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Avaliacéo e Identificagao da Toxicidade no Rio Baquirivu-Guagu.

RESUMO

Com o objetivo de apontar os agentes quimicos responsaveis pela toxicidade observada nas aguas superficiais
de alguns pontos da Rede de Monitoramento do Estado de S&do Paulo, iniciou-se o desenvolvimento de estudos
de Avaliacao e Identificacao da Toxicidade (AIT), com amostras coletadas no Rio Baquirivu-Guacgu (c6digo BQGU
03200 — Bacia do Alto Tieté, Zona Metropolitana).

Foram realizadas quatro amostragens no ponto BQGU 03200, entre 2003 e 2005. Os resultados obtidos
evidenciaram que o efeito téxico a Ceriodaphnia dubia resultou, ndo apenas das elevadas concentragdes de
zinco, mas também da presenca de compostos organicos nao polares.

A aplicagéo dos procedimentos de AIT indicou, ainda, que sdo necessarias algumas modificagbes metodologicas
e, também, a aquisicdo de reagentes, para uma completa identificacdo das substancias passiveis de serem
encontradas nessas amostras.

OBSERVACOES
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1. INTRODUCAO

Desenvolvidos inicialmente para avaliar a toxicidade de substancias quimicas e para o controle
do lancamento de efluentes liquidos (USEPA, 1985; CETESB, 1990), os testes de toxicidade
com organismos aquaticos rapidamente se estenderam ao diagnostico da qualidade das aguas
superficiais (de VLAMING et al, 2000), as quais, de modo similar aos efluentes, podem
constituir misturas complexas, com a coexisténcia de diferentes substancias em quantidades
toxicas.

Tendo em vista a identificacdo dos agentes responsaveis pelos efeitos toxicos de efluentes, de
forma que medidas mitigadoras possam ser implementadas e, posteriormente, avaliadas
qguanto a sua eficiéncia, foram elaborados protocolos para a execucao de estudos de Avaliagao
e Reducao da Toxicidade (em inglés TER, ou seja, Toxicity Reduction Evaluations). Um dos
componentes destes protocolos sdo os estudos para Avaliacao e ldentificacdo da Toxicidade
(em inglés, TIE — Toxicity Identification Evaluations) que, efetivamente, destinam-se a
identificacéo dos agentes toxicos (BURKHARD & ANKLEY, 1989).

Os estudos de Avaliagédo e ldentificacdo da Toxicidade tém sido igualmente conduzidos com
amostras de aguas superficiais, com o propésito de isolar as fontes pontuais e/ou difusas
responsaveis por sua toxicidade (de VLAMING et al, 2000), permitindo que medidas eficientes
de controle possam ser tomadas.

Com o objetivo de apontar os agentes causadores da toxicidade, repetidamente observada em
aguas superficiais de alguns pontos da Rede de Monitoramento do Estado de Sao Paulo,
iniciou-se a implantacdo dos estudos de Avaliagdo e Identificagdo da Toxicidade, com
amostras coletadas no Rio Baquirivu-Guacgu. Trata-se de um manancial hipereutrofico, cujas
aguas vém constantemente sendo enquadradas nas classes ruim e péssima. As elevadas
concentragdes de fosforo total e surfactantes, bem como as altas densidades de coliformes,
refletem o aporte de esgoto doméstico sem tratamento. Também tém sido detectados nas
amostras altos teores de metais (sobretudo aluminio, cobre e zinco), provenientes,
provavelmente, das atividades agricolas e industriais (galvanoplastia, entre outras),
desenvolvidas nas adjacéncias e a montante (CETESB, 2003). Como conseqléncia, todas as
amostras coletadas nesse ponto nos Uultimos trés anos tém causado efeito agudo a
Ceriodaphnia dubia, tendo sido recomendada a investigacdo das fontes responsaveis
(CETESB, 2004).

Dessa forma, além de adquirir experiéncia e conhecimento dos procedimentos de Avaliacéo e
Identificacdo da Toxicidade descritos em USEPA (1991), pretende-se utilizar os resultados
para direcionar e otimizar as a¢des de controle.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Identificacao do local de estudo

As amostras foram coletadas no ponto da Rede de Monitoramento BQGU 03200, no Rio
Baquirivu-Guacu (Figura 1), situado na Bacia do Alto Tieté, Zona Metropolitana.

Figura 1: Rio Baquirivu-Guacgu, no ponto de coleta BQGU 03200.

2.2. Amostragem

Foram efetuadas quatro amostragens no Rio Baquirivu-Guagu (25/08/03, 31/05/04 05/07/04 e
11/04/05). Em cada campanha foram coletados 5 L de amostra em frascos de polietileno para
as analises pertinentes aos procedimentos do AIT. Na 22 e 32 amostragens foram coletados,
também, 1 L de amostra em frasco de vidro ambar para andlise de compostos
organofosforados, além de 500 ml em frascos de polietileno, preservados com HNO; até pH
menor que 2.0, para andlise de zinco, cobre e aluminio. As amostras foram transportadas em
caixas de isopor contendo gelo para manutencao da temperatura na faixa recomendada (entre
6 e 10°C).

