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TITULO DO DOCUMENTO
Avaliacdo e ldentificacdo da Toxicidade Cronica no Canal de Fuga Il (CFUG 02900).

RESUMO

Dando continuidade aos Estudos de Avaliacao e identificacdo da Toxicidade em aguas superficiais de pontos da
rede de Monitoramento do Estado de Sao Paulo, iniciou-se a implantacdo dos procedimentos destinados a
identificacao da toxicidade cronica. Para tanto, entre 2006 e 2007 foram efetuados 5 experimentos com amostras
coletadas no ponto CFUG 02900 (Canal de Fuga Il da Usina Henry Borden, Cubatéo), onde tem-se registrado
efeito tdxico cronico a Ceriodaphnia dubia desde 2004.

As manipulagdes da Fase | que promoveram remocao dos efeitos toxicos foram filtragdo em membrana de 1 um
e extracdo em fase solida, apontando o material particulado, constituido predominantemente por cianoficeas,
como responsavel pela toxicidade. A aplicagao dos procedimentos da Fase Il (filtragdo em membrana de 0,45 um
e centrifugacao) confirmaram tais organismos como agentes téxicos suspeitos, ja que cianobactérias podem inibir
a sobrevivéncia e/ou reprodugao desse microcrustaceo tanto por interferéncia mecanica, como pela produgéao de
substéncias tdxicas.
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1-INTRODUGAO

Da mesma forma que nos procedimentos voltados a identificacao da toxicidade aguda, os
estudos para identificacao da toxicidade crénica também envolvem a divisdo da amostra
em aliquotas, as quais sdo submetidas a manipulagbes especificas, seguidas da
realizagdo de testes de toxicidade crbnica. Entretanto, neste caso, a Fase | ou fase de
caracterizacao, envolve duas etapas: a primeira inclui testes com filtracdo, aeracéo,
graduagao de pH, extragdo em fase sélida, seguida da eluicdo com um solvente, adi¢cao
de EDTA e tiosulfato de sédio, efetuados apenas no pH inicial da amostra. A segunda
etapa envolve a execugdo de algumas manipulagdes (aeracao, filtracao, extracdao em fase
solida) combinadas com ajustes do pH da amostra para 3,0 e 10,0. Esta segunda etapa,
normalmente nao é necessaria, sendo aplicada quando as manipulagées da primeira nao
indicam padrdes claros sobre a natureza do agente téxico (USEPA, 1991a).

Por sua vez, a execugao dos testes crénicos com o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia
também exigiu a avaliacdo de algumas modificagbes sugeridas no protocolo USEPA
(1991a), verificando sua compatibilidade com as condi¢cdes disponiveis no laboratério.
Tais alteracées incluiram:

(a) redugao do volume de solugao-teste por béquer;

(b) reducéao do periodo de teste em

(c) decorréncia da utilizacao de organismos com 3 dias de idade para inicio do mesmo;
(d) redugéo do numero de réplicas;

(e) reducao do numero de concentracdes-teste.

Neste relatério sdo apresentados os resultados obtidos com a implantagdo de tal
metodologia, utilizando amostras coletadas no ponto situado no Canal de Fuga Il, o qual
recebe as aguas do Reservatoério Rio das Pedras (Complexo Billings). Devido aos altos
teores de fosforo total e clorofila a, as aguas desse ponto apresentaram um aumento do
grau de trofia, passando de mesotréficas (2003) a hipereutroficas (2004) e supereutréficas
(2005). Nesse mesmo periodo, o IVA (Indice de Preservacdo da Vida Aquatica)
correspondente ao ponto manteve o enquadramento na classe Ruim, devido aos
resultados dos testes de toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia: de 18 amostras
coletadas neste ponto entre Fevereiro de 2003 e Dezembro de 2005, somente uma
(5,5%) nédo apresentou toxicidade ao microcrustaceo; 16 (89%) determinaram efeito
crdnico e uma (5,5%) efeito agudo (CETESB, 2004; CETESB, 2005 e CETESB, 2006).
Tal freqiiéncia € indicativa de que a toxicidade é consistente, conforme recomendado para
a realizacao de estudos de avaliacéo e identificacao da toxicidade (USEPA,1991a).
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2-MATERIAL E METODOS

