apresentada pelo efluente final da industria (amostra 4) o torma
improprio para a descarga em corpos receptores.

Tendo em vista a intensa colora¢do apresentada pelas amostras
estudadas (anexo II), suspeitou-se que tal caracteristica pudesse estar
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influenciando nos resultados do ensaio de toxicidade com alga, uma vez que
apenas o teste com a bactéria luminescente teve esse efeito corrigido. Desse modo,

a infludncia da coloragéio dos efluentes no teste de toxicidade com alga seré
discutida no item 1113,

I.2.3- Distribui¢do da massa molecular dos efluentes

As distribuigbes das massas moleculares das amostras foram avaliadas
utilizando-se a técnica de permeagBc em gel. Essa técnica baseia-se na
comparagéo dos volumes necessarios, sob condigdes definidas, para a eluigdo de
compostos de massas moleculares conhecidas, com 08 volumes usados para sluir
as amostras estudadas. Para que essa comparagdo seja possivel, foi feita uma
curva de calibrag8o com proteinas de massas moleculares conhecidas, conforme
apresentada na figurg 25. A curva de calibragdo representa a correlagdo entre os
coeficientes de distribuicdo das massas moleculares (Kav), calculado conforme
descrito no item 1.2.4, e o logaritmo da massa molecular dos compostos
conhecidos. Os volumes de Vo=90 mL e Vi=225 mL foram obtidos pela sluicdo da
dextrana azul e pelo cdlculo do volume total da coluna respectivamente.

4,80

=
§ se0t
.t quimotripsinogénio = -0,0034x + 4,4761
E R = 0,9924
- 4,40 + A
2 4204 vilmming B12
§ chocrome C
4,00 o + + + + |
1} 20 40 680 80 100 120
Kav

Figura 25: Curva de calibrag&o para a cromatografia de permeacgio em gel
Sephadex G-50
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Uma vez obtida a curva de calibragcdo, as amostras estudadas foram
aplicadas a coluna e eluidas, monitorando-se a absorvancia em 280 nm de cada
fracéo obtida pela eluicio das amostras.

Como se verifica na figura 26, as amostras n&o apresentaram picos definidos,
sendo que os volumes de eluigio usados no cdiculo da distribuicdo de massa
molecular dos efluentes foram as médias dos valores maximos de absorvancia em
280 nm. Os baixos valores de absorvincia em 280 nm obtidos pela eluigdo da
amostra 4 devem-se, provavelmente, a observagfio de que parte dessa amostra
reteve-se no gel, porém, a eluigdo da coluna foi encerrada.

B

X
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Absorvincia 280 nm
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volume (mL)

Figura 26: distribuigdo da massa molecular dos efluentes da industria de

pectina

Como esta representado na figura 26, as amostras 2, 3 e 4 possuem
distribuicdo de massa molecular proximas, divergindo na intensidade da absorgao
em 280 nm. A maior diferenga constatada nas distribuigdes de massas moleculares
foi entre a amostra 1 e as demais.

Ao se compararem os volumes necessérios para a eluicio das amostras
(figura 26) com a curva padréo (figura 25), determinaram-se as distribuigdes de
massas moleculares dos efluentes. As médias dos volumes de eluigio (Ve) e os



Resuftados e Discussdes 70

resultados de distribuicdo da massa molecular das amostras estdo apresentadas na
tabela 14.

Tabela 14: parametros para o calculo da distribuigdo da massa molecular dos
efluentes da industria de pectina.

Fragdo3  volume de eluigdo Kav Logmassa massa molecular
Ve {mL) molacular (kD)
amostra 1 184 0,69 416 14,3
amostra 2 115 0,185 4,40 25,02
amosira 3 118 0,20 4,39 244
amostra 4 94 0.03 4,47 29,6

Cabe ressaltar que, de acordo com a tabela 14, a distribuigdo de massa
molecular das amostras aumentou a partir da amostra 2, isto é, apés a primeira
etapa de tratamento, a desnitrificagdo. A distribuicdo da massa molecular das
amostras 2 e 3, permaneceu praticamente constante, aumentando na amostra 4.

A distribuiggo de massa molecular de efluentes foi estudada por ultrafiltragdo
por Dahiman e col. (1995), os quais separaram compostos de diferentes massas
moleculares em efluentes de industria papeleira. Nesse estudo, a distribuigdo das
massa moleculares foi considerada alta sendo que, a maior parte dos compostos
separados apresentaram massa entre 1 e 10 kD. Comparando-se 0s resultados dos
pesquisadores com os obtidos nesse trabalho, verificou-se que os efluentes de
indastria de pectina estudados apresentaram massas moleculares bastante
elevadas, pois os valores situaram-se entre 14,3 e 29,6 kD.

-~

lil.2.4- Caracterizagéo dos efluentes por Pir6lise-CG-EM

Objetivou-se nessa caracterizagdo comparar qualitativamente os compostos
das amostras estudadas pela presenga de picos e suas areas relativas e, se
possivel, identificar os compostos responsaveis pela toxicidade dos efluentes.
Iniciaimente, procurou-se caracterizar as amostras apenas por CG-EM porém,
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devido ao pequeno nimero de compostos encontrados nas mesmas foi realizada a
pirdlise das amostras com o intuito de auxiliar nessa caracterizagéo.