Imediatamente apds a entrada de tais amostras no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica,
procedeu-se a separacao de uma aliquota das mesmas para realizagdo de algumas anadlises
fisicas e quimicas, incluindo pH, oxigénio dissolvido, condutividade, dureza e cloro residual.
Outra aliquota foi separada em frasco descartavel de 250 ml e preservada com H,SO,4 até pH
menor que 2.0, sendo encaminhada para andlise de amoénia total. Estas analises também
foram efetuadas com uma aliquota da amostra no 2° e 3° dias.
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2.3. Agua de diluicio

Como controle e para preparo de todas as solu¢des-teste, utilizou-se a agua do Reservatério
do Ribeirdao do Pirai, que é a agua de cultivo dos organismos no Laborat6rio de Ecotoxicologia
Aquatica e que apresenta valores de pH e dureza proximos aos geralmente obtidos nas aguas
coletadas nesse ponto.

2.4. Organismos-teste

Foram utilizados organismos jovens de Ceriodaphnia dubia, com 6 a 30 horas de idade,
cultivados no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica, conforme SQ-IOT/LB-118.

2.5. Testes de toxicidade aguda

Utilizou-se o procedimento descrito em USEPA (1991), onde organismos jovens de
Ceriodaphnia dubia sao expostos a uma série de concentragdes da amostra, utilizando-se 0.5
como fator de diluicdo. Foram preparadas 2-3 réplicas para cada concentracdo, adicionando-
se alimento (2 gotas de suspensao algacea — Selenastrum capricornutum e 1 gota de ragao
para peixes ornamentais TETRAMIN® solubilizada) e 5 organismos por réplica. Os testes
foram mantidos em incubadora a 25°C, com um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de
escuro, durante 48 horas. Ao final deste periodo, registrou-se o0 numero de organismos mortos
obtidos em cada réplica.

2.6. Procedimentos para Avaliacao e Identificacao da Toxicidade (AIT)

2.6.1. Fase |

A fase | envolve testes que visam a caracterizacao das propriedades fisicas e quimicas dos
agentes toxicos da amostra. Assim, a amostra é dividida em aliquotas. Cada uma destas é
submetida a uma manipulacdo fisica ou quimica diferente, de modo a alterar ou tornar
biologicamente nao disponivel um determinado grupo de agentes toxicos. Com as sub-
amostras resultantes de cada manipulacao, realiza-se um teste de toxicidade para detectar
auséncia, reducao ou continuidade dos efeitos, verificando-se qual ou quais tratamentos sao
efetivos na remocao da toxicidade e proporcionando informacdes sobre a natureza do agente
toxico.

Na fase |, foram efetuados os seguintes procedimentos:

2.6.1.1. Teste de toxicidade inicial

Efetuado imediatamente apds a entrada das amostras no laboratério, destina-se a obtencao da
CL50;24h de modo a definir as concentracdes de exposicdo a serem utilizadas nos demais
testes desta fase.
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2.6.1.2. Teste de toxicidade base

Ensaio com a amostra ndo manipulada, repetido sempre que um dos testes de caracterizacao
é realizado. Destina-se a avaliar se ha alteracao da toxicidade da amostra ao longo do periodo
de armazenamento. Além disso, a comparacao do resultado deste teste com aqueles obtidos
nos testes com a amostra apds as diferentes manipulagdes, permite apontar aquelas que
reduzem ou removem os efeitos (USEPA, 1991).

2.6.1.3. Testes de toxicidade com ajuste do pH

Duas aliquotas de 350 ml da amostra e também da agua de diluicao tiveram o pH ajustado,
uma para 3.0 (pela adicdo de HCI 1N) e a outra para 11.0 (mediante a adicdo de NaOH 1N),
mantendo-se outra aliquota de 350 ml no pH inicial. Uma sub-aliquota de cada (300 ml) foi
reservada para os testes relativos a aeracao, filtracdo e extracdo em fase soélida (coluna Cyg); 0
volume restante de cada aliquota teve o pH reajustado para o valor inicial no momento da
realizacdo do respectivo teste de toxicidade.

A alteracdo do pH para valores extremos pode modificar a proporcdo de espécies quimicas
ionizadas e nao ionizadas presentes na amostra, as quais podem ter propriedades fisicas e
quimicas diferentes. Além disso, tais mudancas extremas de pH podem resultar em hidrélise
ou precipitacdo de contaminantes, alterando sua biodisponibilidade.

2.6.1.4. Testes de toxicidade com filtracao da amostra

Trés aliquotas de agua de diluicdo (pHs inicial, 3.0 e 11.0) foram filtradas em membranas de
fibra de vidro de 1um, passando a constituir os brancos dos testes de toxicidade da filtracao.
Na seqgléncia, trés aliquotas de 250 ml de amostra com diferentes pHs foram filtradas na
respectiva membrana (pH inicial, 3.0 e 11.0). No momento da realizacdo dos testes de
toxicidade, todas as aliquotas tiveram o pH ajustado para o valor inicial. Esta manipulacao
permite apontar sélidos filtrdveis ou compostos cuja solubilidade € alterada por condicoes
acidas e basicas.