2.1. Identificacao do local de coleta

O ponto CFUG 02900 da Rede de Monitoramento, localiza-se no Canal de Fuga Il da
Usina Hidrelétrica Henry Borden (municipio de Cubatdo, Sao Paulo), na saida da turbina
externa. Assim, as dguas do Reservatorio Billings (j& contaminadas por esgoto sanitario)
chegam a usina, e, apds passarem pelas turbinas para geragao de energia, sdo langadas
no Canal de Fuga Il, desaguando no Rio Cubatao (Figura 1).

Canal de Fuga II
Rodovia
Anchieta Canal de Fuga I Pontode—® || «
Coleta
/
A\
7\

—\/\/\:\’\_\

Rio Cubatio \’\—\
CFUG 02900

Figura 1: Croqui com a localiza¢do do ponto CFUG 02900.

2.2. Amostras

Em cada campanha foram coletados 6 a 10 litros de amostra, preservados nas condigoes
descritas na norma ABNT-NBR 13373 (2005). Foram efetuadas 5 amostragens, sendo a
primeira (Maio/2006), independente dos programas de monitoramento da CETESB. Nas
demais campanhas (Agosto, Outubro e Dezembro/2006 e Fevereiro/2007), os
experimentos foram realizados com amostras coletadas dentro do Programa da Rede de
Monitoramento de Qualidade das Aguas Superficiais, de modo a se dispor de uma série
de dados de parametros fisicos, quimicos e biol6gicos, que poderiam subsidiar a
interpretacao dos resultados obtidos neste estudo.

2.3. Agua de diluicdo

Como controle, para preparo das solugdes-teste e preparo dos brancos das manipulagées
das amostras, utilizou-se a agua de cultivo de C. dubia no EAHE, ou seja, agua do
Reservatério de Ribeirdo do Pirai.
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2.4. Organismos-teste

Em um experimento preliminar, com o objetivo de reduzir o volume de amostra
necessario, bem como os custos operacionais, eliminou-se uma renovacgao utilizando-se
jovens com 3 dias de idade para inicio dos ensaios. Contudo, a possibilidade de alteracao
dos resultados devido a utilizacdo de organismos maiores, possivelmente mais
resistentes, fez com que nos ensaios definitivos fossem utilizados organismos-jovens com
6-30 horas de idade, conforme previsto na norma ABNT-NBR 13373 (2005).

2.5. Testes de toxicidade cronica

Os ensaios ecotoxicolégicos com Ceriodaphnia dubia seguiram o0s procedimentos
descritos na Norma ABNT-NBR 13373 (2005), excegéo feita ao numero de réplicas por
concentracao, o qual foi reduzido para 5, conforme definido em ensaios preliminares. E
importante mencionar que nestes, avaliou-se, também, a utilizacdo de 10 ml de solugéo-
teste por réplica (ao invés de 15 ml, conforme previsto no procedimento de referéncia).
Contudo, verificou-se que com tal reducdo de volume, ha possibilidade de
desaparecimento total da amostra por evaporagdo, o que pode implicar na perda de
dados.

2.6. Procedimentos para Avaliacao e Identificacao da Toxicidade Crénica

2.6.1. Fase | ou fase de caracterizacao

Cada aliquota de amostra foi submetida a respectiva manipulagdo de uma sé vez, sendo
preservada sob refrigeragdo e utilizada para o preparo das solugdes-teste a cada
renovagao das mesmas.

2.6.1.1.Teste de toxicidade base

Destina-se a determinar a toxicidade da amostra bruta e deve ser repetido sempre que
testes com manipulacées da amostra sdo iniciados. O resultado obtido nestes testes,
quando comparado aos resultados dos testes com a amostra manipulada, permitem
identificar quais tratamentos reduzem ou eliminam os efeitos téxicos da mesma. Além
disso, permitem avaliar mudancas da toxicidade decorrentes do armazenamento da
amostra.

No teste base, sdo definidas 3 ou 4 concentra¢cdes que devem ser utilizadas em todos os
testes da fase de caracterizagao.