A técnica de Pi-CG-EM vem sendo usada para estudar matrizes organicas,
principalmente pelo fato de as andlises convencionais como DQO, COD e
absorbancia no UVasem, serem limitadas ao fornecerem informagdes quanto a
natureza quimica das substancias constituintes das matrizes organicas (Bruchet e
col., 1990). Em estudos de efluentes, essa técnica pode ser (fil, tanto para
identificar os seus componentes e direcionar o processo de tratamento mais
indicado para a remog@o de poluentes, quanto para verificar a eficiéncia de
tratamentos aplicados ao efluente pelo desaparecimento de determinadas
substancias (Gray e McAuliffe, 1982; Calvo e col., 1995; Franta e Wiidener, 1997).

A pirdlise é utilizada em combinagéo com CG-EM no estudo da estrutura de
macromoléculas e biopolimeros pela complexidade e alta massa molecular
apresentada por elas. Essa técnica possibilita a fragmentagdo da macromolécula
produzindo uma série de produtos de pirblise de classes quimicas diferentes
constituintes da macromoiécula estudada (Galetti e col., 1996; GSbbels e Pittmann,
1997).

A escolha da temperatura da pirélise depende da fragmentacio da amostra.
Gobbels e Puttmann (1997) obtiveram fragmentos diferentes usando temperaturas
de pirélise de 510 °C e 770 °C para investigar substancias humicas de chorume. Na
temperatura de 510 °C n&o foram encontradas unidades aromaticas como produtos
de pirdlise, apenas alcodis e acidos de cadeia longa, 0s quais foram atribuidos a
clivagem térmica de ligagbes éter e éster ou a evaporagdio dos mesmos. A
temperatura de 770 °C encontraram-se fragmentos aromaéticos de pirdlise como o
benzeno, naftalenc e hidrocarbonetos altamente condensados. Nesse estudo, foi
necessario o uso da temperatura de 770 °C para a obtenclo de fragmentos de
pirdlise.

Geralmente, realizam-se os estudos de biopolimeros por pirdlise analisando
os fragmentos produzidos consoante as suas classes quimicas. Nesse sentido,
Gray e McAuliffe (1992) estudaram diferentes classes de fragmentos de matrizes
organicas normalmente encontrados apés pirdlise e padronizaram o0s seus

compostos caracteristicos, quais sejam: 1) pela pirélise de polissacarideos foram



Resultados e Discussbes 72

encontrados furanos substituidos e ciclopentenonas; 2) de compostos
poliaromaticos, derivados fendlicos e benzénicos, 3) de proteinas, compostos
nitrogenados; 4) de aminoagucares, acetamida. Tal classificagdo foi utilizada nesse
trabalho para auxiliar a interpretag&o dos pirogramas das amostras estudadas.

Nas figuras de 27 a 30 encontram-se os cromatogramas obtidos apds a
pirdlise das amostras de 1 a 4. A numeragdo dos picos referentes aos compostos
encontrados nas amostras, as suas areas relativas e as identificagdes dos
compostos, propostas pelo espectro de massa, estéo apresentadas na tabela 15
(pag. 77). Os picos néo identificados se devem ou a sua baixa abundancia na
amostra ou a auséncia de um espectro de massa padrdo similar na biblioteca do
SNIST, usada na identifica¢do das substancias.

Na figura 27, apresenta-se o cromatograma da amostra 1, no qual pode ser
observado serem os derivados benzénicos e fendlicos 0os compostos presentes em
maiores proporgdes (picos n° 3, 6, 12), os pirrdlicos (picos n° 4 e 5) e o
furanocarboxialdeide (pico n° 7), indicando a presenca de compostos
poliarométicos, proteinas e polissacarideos respectivamente. Uma vez que a
amostra 1 representa o efluente que entra no STE, pode-se afirmar que nessa
amostra estfo incluidos os compostos provenientes da produg¢do da pectina,
inclusive da matéria-prima.

Os compostos pirrélicos {picos n° 4 e 5} presentes em maior porcentagem
nas amostras 1 e 4 (tabela 15), podem ser provenientes da piréiise do aminoéacido
prolina, indicando a presenca de proteina na estrutura original das amostras (Calvo
e col., 1995).

No cromatograma ou pirograma da amostra 2, apresentado na figura 28,
verifica-se um maior numero de picos (compostos) em relagdc a amostra 1. Pela
identificagéo dos picos obtidos pela pirdlise dessa amostra, ndo foram encontrados
fragmentos originados de polissacarideos, ou seja, o furanocarboxialdeido (pico n°
7), presente na amostra 1 néo foi encontrado na amostra 2. Considerando que a
amostra 2 representa o efluente coletado apds a primeira etapa do tratamento dos
efluentes, os polissacarideos parecem ter sido degradados nessa etapa, enquanto
outros compostos foram encontrados, possivelmente, formados pela agfio dos
microorganismos presentes no STE.
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Na amostra 2, observou-se também uma ieve diminuigdo da 4rea relativa de
benzeno (pico n° 3) em relag&o a amostra 1, porém, outros compostos derivados do
benzeno foram encontrados, como por exemplo, o etil-benzeno (pico n° 8), o qual
n&o havia sido detectado na amostra anterior. Esse exemplo reforga a idéia de que
os produtos de pirblise sdo mais bem interpretados observando-se as classes de
compostos quimicos formados, conforme apresentado na figura 31.

100% 1

TIC=115495642

Tempo de retengdo (min.)
Figura 27: cromatograma da amostra 1 (1) 2-metil-propanonitrila; 2) 1,3-
cicloexadieno; 3) benzeno; 4) 1H-metil pirrol; 5) pirrol; 8) tolueno; 7) 2-furanocarboxiaideido; 9)

xiteno; 10) 1,3,5,7-ciciooctatetraeno; 11) fenol; 12) fenil carbamato: 14) p-cresol: 18) 2-metil-furo
(2,3-c)-piridina )
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100% 1
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Tempo de retengéo (minj
Figura 28: cromatograma da amostra 2 (1) 2-metil-propanonitiila; 2) 1,3-
cicioexadieno; 3) benzeno; 5) pimol; 8) tolueno; 8) etil-benzeno; 9) xileno; 10) 1,3,5,7-

ciclooctatetraeno; 12) fenil carbamato; 13) aifa-metilestireno; 15) 2-etit-fenol; 16) 1H-metil-indot: 17
azuleno; 19) metil-naftaleno).

