APLICAC}’AO DE TESTES ECOTpXICOLOGICOS COM
MICROCRUSTACEOS NO LABORATORIO DE MONITORAMENTO
DAS AGUAS DO RIO PARAIBA DO SUL

Lisiane Barreto Coitinho, Hingrid Ximenes Silva, Kassila Tavares da Silva,
Kissila Gomes Barreto, Manildo Marcidao de Oliveira

Unidade de Pesquisa e Extensao Agro-Ambiental — UPEA Instituto Federal de Educacédo Ciéncia e
Tecnologia Fluminense — IFF Campus Campos Centro; manildomo@ig.com.br

INTRODUGCAO

O impacto ambiental segundo a Legislacdo Brasileira é “qualquer alteracdo das
propriedades fisicas, quimicas e biologicas do meio ambiente causada por qualquer
forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas que, direta ou
indiretamente afetam: |- a saude, a seguranga e o bem-estar da populagéo; II- as
atividade sociais e econdmicas; lll- a biota; V- as condigbes estéticas e sanitarias do
meio ambiente; e V- a qualidade dos recursos ambientais” segundo a Resolugao
CONAMA 001 de 23/01/1986 (RANZANI-PAIVA et al., 2004).

As substancias quando sdo despejadas no ambiente aquatico sofrem inumeros
processos de transformagao, os principais sao a hidrolise, a fotdlise, a complexagao
e a biodegradagcdo Esses processos sao importantes porque determinam a
persisténcia dos contaminantes no ambiente (COSTA et al., 2008). Quando estes
compostos persistem no ambiente acabam sendo absorvidos pela biota, que sofrera
os efeitos adversos provocados pela acumulagcao destes compostos em células e
tecidos. Dentre os efeitos bioquimicos e fisioldégicos provocados pelos agentes
téxicos podem-se observar: interferéncia na producdo de ATP; modificagdes na
permeabilidade das membranas celulares; inibicdo competitiva reversivel ou
irreversivel de enzimas; disturbios no metabolismo de lipidios, podendo resultar em
alteracbes hepaticas; alteracbes nos sistemas enzimaticos microssomais, os quais
sdo responsaveis pela biotransformagdo de xenobiontes; alteracdo na estrutura ou
na atividade de enzimas que participam de processos reguladores, comprometendo
a sintese e liberacdo de hormoénios, bem como reduzindo a velocidade de
crescimento dos organismos; disturbios no metabolismo de carboidratos e disturbios
no processo respiratério pela inibicdo do transporte de elétrons e da fosforilagao
oxidativa (CONNELL & MILLER, 1984).

O conceito de Ecotoxicologia foi proposto por Blaise em 1984, que significa a jungéo
da ecologia com a toxicologia e, portanto estuda os efeitos dos poluentes aos
organismos e como esses interagem em seus habitats. Esta € uma ciéncia
multidisciplinar, que se faz necessaria a compreensdo da Biologia, Ecologia,
Quimica, Bioquimica, Fisiologia, Estatistica, Oceanografia, Limnologia, Toxicologia,
etc. Tendo como base as analises estatisticas para a comprovacdo dos dados em
diferentes condi¢gées ambientais (RAND, 1995).

Artemia sp € um microcrustaceo de ordem Anostraca (sem carapaga) que vive em
lagos de agua salgada e salina de todo o mundo.



Por ser amplamente utilizada como alimento vivo para peixes e outros crustaceos,
seus ovos podem ser encontrados com facilidade em lojas de aquicultura. Além
disso, os ovos nao eclodidos sdo metabolicamente inativos, e podem ser
conservados por longos periodos, se mantidos desidratados, de preferéncia em
vacuo, e a baixas temperaturas (IPIMAR). Quando reidratados, os ovos de Artemia
sp eclodem em cerca de horas, se em condigdes ambientais adequadas. Este ciclo
de vida relativamente curto favorece seu uso em testes de toxidade aguda e crénica.

Varios testes de toxicidade sdo padronizados nacionalmente pela Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e aplicados para avaliar a qualidade das
aguas, a toxicidade relativa de agentes quimicos, efluentes liquidos, lixiviados de
residuos soélidos, dentre outros.

O ensaio de toxidade aguda com Artemia sp € um teste rapido, de baixo custo,
eficiente e que requer uma pequena quantidade de amostra. A simplicidade desse
teste que ndo requer métodos assépticos, nem equipamentos especiais, favorece
sua utilizagao rotineira, podendo ser desenvolvido no proprio laboratério.

Ja que as analises quimicas nao sao capazes de determinar quais substancias e em
que concentragao afetam os sistemas bioldgicos, ndo sao suficientes para avaliar o
risco ambiental dos contaminantes. No entanto, os testes de toxicidade nao
substituem as analises quimicas tradicionais. Por isso as analises quimicas
identificam e quantificam as concentragdes das substancias téxicas, os testes de
toxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre a biota. (COSTA et al., 2008).