2.6.1.5. Testes de toxicidade com aeracao

Este procedimento destina-se a verificar a ocorréncia de compostos oxidaveis, volateis ou
flotaveis (cloro, peréxidos, surfactantes, etc.). Neste caso, trés aliquotas de 50 ml da amostra e
da agua de diluicdo (com pH inicial e com ajuste para pH 3.0 e 11.0) foram transferidas para
recipientes cilindricos e submetidas a aeracado durante uma hora, com verificagdo dos pHs a
cada 5 minutos na primeira meia hora e a cada dez minutos na segunda meia hora. Apds esse
periodo, suspendeu-se a aeracao, removendo-se as aliquotas de amostra com auxilio de
pipetas volumétricas. No momento da realizagdo dos testes de toxicidade, os pHs foram
reajustados para os valores iniciais (USEPA, 1991).

A diferenca de pH influi no estado de ionizacdo de alguns compostos polares, tornando-os
mais ou menos volateis e, também, alterando o potencial redox do sistema (BURKHARD &
ANKLEY, 1989).
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W

Para detectar a presenca de compostos flotaveis, os quais ficam aderidos as paredes do
recipiente de aeracado, foram adicionados 20 ml de agua de diluicao nos mesmos apés a
remocao das amostras, seguindo-se a uma agitacéo vigorosa. Posteriormente, esta agua foi
avaliada quanto a toxicidade.

2.6.1.6. Testes com extracao em fase sélida (coluna Cys)

Por meio deste procedimento, procurou-se verificar a ocorréncia de compostos organicos nao
polares na amostra. Assim, trés aliquotas de agua de diluicao (pH inicial, 3.0 e 9.0), filtradas
em membrana de fibra de vidro de 1 um foram passadas pelas respectivas colunas de
octadecil de 3 ml, previamente condicionadas pela passagem sequencial de metanol e agua
desionizada. Em seguida, trés aliquotas de 200 ml da amostra (pH inicial, 3.0 e 9.0), foram
passadas pela coluna correspondente, coletando-se dois volumes de cada uma (apdés a
passagem de 25 e 150 ml) para a realizagdo dos respectivos testes de toxicidade.
Posteriormente, efetuou-se a eluicdo das colunas com metanol e testes de toxicidade com os
eluatos, de forma a confirmar ou ndo a presenca desses agentes na amostra (USEPA, 1991).

2.6.1.7. Teste com adicoes de EDTA

O EDTA é um agente quelante efetivo, capaz de produzir complexos relativamente nao toxicos
de muitos metais. E utilizado para avaliar se a toxicidade da amostra pode ser atribuida a
presenga de metais catidbnicos como bério, cadmio, cobalto, cobre, ferro, chumbo, manganés,
niquel, estréncio e zinco (BURKHARD & ANKLEY, 1989; USEPA, 1991). Assim, foram
preparadas 3 séries de diluicbes da amostra, adicionando-se 0,2 ml da solugédo de EDTA na
primeira, 0,05 ml na segunda e 0,0125 ml na terceira série. Apdés um periodo de 2 horas, no
minimo, foram adicionados os organismos-teste.

2.6.1.8. Teste para reducao de agentes oxidantes

Utilizou-se o tiosulfato de sédio para detectar se o efeito téxico das amostras poderia ser
atribuido a ocorréncia de substancias oxidantes (cloro, peroxidos) e de alguns metais
catibnicos (cobre, cadmio, mercurio e prata). Utilizando um procedimento similar ao do teste
com adicoes de EDTA, foram preparadas trés séries de diluicbes da amostra, adicionando-se
0,5 ml da solucao-estoque de tiosulfato na primeira série, 0,25 ml na segunda e 0,125 ml na
terceira série. A adicdo dos organismos-teste ocorreu apés um periodo de 2 horas, no minimo.

2.6.1.9. Teste com graduacao de pH

Permite a deteccdo de compostos sensiveis a variacées do pH dentro da faixa fisiologicamente
aceitavel (6 a 9), caso de certos metais e da aménia. Nestes testes, trés aliquotas de amostra
e agua de diluicao tiveram o pH ajustado para 6.0/6.5, 7.0/7.5 e 8.0/8.5. Em seguida, para
cada faixa de pH, prepararam-se as respectivas diluicbes da amostra, tomando-se o cuidado
de preencher os recipientes de teste até a borda e veda-los com filme de PVC para impedir a
permanéncia do ar, fato que alteraria o pH (USEPA, 1991).
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2.6.1.10. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do Programa Trimmed Spearman-Karber
(USEPA, 2002), para obtencdao de CL50;48h, ou seja, a concentracdo em que se observa
letalidade de 50% dos organismos expostos durante esse periodo. Em seguida, devido a
inexisténcia de critérios para definir se uma manipulagcao promoveu reducao ou eliminagéao da
toxicidade da amostra, aplicou-se uma férmula proposta em USEPA (1985), a qual permite a
comparagao de dois valores de CL50 obtidos em testes distintos. Observou-se que, muitas
vezes as diferencas apontadas como significativas por esta andlise eram despreziveis do
ponto de vista ecotoxicoldgico, isto é, as razdes entre as CL50s eram inferiores a 2 - fator
considerado normal e aceitavel para variabilidade em testes de toxicidade, segundo
CHAPMAN (2000). Em fungao disso, assumiu-se que apenas diferengas superiores a 2
identificariam uma manipulagdo como efetiva na remogao dos efeitos toxicos, dispensando-se
tais calculos e considerando-se apenas o resultado da razao entre a CL50 do teste com a
aliquota das amostra ap6s a manipulagao e a CL50 do respectivo teste-base.