2.6.1.2. Teste com adicoes de EDTA (acido etilenodiaminotetracético)

E utilizado para verificar se os efeitos toxicos sdo decorrentes da presenca de certos
metais catibnicos na amostra, uma vez que o EDTA é capaz de formar complexos néao
toxicos com alguns destes metais. Assim, esta manipulagéo consistiu na preparagao de
duas séries de diluicdes da amostra, adicionando-se volumes de uma solucao-estoque de
EDTA de modo a obter uma concentracao final de 3,0 mg/L na primeira série e de 8,0
mg/L na segunda.
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2.6.1.3. Teste com adicoes de Na,S,0; (tiosulfato de sodio)

Destinam-se a detectar a presengca de compostos oxidantes (cloro, por exemplo) e,
também, de alguns metais, uma vez que o tiosulfato de sédio tem a propriedade de
reduzir a toxicidade dos mesmos. De modo semelhante ao EDTA, esta manipulacao
incluiu a preparagdo de duas séries de diluicbes da amostra, seguida da adicdo de
volumes de uma solugcdo estoque de tiosulfato de sodio de modo a atingir uma
concentracao final de 10 mg/L na primeira série e de 25 mg/L na segunda.

2.6.1.4. Teste de toxicidade com filtracao da amostra

Para verificar se a toxicidade poderia ser atribuida a sélidos filtraveis, uma aliquota de
agua de diluicdo foi filtrada em membrana de fibra de vidro de 1 um. A mesma foi
coletada, reservando-se uma parte para o branco do teste da filtracdo e outra para o
branco do teste com extracao em fase sélida. Em seguida, uma aliquota da amostra foi
filtrada, coletando-se uma parte para efetuar o teste relativo a filtragéo e o restante para o
teste com extracao em fase sélida.

2.6.1.5. Teste de toxicidade com aeracao da amostra

Nesta manipulagao, voltada a deteccao de compostos volateis ou oxidaveis, uma aliquota
de amostra e outra de agua de diluicdo foram transferidas para provetas e submetidas a
aeracao durante 60 minutos. Apds esse periodo, a aeragao foi suspensa e amostra e
agua de diluicdo (correspondente ao branco) foram removidas dos recipientes com auxilio
de pipetas volumétricas, para realizagao do teste de toxicidade.

2.6.1.6. Teste com extracao em fase solida

Esta manipulagdo destina-se a determinar se a toxicidade da amostra deve-se a
ocorréncia de compostos organicos nao polares. Assim, uma aliquota de agua de diluigao
e 1 litro de amostra anteriormente filtradas em membrana de fibra de vidro de 1 um, foram
passadas por uma coluna de octadecil de 6 ml, previamente condicionada pela passagem
de metanol e dgua desionizada. Este procedimento foi repetido com uma segunda coluna
e as aliquotas de amostra pds-coluna foram combinadas para a realizagdo de testes de
toxicidade. Posteriormente, efetuou-se a eluicdo das colunas com metanol, realizando-se
testes de toxicidade com os eluatos, também combinados.

2.6.1.7. Analise estatistica

Os dados dos testes de toxicidade crbénica foram analisados pelo método de Interpolacéo
Linear, disponivel no Programa ICPIN (NORBERG-KING, 1993). Este calcula a
concentracdo que causa a redugdo de uma determinada porcentagem na resposta do
organismo, além do respectivo intervalo de confianca. No presente estudo, o nivel de
inibicdo utilizado foi 25%, por ser sugerido em USEPA (1991a) como o equivalente a
CENO (maior concentragdo da amostra em que nao sao observados efeitos).

O intervalo de confianga, quando calculavel, foi utilizado para verificar se havia diferenga
significativa entre os resultados obtidos no teste base e os registrados nos testes com a
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amostra apds as diferentes manipulagées. Para tanto, aplicou-se a seguinte férmula,
proposta em USEPA (1985):

G = V(log(LSy) + CI251))® + (log (LS + Cl252)?
onde:

LSy = Limite superior do intervalo de confianca referente ao teste 1;
LS, = Limite superior do intervalo de confianga referente ao teste 2;
CI25 (1) = Concentragdo de inibigéo referente ao teste 1;
CI25 ;) = Concentragdo de inibicdo referente ao teste 2.