O lauril sulfato de sodio (dodecil sulfato de sddio) € um surfactante aniénico usado
em produtos de uso profissional e doméstico, tanto em escala industrial quanto de
producao artesanal, em cosméticos e produtos para a higiene. Sua aplicacao
também é conhecida em estudos bioquimicos e toxicologicos (DYER et al., 1997). Os
objetivos do estudo sédo: - elaborar a carta controle, ou seja, testes ecotoxicologicos
entre o organismo teste (Artemia salina) e um composto de referéncia (lauril sulfato
de sddio); - comparar a toxicidade de organofosforados utilizados em aquicultura.

METODOLOGIA
- Analises fisico-quimicas

Os ensaios Fisico-Quimicos realizados séo os de pH, Turbidez, Dureza Total e
Condutividade, todos de acordo com Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, 21st edition, 2005, publicacdo mundial de referéncia para analise de
aguas.
- Bioensaio de letalidade para larvas de Arfemia salina

Foi utilizada a metodologia descrita por Meyer et al. (1982) com algumas
modificagdes. Os cistos de Artemia sp foram colocados em Becker sob condi¢des
ambientais adequadas, tais como: aeragao constante, temperatura, iluminagéo.

- Preparacgao das diluicoes seriadas

Foram realizadas diluicdes seriadas da solugao de lauril sulfato de sodio de

acordo com calculos de modo a possibilitar a obtengao das concentracdes finais. 9,



12, 16, 21, 27 e 35ppm. Foram preparados tubos controle contendo somente agua
do mar artificial.
- Exposigao

Os organismos-testes (nauplios de Artemia) foram expostos a solugdo de
lauril sulfato de sédio por 24 horas, utilizando tubos de ensaio, cada um contendo
10 nauplios de Artemia, previamente selecionados. Os testes foram feitos em
triplicata para cada concentragdo do composto.

Os controles foram utilizados também para ter certeza que a mortalidade
observada nos nauplios de Artemia foi resultante da toxidade aos compostos e néo
devido a falta de alimentacéo.

- Contagem das larvas

Apds 24 h de exposigao, foi feita a contagem (de nauplios vivos € mortos,
sendo considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo de
movimento quando observados).

- Analise estatistica dos resultados
O calculo de concentracao letal média (CL50) foi utilizado a 50% de uma populagao
de organismo-teste, utilizando o método de Trimemed Spearman- Karber
(HAMILTON et al.,1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos de hidratagdo, desencapsulagcdo e eclosdao foram realizados
adequadamente e adaptados para o periodo de 48 h e uso de 700 mg de cistos por
experimento (Figura 1).
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Figura 1 — Etapas da desencapsulagao e eclosao dos cistos da Artemia salina (aumento de 400X).

As analises fisico-quimicas sao relevantes, pois garantem verificagdo da
qualidade da agua de diluicao usada no teste. Os resultados obtidos com o composto
de referéncia foram semelhantes a outro estudo (ARAUJO; NASCIMENTO,1999
apud RESGALLA; LAITANO).

Tabela 1 - Andlise fisico-quimica da dgua do mar artificial

Teste pH Turbidez Caz+ Mg?+ Na+ K+ Condutividade T(°C)
10 865 412 0020pm - 36500ppm  2ppm - 20°C
21,.8°C

2° 8,02 3,99 - - - - 3,18mS




Tabela 2 — Numero de nauplios vivos com concentracdes de Lauril Sulfato de Sédio

Experimento 1

Controle 35 27 21 16 12 9
Tubo 1 10 01 08 10 10 07 09
Tubo 2 09 08 06 07 09 08 07
Tubo 3 08 01 09 07 09 10 09

Tabela 3 — Numero de nauplios vivos com concentragdes de Lauril Sulfato de Sodio

Experimento 2

Controle 35 27 21 16 12 9
Tubo 1 09 04 08 07 07 09 08
Tubo 2 10 05 08 05 10 09 08
Tubo 3 08 04 07 07 08 07 09

Tabela 4 — Resultado de CL50 nos dois experimentos

. . Média + DP
Reagente Experimento 1 Experimento 2 (CV%)
Lauril sulfato de 33,54 £ 1,27
sédio (mg.L™) 32,64 34,44 (3,79%)

Concentragao letal a 50% de uma populagao de organismos-testes; DP-desvio
padrao

CONCLUSAO
Os testes de toxidade aguda sdo de grande importancia para, juntamente com as
analises fisico-quimicas, serem utilizados para avaliagao da eficiéncia de tratamento
dos efluentes.

Os resultados da sensibilidade da Artemia salina ao lauril sulfato de sodio sao
satisfatorios, o CL50 em torno de 33,54 esta semelhante ao encontrado na literatura
para a espécie.

Este teste deve ser aplicado em amostras ambientais suspeitas de contaminacao por
xenobioticos (substancias estranhas ao organismo vivo) podendo determinar
parametros metodoldgicos necessarios para o uso da Artemia em testes
ecotoxicoldégicos com agrotoxicos usados em aquicultura.
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