Em termos de ciasses de produtos formados, os compostos encontrados em
maior porcentagem nas amostras 2, 3 e 4 (figuras 28, 29 e 30 respectivamente)
foram derivados benzénicos e fendlicos, sendo 0s principais responséveis pelo
aumento de;sa classe de compostos nas amostras identificados como benzeno
(pico n? 3), tolueno (pico n° 6) e xileno (pico n°® 9). Alguns dos derivados fendlicos
encontrados nas amostras estudadas, como o 2-etil-fenol e o tolueno foram
detectados no estudo da estrutura da lignina e na composicéio de efluentes de
inddstria papeleira por Pi-CG-EM (Caivo e col., 1995; Galletti e col., 1996),

A identificacdo dos compostos obtidos, proposta pelo espectro de massa e as
massas moleculares dos compostos estdo apresentados na tabela 15. Os espectros



Resultados e Discussbes 73

de massa de alguns compostos, identificados pela comparagéo com os padries da

biblioteca disponivel no equipamento, encontram-se no anexo V .
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Figura 28 cromatograma da amostra 3 (1) 2-metil-propanenitrila; 2) 1,3-
cicloexadieno; 3) benzeno; 5) pirrol; 6) tolueno; 8) etil-benzeno; 9) xileno; 10} 1,3,5.7-
ciclooctatetraeno; 12) fenil carbamato; 13) alfa-metilestireno; 14) p-cresol; 15) 2-etil-fenol; 16)
1H-metil-indot; 17) azuleno; 19) metii-nafialeno).
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Figura 30: cromatograma da amostra 4 (1) 2-metil-propanonitrita; 2) 1,3-
cicloexadieno; 3) benzeno; 4) 1H-metil pirrot; 5) pirrol; 6) tolueno; 7) 2-furanocarboxialdeido:
8) etil-benzeno; 8} xilenc; 10) 1,3,5,7-ciclooctatetraeno; 11) fenol; 12) fenil carbamato; 14) p-
cresol; 15) 2-etil-fenol; 16) 1H-metil-indol; 17) azuleno; 19) metil-naftalenoc).
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Tabela 15: area relativa dos compostos encontrados nas amostras da
industria de pectina por Pi-CG-EM.

area relativa dos compostos (%)

Identificacdo proposta dos n° do masgsa

fragmentos pico molecular 1 2 3 4
2 metil-propanonitrila * 1 69 2,50 1,50 7,03 4,93
1,3-cicloexadieno * 2 80 9,41 14,57 11,64 2,05
benzeno * 3 78 14,58 15,30 14,07 18,98
1H-metil pirrol 4 81 3,16 - - 1,36
pirrol * 5 67 5,95 2,48 1,30 1,52
tolueno * 6 92 15,10 31,92 29,82 24,69
2-furanocarboxialdeido * 7 96 18,85 - - 2,31
etil-benzeno * 8 106 - 6,18 2,28 286
xileno* 9 106 1,88 7.02 12,92 4 41
1,3,5,7-ciclooctatetraeno * 10 104 2,15 5,50 8,87 6,69
fenol 11 94 1.25 - - 5,88
fenil carbamato * 12 137 17,56 5,30 2,81 421
alfa-metilestireno 13 118 - 1,15 1,5 -
p-cresol 14 108 1.74 - 2,66~ 4,46
2-etii-fenol 15 122 - 1,39 1,74 -
1H-metil-indol * 16 130 - 0,82 1,03 345
azuleno * 17 128 - 1,04 1,31 3,17
2-metil-furo (2,3-c)-piridina 18 107 2,04 - - -
metil-naftalenoc * 19 142 - 3.0 2,13 2,82

* o espactro de massa do composto 8 a comparagio com o espectro da biblioteca do SNIST estd apresentada no anexo V.

Observando-se os resultados apresentados na tabela 15, os fragmentos
obtidos foram divididos em 3 classes principais de produtos de pirdlise, segundo a
classificacdo de Gray e McAuliffe (1992), exceto o cicloexadieno (pico n°® 2), o
ciclooctatetraeno (pico n® 10} e ¢ azuleno (pico n° 17), os quais ndo pertencem as
classes propostas pelos autores, quais sejam:

1) compostos fendlicos e derivados benzénicos (picos n® 3, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 19) os quais indicam a presenga, principalmente, de compostos
poliaromaticos na estrutura original doefluente;
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2) furanos e ciclopentenonas derivados de polissacarideos (pico n°® 7);
3) compostos contendo nitrogénio como os derivados do pirrol {picos n° 1, 4, 5, 18),
sugerindo a presenca de proteina.
As 3 classes principais de produtos de pirdlise encontradas nas amostras
estao representadas na figura 31 em termos de drea relativa.

Figura 31. principais classes de fragmentos de pirdlise encontrados nas
amostras da industria de pectina.

Segundo a classificacio de Gray e MacAuliffe (1992), pode-se observar na
figura 31 que os derivados fendlicos e benzénicos representam mais de 70 % das
classes de compostos identificadas nas amostras 2, 3 e 4 sugerindo a origem
poliaromatica dessas amostras. No entanto, Saiz-Jimenez (1994) alerta que os
produtos de pirdlise, arométicos e ciclicos, podem ser artefatos de reacgdes de
ciclizacdo de subunidades alifaticas, produzidos durante a pirdlise por reagbes
secundarias.