2.6.2. Fase ll

Tem por objetivo isolar, por meio de técnicas de fracionamento seguidas de analises quimicas
apropriadas, 0 agente causador da toxicidade sugerido pelos resultados obtidos na Fase |I.
Para os compostos encontrados, obtém-se os valores de CL50 existentes na literatura,
comparando-os com as concentracdes dos mesmos na amostra. Em seguida, confirma-se
experimentalmente a CL50 dessas substancias suspeitas, utilizando organismos-teste
empregados na AIT (BURKHARD & ANKLEY, 1989; USEPA, 1993a).

Os resultados da Fase |, geralmente indicam a classe a que pertencem os compostos
responsaveis pelo efeito toxico, direcionando os procedimentos a serem seguidos na Fase |l
0s quais serao descritos a seguir. E importante ressaltar que, independentemente da natureza
do agente téxico a ser identificado, a Fase Il inicia-se com a realizagdo de um teste de
toxicidade e, da mesma forma que na Fase |, todo e qualquer ensaio realizado com uma
amostra manipulada deve ser acompanhado de um teste de toxicidade base.

2.6.2.1. Compostos organicos nao polares

Os procedimentos da Fase Il dirigidos a identificacdo destes compostos, iniciaram-se com a
filtracao de 2 litros de amostra em membranas de fibra de vidro de 1um, seguida da passagem
da mesma em duas colunas de octadecil (1 litro por coluna de 6 ml de capacidade e
revestimento de 1000 mg). Estas foram previamente condicionadas pela passagem sequencial
de 3 ml de metanol 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%. Cada um desses volumes
foi coletado em frasco apropriado, correspondendo aos brancos da eluicdo a serem utilizados
nas andlises quimicas e nos testes de toxicidade. Foram coletados trés volumes de amostra
pds-coluna (ap6s a passagem de 25ml, 500 ml e 950 ml) e cada um foi testado para avaliar
sua toxicidade (USEPA, 1993a).

Apoés a passagem da amostra, cada coluna foi eluida com trés ml de cada uma das solugdes
de metanol (25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%), sendo 0s mesmos coletados em
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frascos apropriados. Estes eluatos da amostra foram utilizados em testes de toxicidade e,
posteriormente, encaminhados para analises quimicas. Para a realizacdo dos testes com
Ceriodaphnia dubia, adicionou-se uma aliquota de 150 ul de cada eluato ao respectivo béquer,
contendo 10 ml de agua de diluigéo.

2.6.2.2. Metais

Inicialmente, foram efetuados os testes da fase | que melhor caracterizam a contaminagao por
metais, ou seja, os testes com adicdo de volumes progressivos de EDTA ou tiosulfato de sodio
a aliquotas da amostra bruta (USEPA, 1993a). Com base nos dados histéricos de
monitoramento (CETESB, 2003; CETESB, 2004), ja a partir da segunda amostragem,
solicitaram-se analises de aluminio, cobre e zinco, metais com probabilidade de ocorréncia em
concentragdes potencialmente toxicas a Ceriodaphnia dubia. Para tais determinagdes, utilizou-
se a espectrometria 6tica de emissdo com plasma de argénio (APHA, 1998).

Além disso, os procedimentos da fase | indicaram que a toxicidade da amostra coletada em
31/05/2004 (22 amostragem) seria atribuida a metais, mais especificamente ao zinco. Com
isso, procedeu-se ao levantamento dos dados de CL50 do zinco para C. dubia disponiveis na
literatura, efetuando-se, também, outra manipulacao relativa a fase Il. Esta correspondeu a um
teste com adicbes de EDTA a uma série de diluicbes da agua do Ribeirdo do Pirai,
contaminada com a mesma quantidade de zinco registrada na amostra, de forma a verificar a
obtencao de valores de toxicidade comparaveis.