Ent&o, calculou-se:

H=10°

Z = CI25 superior + CI25 inferior

Se Z > H: existe diferenca significativa entre os valores de CI25.

Na impossibilidade de aplicar tal féormula (auséncia do intervalo de confianga, por
exemplo), calculou-se a razdo entre a CI25 obtida no teste base e a CI25 obtida no ensaio
com a aliquota da amostra manipulada, considerando-se uma manipulagéo efetiva na
remogao dos efeitos tdxicos quando o quociente foi superior a 2 - fator considerado
normal e aceitavel para variabilidade em testes de toxicidade, segundo CHAPMAN
(2000).

2.6.2. FASE Il

Tanto as técnicas de fracionamento, como as andlises quimicas pertinentes a fase Il, sédo
definidas em fungdo dos resultados obtidos na fase de caracterizacdo. Portanto, neste
estudo, esta etapa envolveu os procedimentos destinados a identificagdo dos agentes
toxicos removidos por filtracao.

2.6.2.1. Filtracao em membrana de fibra de vidro de 1um de porosidade

Nesta manipulacdo, membrana e sistema de filtracdo foram previamente condicionados
pela passagem de 4gua desionizada com pH 3,0, para remogao de possiveis residuos de
metais. Em seguida, foram filtrados os volumes de agua de diluicdo (branco) e amostra
necessarios aos testes de toxicidade relativos a este procedimento e, também, a extracao
em fase soélida e/ou a filtragdo em membrana de nitrato de celulose de 0,45 um.

2.6.2.2. Extracao em fase sélida

Utilizando uma coluna de octadecil de 1000 mg (6 ml de capacidade), pré-condicionada

pela passagem de metanol e agua desionizada, filtrou-se, inicialmente, o volume de 4gua
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de diluicdo necessario ao branco do teste de toxicidade. Em seguida, foram preparados
os brancos da eluicdo, mediante a passagem de dois volumes das solugdes de
metanol/agua, progressivamente menos polares (75%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%), os
quais foram coletados em frascos apropriados.

ApGs o recondicionamento da coluna com metanol 100% e agua desionizada, passaram-
se 1000 ml de amostra, coletando-se duas aliquotas de 300 ml da mesma, apds a
passagem de 200 ml e 700 ml. Seguiu-se a eluigdo da coluna com dois volumes
sucessivos das seguintes solu¢des de metanol/agua 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%.
Este procedimento foi repetido com uma segunda coluna, combinando-se os brancos da
eluicdo e os eluatos e mantendo-se os brancos e as aliquotas de amostras separados
para a realizacao dos ensaios com Ceriodaphnia dubia.

2.6.2.3. Filtracao em membrana de nitrato de celulose de 0,45 um de porosidade

A agua de diluicdo (branco) e a amostra, ja filtradas em membrana de 1um, foram filtradas
nesta outra membrana, previamente condicionada pela passagem de agua desionizada.

2.6.2.4. Centrifugacao

Trata-se de um procedimento adicional, para verificar se a redugdo da toxicidade deve-se
a volatilizagdo que pode ocorrer durante o processo de filtracdo. Neste procedimento, a
amostra foi centrifugada em alta velocidade (10.000 rpm) durante 30 minutos, coletando-
se 0 sobrenadante para a realiza¢ao do teste de toxicidade.

2.6.2.5. Extracao das membranas

Conforme descrito em USEPA (1993), a extracdo do material retido pelas membranas
deve ser efetuada com um solvente, em especial o metanol. Em um experimento
preliminar, a imersdo em metanol promoveu a desintegracdo das membranas de fibra de
vidro e nitrato de celulose, obtendo-se efeito tdéxico também nos brancos (problema
também registrado por BRILS et al, 2005). Como alternativa, neste estudo optou-se pela
recuperacao dos soélidos retidos nas membranas por meio da lavagem destas com o
proprio filtrado (USEPA, 1991b). A toxicidade exibida por esta solugao deve ser similar a
do teste base.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios ecotoxicol6gicos sao apresentados na Figura 1. Observando-
se os valores de CI25 obtidos nos testes-base, € possivel constatar que a toxicidade das
aguas coletadas no ponto CFUG 02900 é consistente, mantendo, inclusive, sua
intensidade ao longo do tempo.
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Figura 1: Resultados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos efetuados com as amostras sem
manipulacdo (base) e apds as diferentes manipulacées: (a) Maio/2006; (b) Agosto/2006;

Outubro/2006; (d) Dezembro/2006 e (e) Fevereiro/2007.