Embora exista essa dificuidade na interpretacio dos resultados obtidos por
pirblise no estabelecimento da estrutura quimica original da macromolécula, a baixa
biodegradabilidade, principaimente da amostra 4 (revelada pela baixa relagio
DBOs/DQO), fortalece a idéia de que a natureza do efluente seja poliaromética.
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Além disso, uma hipStese provavel € que esses compostos tenham sido
formados pela agdo dos microorganismos componentes do lodo responsaveis pelo
tratamento dos efluentes. Fralund e col. (1996) estudaram a composigdo dos
polimeros extracelulares de lodo ativado e encontraram como principais
componentes: proteinas, compostos tipo-htiimicos, carboidratos e acidos urdnicos. A
formagéo de biopolimeros, como as substancias tipo-himicas, durante as etapas de
tratamento de efluentes pelos organismos constituintes do lodo ativado, esclareceria
a estrutura poliaromatica dos efluentes.

E improvavel que substancias téxicas como o benzeno e o folueno estejam
presentes como espécies livres nos efluentes, pois estes ndo foram utilizados na
producéo da pectina e a formagéo deles durante as etapas do STE, acarretaria no
prejuizo dos préprios microorganismos componentes do lodo. A partir dessa
observacio, pode-se admitir a forte contribuigio desses fragmentos para a natureza
poliaromatica dos efluentes.

Convém destacar ainda que a partir da primeira etapa do tratamento de
efluentes - a desnitrificacdo (amostra 2) - foi observado tanto o aumento relativo da
aromaticidade das amostras quanto © aumento das distribuigbes das massas
moleculares (item 1.2.3).

Em resumo: a identificagdo dos fragmentos obtidos por pirdlise revelou que
os constituintes dos efluentes sdo poliaromaticos, possivelmente em decorréncia de
reacbes mediadas por organismos presentes no STE, tendo sido identificado um
aumento em tormo de 20 % da aromaticidade apds a primeira etapa do STE. Porém,
08 produtos aromaticos encontrados podem ser apenas artefatos da pirdlise.
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lil.2.5- Conclusdes parciais

As amostras da industria de pectina estudadas, nos volumes adicionados,
n&o mostraram-se téxicas a populagdo de microorganismos componentes do lodo
utilizado como indicador.

Todas as amostras apresentaram toxicidade ante a bactéria luminescente e a
alga, sendo que a CES50 obtida pelos testes com os dois organismos mostrou a
redugBo da toxicidade com a evolugdo das etapas do STE, o qual voltou a aumentar
apos a ultima etapa do STE, ou ssja, no efluente final da industria. Considerando as
CE20 obtidas pelo ensaio com algas, a toxicidade dos efluentes diminuiu com as
etapas de tratamento dos efluentes.

As distribuicdes das massas moleculares dos efluentes da industria produtora
de pectina foram relativamente elevadas. A partir da amostra 2 foi observado um
aumento na distribuicdo da massa molecular dos efluentes permanecendo até o
efluente finai.

O estudo das amostras por Pi-CG-EM indicou a composicio poliaromética
das mesmas.
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I.3- USO DO ENSAIO DE TOXICIDADE COM ALGA PARA AVALIAGCAO DE

EFLUENTES E AGUAS DE AMBIENTES NATURAIS DE COLORAGAO
“ESCURA”

Esse estudo foi motivado pela necessidade apontada no item 1112 de
investigar as possiveis interferéncias causadas pela coloragdo dos efluentes no
resultado do ensaio de toxicidade com alga.

Além do efluente final da industria de pectina (amostra 4) estudado no item
.2, foram coletadas aguas de ambientes naturais (pantanos sem interferéncia
antropogénica), lixivia de residuos sdlidos (chorume) e outros efluentes liquidos
industriais, em que o critério de escolha para estas amostras foi a presenca de
coloragéo escura. Foram utilizadas também solugdes de substancias humicas (SH)
comerciais, por apresentarem cor marrom caracteristica e, por informagdes obtidas
na literatura de que substancias tipo-himicas sejam responséveis pela coloragao de
amostras de aguas superficiais (MacCarthy e Suffet, 1989), de alguns efluentes
industriais (Dahiman e col. 1995, Agbekodo e col., 1997: Matsché e
Stumwdhrer,1997) e de chorume (Miikki e col., 1997). Porém, n&o foi realizado
nenhum estudo fisico-quimico com © objetivo de investigar a composicdo das
amostras ou identificar as substancias responsdveis pelas suas coloragdes.

Nesse estudo, desejou-se avaliar a(s) interferéncia(s) que as coloragbes
dessas amostras podem causar no resuitado do ensaio de toxicidade com algas e,
caso necessario, elimina-la(s) pela proposta de uma modificagéo do método. Nesse
sentido, as investigagbes foram conduzidas de acordo com duas hipéteses langadas
em relagao ao problema:

1. as amostras de "coloragdo escura® absorvem a luz fornecida para o crescimento
da alga inibindo o seu crescimento sendo que a iluminagdo fornecida no ensaio
néo & suficiente para o crescimento maximo da alga;

2. 08 métodos utilizados para a determinagéo da concentragdo da alga sofrem
interferéncias peia coloracéo apresentada pelas amostras.
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ll.3.1- Caracterizagéo espectrofotométrica das amostras