Nesse teste, primeiramente ajustou-se a dureza da agua do Ribeirdo do Pirai para um valor
préximo ao registrado na amostra (Tabela 1), obtendo-se 85 mg/L em CaCOs, 319 uS/cm de
condutividade e 7,7 unidades de pH. Em seguida, pesou-se 0,0023g de sulfato de zinco
heptahidratado e diluiu-se em 100 ml de agua do Ribeirdo do Pirai, preparada conforme
descrito acima. Assim, obteve-se uma concentragdo de 5,2 mg/L em Zn®*, correspondendo 3
concentracao desse metal registrada na amostra. A partir desta solugdo, agora equivalente a
amostra bruta, efetuaram-se testes de toxicidade, preparando-se 4 séries de uma réplica, cada
uma com as seguintes concentracdes: 100%, 50%, 25% e 12%, além de um controle. Na
primeira série ndo houve adi¢cdo de EDTA, adicionando-se 0,2 ml, 0,05 ml e 0,0125 ml desse
reagente na segunda, terceira e quarta séries, respectivamente. Finalmente, foram
introduzidos 5 organismos em cada réplica, alimentando-se e incubando-se a 25°C, durante
48h.

Embora nao desenvolvida neste trabalho, é importante mencionar que estes estudos incluem
uma terceira fase, englobando procedimentos que evidenciam a correta identificacao do
agente téxico, uma vez que as técnicas utilizadas nas fases | e Il podem criar artificios que
conduzem a conclusdes erréneas. Os meios utilizados na Fase lll para eliminar tais incertezas
incluem: estudos de correlagdo, sensibilidade relativa a espécie, observacao de sintomas,
contaminacao, balanco de massas e técnicas de supressao (BURKHARD & ANKLEY, 1989;
USEPA, 1993b).
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3. RESULTADOS

Observando-se a tabela 1, verifica-se que as aguas coletadas nesse ponto podem apresentar
concentragdes de oxigénio dissolvido inferiores aos limites recomendados para preservacao da
vida aquatica. Conforme ja exposto em CETESB (2003), a condutividade, as concentragdes
de aménia e de alguns metais frequentemente ultrapassam os valores estabelecidos para
corpos d’agua de Classe 3, na qual encontra-se enquadrado este rio.

Tabela 1: Resultados das analises fisicas e quimicas realizadas.

Parametro Amostra

25/08/03 31/05/04 05/07/04 11/04/05
pH (unidades de pH) 6,9 7,2 7.4 7,05
Oxigénio dissolvido (mg/L) 2,2 7,3 5,2 4,3
Condutividade (uS/cm) 1017,0 320,0 345,0 2440
Dureza (mg/L CaCOs) NR 84,0 50,0 53,0
Amonia nao ionizada (mg/L) 2,56 0,044 0,077 NR
Aluminio total (mg/L) NR 4,1 1,05 1,00
Cobre total (mg/L) NR 0,1 0,12 0,02
Zinco total (mg/L) NR 5,2 0,12 0,10
Compostos organicos volateis NR ND® ND NR
() NR= Analise nao realizada {2y ND= Nao detectado
3.1. Fase |

Em relacdo aos ensaios ecotoxicolégicos, observou-se nas trés primeiras campanhas que,
uma vez detectada, a toxicidade se manteve ao longo do tempo, sem evidéncias de
degradacao. Tal fato é corroborado pelos valores similares de CL50 obtidos nos testes inicial e
base 2° e 3? dias (Tabelas 2, 3 e 4).

Na amostra coletada em 25/08/03, obteve-se uma CL50;48h inicial de 17,7%. Apds a
execucao dos procedimentos da Fase | da AIT, observou-se a eliminagéo do efeito toxico nas
aliqguotas de amostra submetidas a filtracdo seguida de extracdo em fase sélida (coluna Cyg),
em todas as faixas de pH (sem ajuste e apés ajuste para pH 3.0 e pH 11.0/9.0). Assim, apés
tal procedimento, a CL50;48h foi, no minimo, quatro vezes e meia mais elevada que a
registrada no respectivo teste base, uma vez que ndao se observou mortalidade na maior
concentragao testada, ou seja, 80% (Tabela 2). Além disso, foram constatadas reducoes
parciais de toxicidade (razdo entre as CL50s inferior a 2) nas aliquotas de amostra submetidas
a aeracao em todos os valores de pH e apés a filtragao nos pHs 3.0 e 11.0 (Tabela 5).
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Tabela 2: Resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia realizados com a amostra
coletada em 25/08/03.

Dia Teste CL50;48h, em %
1 Inicial 17,7 (NC)""
Base 17,7 (NC)
. 3.0 14,14 (NC)
Ajuste de Ph 11.0 20.00 (NC)
5 , ] pH 3.0 28,28 (NC)
Ajuste de pH/aeragao pH Inicial 26,39 (23,14 a 30,10)
pH 11.0 27,77 (NC)
Ajuste de pH/ pH 3.0 28,28 (NC)
Filtracdo pH Inicial 17,41 (NC)
pH 11.0 30,31 (NC)
Base 17,7 (NC)
pH 3.0 (ap6s 25 ml) >80,00 @
Extracéo em pH 3.0 (ap6s 150 ml) >80,00 i’
colura C pH Inicial (ap6s 25 ml) >80,00 ©
18 pH 3.0 Inicial (ap6s 150 ml) >80,00 ©
pH 110 (apds 25 ml) >80,00 ©
3 pH 11.0 (apés 150 ml) >80,00 ¥
0,2 ml <20,00"
Adicdo de EDTA 0,05 ml <20,00
0,0125 ml <20,00
0,5 ml <20,00
Adicéo de Na,S,03 0,25 ml <20,00
0,125 ml <20,00
pH 3.0 100%"
Eluato (Coluna Cig pH Inicial 100%
pH 11.0 100%

(1) Intervalo de confianga nao calculavel
(2) CL50;48h maior que 80% (maior concentragao testada)
(3) CL50;48h menor que 20% (menor concentragao testada)
(4)

O eluato causou a mortalidade de 100% dos organismos-teste.