A aplicacdo dos procedimentos relativos a fase de caracterizacdo a primeira amostra
(Maio/2006), demonstrou que apenas a aeracao e a adicdo de 10 mg/L de tiosulfato de
sodio reduziram a toxicidade (Figura 1a). Entretanto, a analise estatistica apontou que
apenas a primeira manipulacdo promoveu uma reducdo significativa (Tabela 1). E
importante ressaltar que ndo se dispde dos resultados relativos a filtracdo e a extragdo em
fase solida, pois nesses tratamentos observou-se 100% de mortalidade dos organismos-
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teste em todas as concentragdes, inclusive nos brancos. Tal fato indica a provéavel
lixiviacdo de alguma substéncia toxica a partir da membrana de fibra de vidro,
comprometendo ambas as manipulagdes.

Tabela 1: Resultados dos ensaios e significancia dos efeitos produzidos pelas diferentes
manipulacdes das amostras.

CI25 (em %) e respectivo

Efeito resultante

Campanha Manipulacao intervalo de confianca
Base 12,98 (10,0 — 27,5)
Aeracao 49,05 (33,44 — 64,78) S
Mai EDTA (3 mg/L) 10,22 (7,84 — 26,6) NS
aio/06 EDTA (8 mg/L) 17,45 (10,29 — 62,5) NS
NayS,0;5 (10 mg/L) 28,80 (8,97 — 40,22) NS
NayS,05 (25 mg/L) 14,68 (10,95 — 58,33) NS
Base 11,86 (10,7 — 13,97)
Filtragao (1 um) 35,17 (17,38 — 49,87) S
Aeracao 14,45 (11,19 — 30,56) NS
EDTA (3 mg/L) 7,01 (6,49 — 8,19) NS
Agosto/06 EDTA (8 mg/L) 6,78 (6,46 — 7,48) NS
NayS,0;5 (10 mg/L) 8,17 (6,5—13,9) NS
Na,S,05 (25 mg/L) 8,23 (7,19 -11,08) NS
Coluna Cqg 87,48 (NC)" S
Base 12,08 (7,38 — 36,72)
Filtragao (1 um) 17,99 (NC) NS
Outubro/06
Filtracdo (0,45 um) >100,0 S
Coluna Cyg >100,0 S
Base 14,0 (10,23 -
41,96)
Dezembro/06 Centrifugagéo 70,31 (19,14 — 83,94) s
Filtracdo (1 um) >100,0 S
Filtracdo (0,45 um) > 100,0 S
Base 22,9 (10,23 - 67,6)
: Filtracdo (1 um) 63,44 (23,3 — 77,09) S
Fevereiro/07
verel Filtrag&o (0,45 um) 67,71 (NC) s
Centrifugacao 61,33 (22,98 — 76,10) S
(*) NC = Nao calculavel (S) Significativo | (NS) Nao Significativo |

Na segunda campanha, obteve-se uma diminui¢do dos efeitos téxicos sobre Ceriodaphnia
dubia apés a filtragcdo em membrana de fibra de vidro e, principalmente, ap6s a passagem
através da coluna de octadecil (Figura 1b). Em ambos os casos, a redugdo foi
significativa, conforme a conclusdo da anadlise estatistica (Tabela 1). Tais resultados,
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aliados a recuperagao da toxicidade no eluato com metanol, apontam compostos
organicos nao polares como agentes primarios.

