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Resumo

LALAU, C. M. Uso de Macroéfitas Lemnaceas como Organismo-
Teste em Avaliacoes Toxicoldgicas. Floriandpolis, 2010, 72p. Trabalho
de Conclusio de Curso-Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, SC.

A Ecotoxicologia € uma drea de estudo que visa a avaliagdo de impactos
ambientais, onde se determina o nivel de toxicidade de uma substincia
quimica no meio ambiente utilizando-se organismos vivos. Deste modo,
os ensaios ecotoxicoldgicos podem detectar substdncias toxicas nao
observdveis em avaliacdes fisico-quimicas tradicionais. No entanto,
nessas metodologias geralmente os tipos de organismos-teste utilizados
nem sempre representam os diferentes niveis das cadeias tréficas dos
ecossistemas, principalmente quando se trata de plantas superiores.
Tendo em vista esse fator o presente trabalho vem mostrar uma nova
alternativa de organismos-teste. As macrofitas aqudticas conhecidas
como lemnas, sdo utilizadas em testes toxicoldgicos com sucesso em
diversos paises, no entanto no Brasil o uso desse organismo é pouco
expressivo. Dessa forma foram apresentados testes toxicolégicos
utilizando macréfitas lemnaceas, embasados em revisdo bibliografica de
artigos e normatizagdes. Esses testes apresentam como indicadores de
toxicidade os efeitos produzidos por uma determinada substincia de
ensaio sobre alguns parametros indicadores do desenvolvimento do
organismo teste. Assim sendo, a elabora¢do do trabalho consistiu,
principalmente, na traducdo, revisdao e elucidagdo das normatizacdes
ISO/DIS 20079 e 221 OECD (Organization for Economic Co-Operation
and Development). Também foram descritas as principais vantagens
desses organismos quando comparados a outros organismos-teste
submetidos a avaliacdes toxicoldgicas. A partir disso conclui-se que o
uso de macrofitas lemnaceas em ensaios toxicoldgicos no Brasil podera
vir a contribuir no que diz respeito a sensibilidade e a confiabilidade dos
testes, principalmente se tratando de substincias que possam afetar o
metabolismo de plantas superiores.

PALAVRAS-CHAVE: Testes de Toxicidade, Organismo-teste,
Lemnas.
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Abstract

LALAU, C. M. Use of Duckweeds Macrophytes as an Organisms-
Testing Toxicological Reviews. Florianépolis, 2010, 72p. Trabalho de
Conclusio de Curso-Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, SC.

The Ecotoxicology is an area of study to assess environmental impacts,
which determines the level of toxicity of a chemical in the environment
using living organisms. Thus, ecotoxicological tests can detect toxic
substances may not be observed in traditional physical-chemical
evaluations. However, these methodologies usually the types of
organisms used for testing do not always represent the different levels of
food chains of ecosystems, especially when it comes to higher plants.
Given this factor, the present study comes to show a new alternative of
test organisms. The macrophytes known as Lemna are successfully used
in toxicological tests in various countries, but in Brazil the use of this
organism is little expressive. Thus, it is presented, based on
bibliographical revision of articles and existing standardizations,
toxicological tests using duckweeds. These tests have as indicators of
toxicity effects produced by a given test substance on some indicative
parameters of development of test organism. The elaboration of this
study consisted especially in the translation, revision and explanation of
ISO/DIS 20079 and the 221 OECD (Organization for Economic Co-
Operation and Development) standardizations. Being that it has been
intercalated the explanation of the test methodology with a comparative
between the standardizations pointing out their major differences. It was
also characterized the main advantages of these organisms when
compared to other test organisms submitted to toxicological assessment.
From this, it was concluded that the use of duckweeds in toxicological
tests in Brazil will enable the contribution concerning sensitivity and
reliability of tests, especially regarding substances which can affect the
metabolism of higher plants.

Key words: Toxicological Reviews, Test Organisms, Duckweeds.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial e as exigéncias da politica
econdmica existente resultam na crescente exploracdo dos recursos
naturais. O atual modelo de desenvolvimento econdmico conduzido pela
humanidade tem apresentado impactos sociais e ambientais de grandes
proporcdes (MOHEDANO, 2004).

A polui¢do de rios, lagos, aqiiiferos e demais corpos hidricos, na
maior parte das vezes provenientes de acdes antrépicas, consiste em um
dos problemas ambientais atualmente existentes. Esses vém ganhando,
mundialmente, grandes propor¢des com o decorrer dos anos sendo o seu
controle um dos grandes desafios da gestdo dos recursos hidricos.