Para caracterizar as amostras utilizadas nesse estudo, as quais
apresentavam visuaimente uma coloragéio que variava do amarelo ao marrom de
diversas tonalidades, foram obtidos espectros de absorgdo na faixa do ultra violeta
e visivel (UV-Vis)}, entre 200 e 700 nm, apresentados na figura 32.
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Figura 32: espectros de absorgdo UV-Vis das amostras de coloragio escura

estudadas

Observando-se a figura 32, verifica-se uma semelhanga entre os perfis
espectrofotométricos das amostras estudadas, principalmente na faixa do espectro
visivel onde nenhum pico de absorgo é encontrado (os espectros das SH Fluka e
Roth e pantano | ndo encontram-se apresentadas na figura 32, porém, possuem
perfis idénticos as solugbes de humato de sddio e pantano 1l respectivamente). O
efluente de industria papeleira, a solugéic de humato de sédio 0,2 g.L™ e o chorume
apresentaram espectros de absorg&o bem semelhantes.
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As amostras néio exibiram picos de absor¢do maxima bem definidos, no
entanto, na faixa do UV pode ser observado um pequeno pico de absorgdo em torno
de 300 nm para todas as amostras, exceto para a amostra de pantano ||,

Segundo a literatura, os espectros de absorgéo caracteristicos das SH podem
apresentar um leve maximo de absorgéio em torno de 300 nm sendo que, apds esta
faixa, exibem uma tenta diminuigio da absor¢do com o aumento do comprimento de
onda (MacCarthy e Suffet, 1989; Corin e col., 1996; Soerensen e col.,1996). Essa
caracteristica foi observada nos espectros de absorc8o de todas as amostras
estudadas. |

Em trabalhos de caracterizagdo de efluentes a absorc&o no UV & utilizada por
alguns pesquisadores para indicar a concentragéo de carbono organico dissolvido
(COD), sendo os comprimentos de ondas mais comuns para este tipo de estudo,
254 nm (Corin e col., 1996), 260 nm (Soerensen e col., 1996) e 280 nm (Bekboelet e
col., 1996).

Na regifio do Vis, as informagSes mais importantes para o estudo de
amostras "escuras” podem ser obtidas nos comprimentos de onda em torno de 400
nrn {(400-465 nm) (Abbt-Braun e col., 1990; Stevenson, 1994).

De posse dessas caracteristicas das amostras foram estudadas as
interferéncias que as coloragbes das mesmas podem causar no ensaio de
toxicidade com algas.

ll.3.2- Interferéncia(s) no crescimento da alga em fungio da absorgao de
luz pelas amostras “escuras”

Levando-se em consideragio que a energia luminosa absorvida para a
realizacéo da fotossintese é a da iuz emitida na faixa de luz visivel, entre 400 ¢ 700
nm, normalmente denominada de irradiagdo fotossinteticamente ativa (IFA) (Kirk,
1994), supde-se que as amostras que absorvam luz nessa faixa de comprimento de
onda possam interferir no crescimento da alga. Para ilustrar essa possibilidade, na
figura 33 encontram-se sobrepostos os espectros de absorgio de uma suspenséo
da alga S. subspicatus e de uma solugdo de SH (Roth) 0,2 g.L™".
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Tendo em vista a semelhanga entre os espectros de absor¢do das amostras
estudadas (figura 32), assumiu-se que a interferéncia causada pela absorgéo de iuz
no crescimento da aiga seja semelhants, diferenciando-se apenas na intensidade
de absorgio de cada amostra avaliada.

12]e —u— Scehedesmus subspicatus
114 » —a— Substinclas himicas 0,2g.L
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Figura 33: espectro de absorgéo das substancias himicas 0,2 g.L" e da alga
S. subspicatus entre 400 e 700 nm.

O perfil espectrofotométrico apresentado pela suspensfo da alga (figura 33)
é, basicamente, o da clorofila a, a qual exibe uma banda tipica de absorgio em 435
nm e em torno de 680 nm, as quais indicam os comprimentos de onda mais
importantes para a fotossintese (Kohi e Nicklisch, 1988).

Com base nas observagfes acima descritas e com as informagbes da
literatura relacionadas no item |.3, pode-se afirmar que, em termos de luz, os fatores
que influenciam no crescimento da alga estdo relacionados com a distribuicdo
espectral da luz (energia) @ com a quantidade de irradiacdo (figura 3, pg. 20)
fornecida & alga (Schwoerbel,1993).
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a) Influéncia da distribuiciio espectral da luz

Quanto a distribuig@o espectral da luz, a maioria dos ensaios de toxicidade
recomendam o uso de luz do tipo branca universal, podendo o fluxo luminoso variar
de 6000 a 10000 Lux ou 60 - 120 uE.m? .s™ , ou ainda, 35 - 70 x 10" fétons. m2s™
(1SO 1988, DIN,1991). Porém, a norma da ABNT (NBR 12648) sugere o uso de
5000 Lux + 10 % sem mencionar o tipo de luz a ser utilizada.

Nesse trabalho foram comparados dois tipos de lampadas com espectros de
emissdo distintos (anexo Ill), quais sejam: a luz branca universal e a luz diurna
(OSRAM).

Na figura 34 encontram-se representados o crescimento da alga em controles
(condigdes descritas no item 11.1.1) sob diferentes intensidades luminosas utilizando
a luz branca universal e a luz diurna. Enquanto que a taxa de crescimento da alga
com a luz branca universal permaneceu praticamente constante sob iluminagbes
entre 4000 e 10000 Lux, pela utilizag&o da luz diuma nio foi encontrada uma faixa
de iluminago onde o crescimento da alga fosse constante (saturagéo de luz), e sim
um aumento do crescimento da alga com ¢ aumento da iluminagdo. Aiém desse
efeito, as taxas de crescimento da alga obtidas pelo uso da luz diurna foram
aproximadamente 30 % menores quando comparadas as taxas obtidas pslo uso da
luz branca universal. Essa diferenga entre as respostas do crescimento da alga em
relagdo a fonte luminosa esta relacionada com as distribuiches espectrais das
jampadas (anexo il1).