Dentre as analises quimicas efetuadas, apenas aluminio dissolvido e manganés total
foram detectados em concentragdes superiores aos respectivos limites estabelecidos para
a classe 2 (CONAMA 357/05); tais valores, porém, seriam insuficientes para causar efeito
crébnico a esse microcrustdceo, na faixa de dureza e pH normalmente registrada nas
amostras coletadas nesse ponto (Tabela 2). No caso do manganés, LASIER et al (2000)
obtiveram uma CI50 de 3,9 mg/L, concentracdo dez vezes mais elevada que a registrada
na presente amostra (Tabela 2). Em relagdo ao aluminio, ROY et al (2000) também néo
observaram efeito na sobrevivéncia e reproducdo de C. dubia em amostras ambientais
com concentracdes de aluminio dissolvido entre 0,12 e 0,39 mg/L. Além disso, embora
tais metais pudessem estar adsorvidos ao material particulado da coluna d’agua, quando
seriam removidos pela filtragdo e pela coluna, ndo seriam recuperados pela eluicdo com
metanol.

Tabela 2: Resultado das principais andlises fisicas, quimicas e biolégicas efetuadas com
as amostras do ponto CFUG 02900

Data de coleta

Variavel Maio/06 Agosto/06  Outubro/06  Dezembro/06  Fevereiro/07
pH (u. pH) 7.9 7.7 7.6 7.8 7.2
Oxigénio dissolvido (ma/L) 5.3 7.6 7.7 7.5 8.1
Dureza (mag/CaCOx/L) NR 40,0 NR NR 42,0
Condutividade (uS/cm) 143.0 167.0 151,9 142,6 153.3
Aluminio dissolvido (ma/L) NR® 0.25 <0.1 0.12 0,13
Céadmio total (ma/L) NR 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Chumbo total (ma/L) NR 0.004 0.003 <0.002 <0.002
Cobre dissolvido (ma/L) NR <0,01 <0.01 <0.01 -
Cobre total (ma/L) - - - - <0.009
Ferro dissolvido (ma/L) NR <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
Manaanés total (ma/L) NR 0.34 0.04 0.11 0.08
Mercurio total (ma/L) NR <0,0001 <0,0002 <0,0002 <0.,0002
Niauel total (ma/L) NR <0,02 <0.,02 <0.,02 <0,02
Zinco total (ma/L) NR 0.03 <0,02 0.03 <0.02
Microcistinas (ua/L) NR <0,15 - <0,15 -
N° de células de NR 209730 208970 302500 477000

cianobactérias/mL

(1) Andlise nao realizada

Por outro lado, a andlise do fitoplancton indicou a presenga de cianobactérias em
densidade superior ao limite de 50.000 células/mL para aguas de classe 2 (CONAMA
357/05). Estas algas poderiam ser responsaveis pelos efeitos téxicos da amostra, pois
diversos estudos tém demonstrado que as mesmas podem afetar negativamente
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invertebrados por meio da liberagdo de compostos téxicos e da interferéncia na captura
de alimentos, devido a obstrucdo dos apéndices filtradores (LAMPERT, 1981; FULTON &
PAERL, 1987). Assim, a filtragdo em membrana de 1 um removeria as algas e a coluna
reteria ndo soO tais organismos, mas também, as toxinas possivelmente dissolvidas, as
quais seriam recuperadas pelo metanol (este procedimento corresponde exatamente a
parte de uma das metodologias utilizadas para extragao e analise de toxinas produzidas
por cianobactérias).

Em funcéo de tais suposigdes, na terceira campanha (Outubro/2006) foram efetuados os
procedimentos da fase Il referentes as manipulagcbes que apresentaram efeito mais
significativo sobre a toxicidade nos meses anteriores. Com relacao a filtragdo, seguindo o
proposto em USEPA (1993), introduziu-se um filtro de material diferente (nitrato de
celulose) e de menor porosidade (0,45 um). Inversamente ao registrado na campanha
anterior, a passagem da amostra na membrana de 1 um ndo promoveu reducao da
toxicidade (Figura 1c). J& a filtragdo em membrana de 0,45 um e a extragdo em uma das
colunas de octadecil reduziram significativamente (8,3 vezes) os efeitos téxicos (Tabela

1).

Como nao houve recuperagdo da toxicidade no eluato com metanol, pode-se supor que
nao havia toxinas dissolvidas e que os efeitos toxicos seriam decorrentes do préprio
material particulado (predominantemente as cianoficeas), com dimensdes entre 0,45 um e
1 um, que teria aderido aos filtros.