Dessa forma, pode-se dizer que a toxicidade dessa amostra teve como agentes primarios
compostos organicos nao polares, pois o efeito toxico foi removido nas amostras pds-colunas
C1s, tendo sido recuperada apés a eluicao das mesmas com metanol (USEPA, 1991).

A amostra coletada em 31/05/04 apresentou-se mais téxica em relacdo a anterior, com uma
CL50;48h de 4,83% no teste-base efetuado no 2° dia e de 3,58% no teste-base relativo ao 3°
dia (Tabela 3). Com a realizacdo da Fase | do AIT, observou-se uma reducao dos efeitos
téxicos na aliquota submetida a filtracdo em pH inicial, nas aliquotas com adicdo de EDTA e
naquela submetida a filtracdo seguida de extracdo em fase sélida com pH 9.0 (Tabela 3). Em
todos esses tratamentos, embora n&o tenha sido possivel calcular, deduz-se que a diferenca
entre as CL50s é, no minimo, 2,8 vezes superior (Tabela 5), pois nao foi registrado efeito na
maior concentracdo testada (10%). Tais resultados, aliados a nao recuperacao dos efeitos
téxicos apds a eluicdo da coluna com metanol, apontam metais catibnicos como provaveis
agentes responsaveis. As demais manipulacdes nao alteraram ou apenas removeram
parcialmente a toxicidade.
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Tabela 3: resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia realizados com a amostra
coletada em 31/05/04.

Dia Teste CL50;48h, em %
1 Inicial <6,25 "V
Base 4,83 (4,27-5,46)
. 3.0 5,7 (4,54-7,16)
Ajuste de pH 11.0 4,67 (3,76-5,78)
5 , B pH 3.0 5,36 (4,32-6,64)
Ajuste de pH/aeragao pH Inicial 6,16 (5,17-7,34)
pH 11.0 6,16 (5,17-7,34)
Ajuste de pH/ pH 30 6,16 (5,37'(Z),34)
Filtraco pH Inicial >10,00
pH 11.0 4,22 (3,36-5,29)
Base 3,58 (3,04-4,21)
pH 3.0 (apods 25 ml) 4,27 (3,55-5,15)
Extragdo em pH 3.0 (apds 150 ml) 3,54 (NC)
coluna Crg pH Inicial (apés 25 ml) 6,60 (5,78-7,52)
pH 3.0 Inicial (ap6s 150 ml) 6,99 (NC)
pH 110 (ap6s 25 ml) >10,00
pH 11.0 (apo6s 150 ml) >10,00
6.5 6,06 (5,00-7,35)
Graduacao de pH 7.5 4,35 (3,56-5,32)
3 8.5 3,24
0,2 ml >10,00
Adicao de EDTA 0,05 ml >10,00
0,0125 ml >10,00
0,5 ml <2,5Y
Adicao de NayS,0; 0,25 ml <2,5
0,125 ml <2,5
pH 3.0 NT @
Eluatos (coluna Cyg) pH Inicial NT
pH 11.0 NT
Recuperacgéo de substancias PH 30 NT
flotaveis pH Inicial NT
pH 11.0 NT

(1) CL50;48h menor que 6,25 (menor concentragéo testada) (2) CL50;48h maior que 10% (maior concentracao testada)
(3) CL50;48h < 2,5 (menor concentragao testada) (4) NT= Nao téxico

Embora correspondam as concentracoes totais e ndo as fracées biodisponiveis dos metais, as
analises quimicas efetuadas indicaram teores elevados de aluminio, cobre e zinco (Tabela 1),
capazes de causar efeito agudo a Ceriodaphnia dubia em aguas com dureza similar a da
amostra (BELANGER et al, 1990; HOCKETT & MOUNT, 1996). O aluminio ndo tem sua
toxicidade reduzida por nenhum dos dois agentes complexantes, embora apresente uma
constante de estabilidade moderada (log K= 16,1) para formacao de complexos com EDTA. Ja
0 zinco e o cobre respondem ao EDTA, porém o zinco nao responde ao tiosulfato, pois a
constante de estabilidade para complexos de Zn®* com esse agente é baixa (log K=
2,35)(HOCKETT & MOUNT, 1996). Assim, como néo foi observada a reducdo de efeitos nas
adicdes de tiosulfato, pode-se inferir que 0 zinco seria 0 metal responsavel pela toxicidade ao
microcrustaceo nesta amostra.
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Com a terceira amostra, coletada em 05/07/04, foram obtidos resultados semelhantes aos da
primeira, ou seja, uma CL50;48h entre 13,15 e 14,07, com remogédo da toxicidade nas
aliqguotas de amostra submetidas a extracdo em coluna Cis em todas as faixas de pH, e
recuperagao total dos efeitos nos eluatos com metanol (Tabela 4). Portanto, novamente, os
procedimentos indicaram que compostos organicos nao polares seriam a causa da toxicidade

a Ceriodaphnia

dubia.