Considerando-se que para esse trabalho foi medida a iluminagdo (Lux) e ndo
a energia digsponivel a alga para a realizagdo da fotossintese, pode-se entender
que, apeéar da iluminag&o ser a mesma para ambas as lampadas, a energia da luz
diurna é inferior. A unidade Lux, apesar de ser aceita internacionalmente como
unidade de iluminagdo, & um termo visual baseado apenas no fluxo luminoso por
unidade de area. Isso significa ndo ser possivel a conversdo exata de Lux em
unidades de energia (LE.mZs™) (Kirk, 1994). Mesmo apresentando ta! limitagdo, a
unidade Lux continua sendo utilizada e € uma das mais encontradas na literatura
relacionada com ensaios com algas. Para exemplificar, no trabatho realizado por
Comber e col. (1995) recomenda-se o usc de 16000 Lux para a avaliagdo da
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toxicidade de amostras coloridas, porém os autores n&o mencionaram o tipo de luz
usada no referido estudo. Pelo uso de luz branca universal essa iluminagéo,
provavelmente, causaria inibigéo do crescimento da alga S. subspicatus.

13
-| —B— juz diurna
7 —o— luz branca
1.2 4 [ [
P Y S T,
o
E 1,14
.E 1,0
.
g 09 - /’-
[ et A
[
.
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Huminag¥o {Lux)

Figura 34: crescimento da alga S. subspicatus sob diferentes intensidades de
iluminagéao usando a luz branca universal e a luz diurna

Para amostras escuras, como representado na figura 35 pela solugéo de SH
0,1 gL' (Roth), o uso de luz tipo-branca universal e diurna apresentou uma
diferencga ainda maior entre as taxas de crescimento quando intensidades luminosas
iguais foram comparadas. Por exemplo, em 7000 Lux, a taxa de crescimento da aiga
com a luz diurma foi aproximadamente 60 % menor que a taxa obtida com luz
branca. Esses experimentos revelam a importancia da observagio do tipo de luz
utilizada para o ensaio com algas.
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Figura 35: crescimento da alga S. subspicatus em solugdo de SH 0,1 gL’
sob diferentes intensidades de iluminag&o usando luz branca universal e luz diuma.

b) Influéncia da iluminacgao

Para verificar a relag&o entre a iluminacdo e o crescimento da alga S.
subspicatus baseado na teoria da saturagio de luz, conforme representado na
figura 3 (pg. 20), foram realizadas curvas de crescimento da alga em fungéo de
diferentes intensidades de iluminagéo as quais estdo representadas nas figuras 36,
37 e 38. A partir dessas curvas foram obtidas as faixas de iluminagio necessarias
para o crescimento maximo da alga em cada uma das amostras estudadas. Assim,
pretendia-se eliminar a possibilidade de ter sido insuficiente a luz fornecida as
algas, pois seria absorvida pelas amostras escuras.
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Figura 36: crescimento da alga em solugbes de SH (Roth) sob diferentes
intensidades de iluminagao.
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Figura 37: crescimento da alga em amostras de efluentes industriais, humato

de sédio 0,2 g.L™" (Roth) e chorume sob diferentes intensidades de iluminag&o.
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Figura 38: crescimento da alga em Aaguas de pantano sob diferentes
intensidades de iluminagéo

De acordo com essas curvas foi construida a tabela 17, onde encontram-se
relacionadas as faixas de ilumina¢do nas quais, segundo as condigbes do
experimento realizado, obteve-se o crescimento maximo da aiga nas amostras
avaliadas.

A maior parte das faixas de saturacdo obtidas para as amostras estudadas
correspondem a faixa de intensidade luminosa recomendada pelos testes oficiais
para a realizac&o do ensaio, isto &, entre 6000 e 10000 Lux. Porédm, para as
amostras mais escuras, como por exemplo SH 0,2 gL (Roth) e efluente de
industria de pectina, o fornecimento' de 9000 Lux promoveu um aumento de
aproximadamente 40 % na taxa de crescimento da alga quando comparado ao
crescimento da alga em 6000 Lux. Para a amostra de indastria papeleira e a
solugBio de humato de sodio 0,2 g.L™ constatou-se um aumento em torno de 20 %
da taxa de crescimento da alga com ¢ aumento de 6000 para 7000 Lux. Tais
diferengas podem influenciar no resultado do ensaio de toxicidade.
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Tabela 17: faixas de saturacdo de luz para o crescimento da alga S.
subspicatus de acordo com a coloragdo apresentada pelas amostras.

Amostra Cor Saturaclo de
{ADS 36 nm) Luz (Lux)
controle (#gua deionizada) 0,00 4000-10000
SH 0,2 g.L"'(Roth) 1,151 8000-10000
SHO,1g.L" (Roth) 0,641 6000-10000
SH 0,05g.L" (Roth) 0,288 6000-10000
humnato de sédio 0,2 g.L" 0,911 7000-10000
{Roth)
efluente final de industria de 1,004 8000-10000
pectina
efluente final de industria 0,831 7000-10000
papeleira
amostra de pantano | 0,213 5000-10000
{Rhauderfehn)
amostra de pantano |l 0,169 5000-10000
(Bissendorf)
amostra de chorume 0,569 8000-10000

Em resumo: os resultados obtidos indicaram que a faixa de iluminac&o
sugerida pelos testes oficiais com algas foi valida para a maior parte das amostras
estudadas. Contudo, quando deseja-se avaliar a toxicidade de amostras "escuras®,
s80 requeridas intensidades luminosas mais elevadas. Para as amostras que
apresentaram Abs.s nm Maior que 0,8, observou-se a necessidade de aumentar a
intensidade luminosa sugerida pelos testes com alga. A estipulagéo de 8000 Lux
com luz branca universal como intensidade luminosa minima para a realizagdo do
ensaio com alga eliminaria este problema.