Com a quarta amostra (Dezembro/2006), foram repetidas as técnicas voltadas a
identificacdo da toxicidade por materiais filtraveis, inserindo, ainda, a centrifugagéo
(USEPA, 1993). Os resultados obtidos (Figura 1d), confirmam tais agentes como
provaveis responsaveis pelo efeito crénico a Ceriodaphnia dubia. Assim, a analise
estatistica indicou que a toxicidade foi significativamente reduzida no sobrenadante
resultante da centrifugagdo; j& na amostra obtida apés a passagem através das
membranas de 0,45 um e 1 um, a analise estatistica ndo foi efetuada devido a
impossibilidade de calculo do intervalo de confianga. Entretanto, tais manipula¢des foram
consideradas efetivas, pois as respectivas razées entre a Cl25 do teste com a aliquota da
amostra manipulada e a CI25 do teste-base foram superiores a 2.

De modo similar, com a amostra coletada em fevereiro de 2007, tanto a filtracao através
das membranas de 1 e 0,45 um, quanto a centrifugacéo, tornaram a amostra trés vezes
menos toxica. Posteriormente, efetuou-se a lavagem da membrana de 1um com a propria
amostra filtrada, o que permitiu a recuperacdo de grande parte dos sélidos retidos
(predominantemente cianoficeas) e, também, da toxicidade crénica a C. dubia, com a
obtencao de uma CI25 de 33%.

Dessa forma, apesar da falta de especificidade do processo de filtracdo, dificultando a
identificacdo do(s) agente(s) toxico(s), no presente estudo pode-se inferir que as
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cianobactérias sdo responsaveis pelo efeito crénico observado nos ensaios
ecotoxicolégicos com Ceriodaphnia dubia. Conforme ja mencionado, floracbes de
cianoficeas podem afetar estes microcrustaceos por interferéncia mecénica, reduzindo a
captura de alimentos (KURMAYER, 2002). No caso das amostras do CFUG 02900 a
toxicidade pode resultar desta interferéncia fisica, devido as elevadas densidades das
formas filamentosas Cylindrospermopsis e Planktothrix, provenientes do reservatorio
Billings (CETESB, 2007).

Por outro lado, as cianobactérias também podem inibir o desenvolvimento de organismos
zooplancténicos por meio da produgdo de substancias téxicas. Dependendo das
condigcbes ambientais e do seu estado fisiologico, algumas cianoficeas podem produzir
toxinas que, mesmo quando nao liberadas no meio, podem causar intoxicagdo quando
ingeridas (ROHRLACK et al, 2001).

No presente estudo, um Unico grupo dessas substancias — o das microcistinas — foi
analisado em algumas amostras mediante a técnica de radioimunoensaio (ELISA), sem
que fossem obtidos os extratos para avaliagdo de seus efeitos tdxicos a Ceriodaphnia
dubia. Consequentemente, para a identificagcdo efetiva do agente responsavel pela
toxicidade das amostras, torna-se necessaria a aquisicdo de kits especificos para
quantificacdo de outras toxinas possivelmente produzidas por estas cianoficeas, como
cilindrospermopsinas e saxitoxinas - segundo CETESB (1998), estas ultimas ja foram
registradas em duas cepas de Cylindrospermopsis raciborskii isoladas no Reservatério
Billings em 1997, tendo uma delas causado toxicidade aguda a Daphnia similis. Além
disso, deve-se efetuar a confirmagdo do agente suspeito mediante a concentragdo das
toxinas que forem detectadas, seguida da realizacao dos ensaios ecotoxicologicos.

4- CONCLUSAO

A aplicacdo dos procedimentos para avaliagdo e identificacdo da toxicidade, permitiu
concluir que o efeito toxico crbnico observado nos ensaios com amostras de aguas
superficiais do Canal de Fuga Il, é decorrente do material em suspensdo, constituido
predominantemente por cianobactérias. Estas, seja pela eventual producdo de toxinas ou
por processos mecanicos, sao responsaveis pela inibicao da reproducao de Ceriodaphnia
dubia.
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