Tabela 4: Resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia realizados com a amostra coletada em

05/07/04.
Dia Teste CL50;48h, em %
1 Inicial 14,03 (NC)™
Base 14,07 (12,87-15,38)
. 3.0 13,44 (NC)
Ajuste de pH 11.0 19,00 (15,26-23,66)
5 , 5 3.0 13,44
Ajuste de pH/aeragao Inicial 15,43 (12,95-18,39)
11.0 17,73 (14,30-21,97)
Ajuste de pH/ 3.0 21,77 (17,76-28,29)
Filtragao Inicial 19,00 (15,26-23,66)
11.0 25,07 (21,98-28,59)
Base 13,15 (9,52-17,61)
pH 3.0 (ap6s 25 ml) >76,00%
Extrago em pH 3.0 (apbs 150 ml) >76,00
coluna C pH Inicial (ap6s 25 ml) >76,00
18 pH 3.0 Inicial (ap6s 150 ml) >76,00
pH 110 (apds 25 ml) >76,00
pH 11.0 (apbs 150 ml) >76,00
6.5 <19,00%
3 Graduacao de pH 7.5 <19,00
8.5 <19,00
0,2 ml 21,33
Adicao de EDTA 0,05 ml <19,00
0,0125 ml 19,00
0,5 ml <19,00
Adicéo de Na,S,03 0,25 ml <19,00
0,125 ml <19,00
pH 3.0 100% @
Eluatos (Coluna Cyg) pH Inicial 100%
pH 11.0 100(‘;/)0
Recuperagéo de substancias pH 30 NI @)
flotaveis pH Inicial 40%
pH 11.0 20%

(T) Intervalo de confianga nao calculavel

concentracao testada)

(4) % de mortalidade dos organismos-teste

{2) CL50;48h maior que 76% (Maior concent
(5) NT = Nao toxico

ragao testada) _ (3) CL50;48h menor que 1

% (menor
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Tabela 5: Razéo entre as CL50s; 48h obtidas nas diferentes manipulagdes e a CL50;48h obtida no respectivo
teste-base.

CL50 superior/CL50 inferior
Dia Tratamento
25/08/03 31/05/04 05/07/04
pH 3.0 1,25 1,18 1,05
Ajuste de pH pH Inicial 1,25 1,48 1,02
pH 11.0 1,13 1,2 1,35
pH 3.0 1,6 1,11 1,05
2 Aeracao/ Ajuste de pH pH Inicial 1,49 1,28 1,07
pH 11.0 1,57 1,28 1,26
pH 3.0 1,6 1,28 1,55
Filtragao/Ajuste de pH pH Inicial 1,02 >2 1,35
pH 11.0 1,71 1,14 1,78
Coluna Cig (apds 25 ml) pH 3.0 >4,5" 1,19 >5,8
Coluna C4g (apds 150 ml) pH 3.0 >4,5 1,01 >5,8
Coluna Cyg (apds 25 ml) pH Inicial >4.5 1,84 >5,8
Coluna C4g (apés 150 ml) pH Inicial >4.5 1,95 >5,8
Coluna Cyg (apds 25 ml) pH 9.0 >4.5 >2.8 >5.8
Coluna Cqg (ap6s 150 ml) pH 9.0 >4,5 >2,8 >5,8
0,2 ml <1,13¥ >2,8 1,62
3 Adicdo de EDTA 0,05 ml <1,13 >2,8 <1,45
0,0125 ml <1,13 >2,8 1,45

(1) Embora ndo seja possivel efetuar o calculo, a diferenga foi considerada significativa pois & superior ao fator 2. Além disso, como nao foi
observado efeito na maior concentragéo testada, conclui-se que o tratamento removeu a toxicidade.

(2) Embora ndo seja possivel efetuar o calculo, a diferenca néo foi considerada significativa pois é inferior ao fator 2. Além disso, como foi
observado efeito na menor concentracao testada, conclui-se que o tratamento néo alterou a toxicidade.

Assim, apesar da provavel ocorréncia de outros contaminantes (sugerida pela pequena
reducédo do efeito toxico observada em tratamentos como aeracéo e filtracdo), pode-se dizer
que organicos nao polares e/ou metais sdo os agentes determinantes da toxicidade das
amostras coletadas nesse ponto do Rio Baquirivu-Guagu. Os compostos organicos nao
puderam ser identificados e quantificados, pois os eluatos das trés amostras nao foram
analisados devido ao equipamento estar desativado, aguardando manutencao, bem como a
necessidade da aquisicdo de alguns padroes.