.3.3- Interferéncia da coloragéio das amostras no método para a
determinag¢do da concentragéo da alga

A fim de se verificar a influéncia do método de determinagéo da concentragéo
da alga para avaliar as amostras “escuras’ compararam-se a fluorescéncia
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(Aed35nm e Am685nm), isto é, a determinagéo da clorofila a in vivo e a extragéo de
clorofila a ou a determinacéo da clorofila a in vitro. Como néo foi possivel calcular a
CES0, foram comparados os resultados de inibigéo do crescimento da aiga nas
amostras ndo diluidas. As médias dos resultados obtidos por esses métodos com
seus desvios padroes estdo apresentados na tabela 18; nesse caso, os valores
negativos representam a estimulagao do crescimento da alga.

Tabela 18: Porcentagem de inibicdo do crescimento da alga S. subspicatus
om amostras “escuras” determinada pela clorofila a in vivo e in vitro

Amostra Clorofila " n Clorofila
in vivo in vitro
SH 0,29.L7 86,47 + 1,65 15,22 + 4,30
(Roth)
SH 0,1g.L.” 82,19 + 1,57 -0,41 +£1,34
(Roth)
humato de sédio 0,2 g.L." 79.531£214 19,05 + 6,52
{Roth)
ofluente final de indastria de 49,60 + 1,62 -32,57 £4,38
pectina
efluente final de inddstia nd -9.58 + 6,15
papeleira
CuCl; (0,6 mg Cu total.L™) 64,22 + 0,87 53,07 £ 5,76

nd= ndo determinado * testes realizados no NLO, segundo a norma alema
“DIN 38402 Teil 38"

Como previamente descrito no item 1.2, alguns autores alertam para a
possibilidade de variagdo do resultado da toxicidade dependendo do método usado
para determinar a concentragdo de alga (Abdel-Hamid e col., 1883; Caux e
col.,1996). Considerando ter sido elevada a correlagdo entre fluorescéncia e
extrac&o da clorofila a para a medir concentrag&io algacea (item Iil.1.1 pg. 43 e 44),
esperava-se que os resultados obtidos por esses métodos fossem semelhantes,
porém, percebe-se a discrepéncia entre os resultados aqui comparados.

De acordo com os dados apresentados na tabela 18, as respostas das
amostras avaliadas variaram entre toxica e estimuiativa. Comparando-se o resultado
de toxicidade do efluente da industria de pectina obtido no item ll.2.2 por
absorvancia em 880 nm (fornecimento de 6000 Lux com luz branca universal), com
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os resultados obtidos por fluorescéncia e extracdo de clorofila, observa-se que:
enquanto que, pela absorvancia e fluorescéncia foi verificada a inibi¢do de
aproximadamente 50 % do crescimento da alga em 100 % de amostra (v.v'), pela
extracdo da clorofila o crescimento foi estimulado em 32,57 %.

Um ponto importante a ser ressaltado € que, na realizag&o do teste por
fluorescéncia segundo a norma alema "DIN 38402 Teil 38*, ndo foi feito um controle
das amostras (sem aiga) para verificar se essas emitem fluorescéncia em 685 nm.

A alternativa utilizada nesse trabalho a fluorescéncia foi a extragdo da
clorofila a a qual é usada por alguns autores, além de ser sugerida em testes
oficiais como um dos métodos para medir a concentragido algacea (Madsen, 1984;
ISO, 1989; Zargorc-Koncan, 1996; Mayer e col., 1997).

Os resultados de toxicidade obtidos, por fluorescéncia e extraco de clorofila,
para a solugdo usada como padrio de toxicidade (0,6 mg Cu total.L™" ), na qual néo
houve interferéncia da coloragdo das amostras, foram similares. Esse resultado
indica que mesmo que a medida final da extra¢do da clorofila seja feita pela leitura
da absorvancia em 665 nm, a fluorescéncia e a extracdo da clorofila parecem
fornecer respostas de toxicidade semelhantes.

Recentemente, Mayer e col. (1997) sugeriram um método automatizado do
teste com algas, no qual a extracdo da clorofila a por dimetilsulfoxido/acetona foi
utilizado como parémetro indicador de toxicidade. Os autores apontam que a maior
vantagem da extra¢éo da clorofila a sobre a determinagaoc da clorofila in vivo é que
a extracdo péra a transferéncia de elétrons e outros processos bioguimicos com os
quais a clorofila estad envolviga, proporcionando maior estabilidade e sensibilidade
da resposta.

Consgiderando-se os resultados obtidos nesse estudo pode-se admitir que:
apesar da reconhecida importancia do ensaio de toxicidade com algas, este deve
ser utilizado com cautela, principalmente levando-se em consideragdo as
caracteristicas das amostras, para n&o incorrer em resultados “faiso-positivos®, isto
é, que toxicidade seja atribuida & amostra simplesmente pelo método ser usado de
forma inadequada.
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I11.3.4- Conclusdes parciais

As amostras aqui estudadas possuem espectro de absor¢do semelhantes e
absorvem luz necessaria ao crescimento da alga.

A distribuico espectral da iuz influencia fortemente no crescimento da alga
e, portanto, o tipo de iuz usada no ensaio com alga deve ser cuidadosamente
observada, principaimente, quando se utiliza a unidade Lux como referéncia.

A faixa de iluminagio sugerida pela norma |1SO 8692 do teste com algas,
entre 6000 e 10000 Lux mostrou-se suficiente para o crescimento méximo da alga
na maioria das amostras estudadas. Contudo, quando se deseja avaliar amostras
“‘escuras’, € necessario o fornecimento de intensidade de iluminag&o maior que
6000 Lux (dependendo da coloragdo da amostra), a fim de se alcangar o
crescimento maximo da alga. Esse estudo revelou que o estabelecimento de 8000
Lux com luz branca universal como iluminagido minima seria apropriado para a
avaliagdo de amostras “escuras”.

Os parametros relacionados com luz sugeridos pela norma técnica da ABNT
para o ensaio com algas (5000 Lux + 10 % sem mencionar ¢ tipo de luz) podem
acarretar em erros na determinagéo da toxicidade, principalmente quando amostras
“escuras” s&o avaliadas.

A discrepancia entre os resultados de toxicidade obtidos por fluorescéncia e
extragdo da clorofila a mostraram a importancia da escolha do método para a
determinac¢do da concentra¢io da aiga em fungéo das caracteristicas das amostras
e do crescimento da alga nas mesmas. A determinacio da clorofila in vitro parece
ser o mais apropriado por eliminar a provavei interferéncia causada pela coloragéo
das amostras. Porém, um maior nimero de amostras, incluindo outros padrdes de
toxicidade devem ser testados antes de se concluir que este seja 0 método mais
adequado.

O ensaio de toxicidade com alga proposto pela norma alema, a qual sugere a
fluorescéncia da clorofila a como unica altemativa para a medida da alga, pode ser
considerado limitado para a avaliagéo de amostras “escuras” e um controie das
amostras é essencial.
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IV- CONCLUSOES GERAIS

Considerando-se 0s objetivos gerais definidos no inicio do trabalho, apés os
estudos realizados pode-se concluir que:

o existem diferengas entre os métodos padronizados com a ailga S. subspicatus

n&o sendo possivel a comparagfo entre os resultados obtidos pelos mesmos;

o as informagbes obtidas pelo estudo de efluentes industriais usando anélises
fisico-quimicas e ensaios de toxicidade reforgaram a idéia de que esses devem
ser usados em combinagdo. Enquanto as analises fisico-quimicas realizadas ndo
forneceram informagdes a respeito da toxicidade dos efluentes industriais
estudados, os ensaios com dois organismos indicadores distintos revelaram o
potencial téxico dos mesmos;

¢ 0 ensaio com a alga S. subspicatus apresenta limitagdes quando se deseja
avaliar amostras “escuras”. A iluminagdo minima recomendada pelos ensaios de
toxicidade, ou seja, 6000 Lux, € insuficiente para avaliar amostras que
apresentam AbSsse.n > 0,8. Além disso, a coloragéio das amostras pode interferir
na determinagéo da concentragdo da alga. A extra¢éo de clorofila parece ser
adequada para a avaliagdo da toxicidade de amostras escuras por eliminar as
possiveis interferéncias do meio onde a alga se encontra.

¢ 0s resultados desse estudo demonstraram que os testes de toxicidade com alga,
mesmo padronizados, n&o s&o utilizados com cautela e que uma padronizagéo
internacional mais detalhada, levando-se em consideragéo as caracteristicas das
amostras a serem avaliadas, & necessaria.
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ANEXO |

Composicdes dos meios de cultura ISO 8692, SCE e U.S. EPA para o ensaio
com a alga Scenedesmus subspicatus.

sais nutrientes Meio ISO Meio SCE Meio U.S.EPA
(mg.L") (mg.L’) (mg.L")
GaCl, . 2 H,0 18,0 36,0 441
MgCl; . 8 H,O 12,0 - 12,2
MgS0, . 7 H0 15,0 75,0 14,7
NaNQs - 498,0 255
NH,CI 15,0 - -
Na,COjy - 58,0 -
NaHCO; 50,0 - 15,0
K:HPO, . 3HO - 40,0 1,04
KH,PO, 16 - -
citrato de ferro amoniacal - 3,0 -
acido citrico - 3,0 -

micronutrientes (pg.L" }

CuCi; . 2 H,0 0.01 - 0,012
CuS0O,4. 5 H0 - 3,16 -
H.BO, 185 114 185
MnCl; . 4H,0 415 72,4 416
Na:EDTA . 2 H;O 100 10 300
ZnCl, 3.0 - 3,27
ZnS0, . 7 HO - 88 -
CoCl; . 6 HO 1,56 - 1,43
Co(NO3), . 68 HO - 1,98

Na;MoQO, . 2 H,0 7.0 15,6 726

relagéo N/P (massa) 1 - 23




AMOSTRA 1:
AMOSTRA 2:
AMOSTRA 3:

AMOSTRA 4:

ANEXO Il

efluente da producéo de pectina
efluente apos etapa de desnitrificacdo
efluente apds tratamento anaerébico

efluente final



ANEXO i}

Distribuigdo Espectral da Luz Branca Universal e da Luz Diurna

1- Luz branca universal

2- L.uz diuma




% inibicho

ANEXO IV

Curvas concentragéo-resposta dos efluentes da indistria de pectina:
a) com a alga S. subspicatus; b) com a bactéria V., fisheri
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ANEXOV

Espectros de massa dos principais compostos encontrados nas amostras do
sistema de tratamento de efluentes da inddstria de pectina
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