3.2. Fase ll

Com relagdo a amostra coletada em 31/05/2004, onde o zinco foi indicado como agente
causador da toxicidade, seguiu-se o procedimento adotado por HOCKETT & MOUNT (1996),
verificando-se a toxicidade relativa ao metal na amostra. Para tanto, dividiu-se a concentracao
nominal do mesmo pela respectiva CL50;48h a C. dubia (obtida na literatura, em experimentos
com agua de diluicdo de dureza similar), expressando-se o resultado em unidades téxicas.
Assim, DIAMOND et al (1997) obtiveram uma CL50;48h para o zinco de 0,199mg/L em agua
com dureza entre 70 e 90 mg/L em CaCOQOj;. Dividindo-se a concentragdo total de zinco
registrada na presente amostra (5,2 mg/L) por 0,199, obtém-se 26 unidades téxicas. Tal valor
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seria comparavel aquele previsto para a amostra, correspondente a 20,7 unidades téxicas no
2° dia e 27,9 unidades toxicas no 3° dia.

No teste de referéncia, apds o periodo de 48 h, efetuou-se a leitura, verificando-se que na
série sem adicao do agente quelante, houve mortalidade de 100% dos organismos em todas
as concentracdes. Tal fato mostra-se coerente com o resultado registrado na amostra, uma
vez que a CL50;48h da mesma foi inferior a 10% (menor concentracao testada). Na série com
maior concentracdo de EDTA (0,2 ml), registrou-se remocao da toxicidade em todas as
concentragdes, enquanto na série com introdugdo do menor volume desse reagente observou-
se a remocao do efeito toxico apenas na concentracdo de 12%. Este ultimo resultado também
pode ser considerado similar ao registrado na amostra, onde a adicdo de 0,0125 ml de EDTA
eliminou a toxicidade apenas na concentracéao de 10%.

Dessa forma, mesmo considerando as diferencas entre as duas matrizes (amostra e agua de
diluicdo contaminada com sulfato de zinco), que podem interferir na biodisponibilidade do
metal, observa-se que os resultados foram similares, indicando que o zinco provavelmente
seria o responsavel pelo efeito toxico da amostra em questao.

Manipulagdes relativas a Fase Il também foram conduzidas com a amostra coletada em
11/04/2005. Contudo, a mesma nao causou toxicidade ao microcrustaceo no teste inicial € nos
testes de toxicidade base realizados no 2° e 3° dias. Apesar disso, com o objetivo de
implementar a técnica, os procedimentos destinados a identificacdo dos compostos sugeridos
na Fase | foram realizados. Os resultados, evidentemente, confirmaram a auséncia de
toxicidade nas seis aliquotas de amostra pds-coluna, bem como nas fracbes metanol/agua
(25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%), utilizadas para eluicdo das mesmas. O
mesmo foi observado nos testes com EDTA e tiosulfato de sdédio, onde, nas adicbes de
volumes maiores, obteve-se efeito decorrente das altas concentracées desses reagentes.

As analises dos metais nessa amostra (Tabela 1) revelaram que, aluminio, cobre e zinco
estavam em concentracées bem inferiores as das amostras anteriores e, somente o zinco, em
niveis capazes de causar algum efeito téxico a Ceriodaphnia dubia. No que se refere aos
compostos organicos, os mesmos nao puderam ser analisados nos eluatos devido ao fato
destes conterem agua (utilizada para o preparo das solu¢cées de metanol), a qual interfere no
processo de extracao utilizado pelo laboratério. JA a analise qualitativa, efetuada com a
amostra bruta, revelou a presenca de substancias provenientes do lancamento de esgotos
domésticos sem tratamento, como a cafeina (CAS n° 58-08-2) e o 1,3,4,6,7,8-hexahidro-
4,6,6,7,8,8,hexametil-ciclopenta[g]-2-benzopiran (CAS n® 1222-05-05), um composto sintético
do almiscar, utilizado em produtos de higiene pessoal e de limpeza. Este ultimo e o difenil éter
(CAS n® 101-84-8), também detectado na amostra, sédo classificados como perigosos ao
ambiente e aos organismos aquaticos (www.rijkswaterstaat.nl; www.saccosrl.it/, acesso em
08/08/05). Nesta amostra, porém, certamente estavam complexados ou em quantidades
inferiores as concentragdes de efeito.
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4. CONCLUSAO

Os dados gerados no presente estudo, apontam compostos organicos ndo polares e zinco
como agentes quimicos responsaveis pelo efeito toxico das amostras de agua do Rio
Baquirivu-Guacu, registrado nos ensaios com Ceriodaphnia dubia.

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Devido as limitagbes relacionadas as analises quimicas e/ou a falta de reagentes, neste
trabalho nao foi possivel efetuar a identificagcdo das substancias organicas. Assim, pretende-se
avaliar o procedimento sugerido por DURHAN et al (1990) para remover a agua das solucoes
de metanol, de modo a permitir as andlises dos eluatos por cromatografia gasosa ou
espectrometria de massa. Além disso, torna-se necessaria a aquisicido de reagentes
especificos para identificagdo de algumas substancias passiveis de serem encontradas nessas
amostras ambientais (caso da zeolita e do butéxido de piperonil, utilizados para identificacao
de amobnia e pesticidas organofosforados, respectivamente)
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