Dessa forma diversos estudos estdo sendo direcionados para a
busca de solugdes para a questio da polui¢do hidrica, principalmente no
que diz respeito aos parimetros que avaliam a qualidade das dguas.
Andlises quimicas envolvendo a determinagdo dos parimetros fisicos —
quimicos, por exemplo, sdo importantes na identificacdo e determinacio
da concentragdo de poluentes, porém podem ser insuficientes para
verificar o impacto dessa poluicio na comunidade bidtica
(FUZINATTO, 2009).

De acordo com Knie e Lopes, (2004), os resultados das andlises
quimicas geralmente ndo proporcionam a resposta dos efeitos das
substincias sobre os seres vivos. Essa lacuna € preenchida pelos
métodos bioldgicos de avaliagdo, que, por meio de ensaios com
organismos vivos, oferecem outra dimensao no controle da qualidade da
dgua. Inserido nesse método de avaliagdo encontra-se a ecotoxicologia
que examina, através dos efeitos de toxicidade em seres vivos, a
concentracdo de uma substincia especifica, que possa ser toxica para a
biota aqudtica. De acordo com Matias, 1996 citado por Brentano, 2006,
a ecotoxicologia € uma subdrea da toxicologia ambiental, que estuda os
impactos de poluentes sobre organismos vivos ou ecossistemas,
considerando efeitos sinergéticos, antagdnicos, aditivos e somatorios.

Ainda segundo Knie e Lopes, (2004), a ecotoxicologia consiste
no uso de reativos bioldgicos para detectar as substincias toxicas
existentes no ambiente, a partir dos efeitos dessas substincias nos
mesmos.

No século XIX as andlises de comportamentos e reacdes de
contaminagdes do ambiente sobre os organismos despontaram o
emprego de seres vivos como indicadores de impactos ambientais.
Sendo que as primeiras avaliacdes foram as de contaminagdes por
atividades industriais por meio dos efeitos toxicos provocados em peixes
e no microcrustaceo do género Daphnia. Knie e Lopes, (2004), descreve



que em meados dos anos 50 os organismos-teste comecam a ser
selecionados de acordo com a sua importdncia na biota aquética,
considerando-se também diferentes niveis tréficos. Dentre os
organismos que foram utilizados nos anos 50 e 60, os que se
cristalizaram ainda s3o encontrados na maioria dos laboratdrios
ecotoxicolégicos do mundo. Além disso:

Os critérios decisivos da escolha das mesmas
espécies foram, sobretudo, as boas experiéncias
com seu manuseio e a sua importancia na cadeia
alimentar, bem como sua ampla disseminacdo e
facil disponibilidade (KNIE e LOPES, 2004,
p.18).

Assim com o passar dos anos a ecotoxicologia vem ganhando
grande importancia dentre os métodos de avaliagdo e monitoramento
dos recursos hidricos. Por se tratar de uma ci€ncia que tem como
vantagem detectar os elementos toxicos presentes, principalmente no
ambiente aqudtico, que sdo prejudiciais a biota analisada. Isso porque
nestes tipos de testes os seres vivos respondem aos efeitos perturbadores
provocados por substidncias toxicas existentes nos corpos d’agua
avaliados.

Para Brentano, (2006), devido a essas caracteristicas estes tipos
de testes resultam em uma avaliacdo mais segura do potencial toxico de
substincias em meios contaminados permitindo, assim, a apreciacdo do
seu risco para o ambiente.

No decorrer dos ultimos anos vem se ampliando, estudos em que
sdo avaliadas as substincias toxicas presentes no meio aqudtico a partir
das macrofitas lemnéceas.

As macréfitas lemndceas das espécies Lemna gibba e Lemna
minor vém sendo amplamente estudadas e sdo objetos de normatizac¢des
de testes de toxicidade (OECD, 2003).

Na Alemanha, por exemplo, as macréfitas lemndceas vém sendo
aplicadas em testes de toxicidade, isso por apresentar alta sensibilidade e
resposta rdpida as reagdes provocadas por elementos toxicos presentes
nos corpos d’dgua analisados.

Boudreau e colaboradores, (2002), por exemplo, verificou em
seus experimentos de avaliacdo de toxicidade, em que foram utilizados
cinco tipos de organismos-teste (as algas verdes da espécie Selenastrum
capricornutum e Chorella vulgaris, a macréfita lemndcea Lemna gibba
e 0s microcrusticeos Daphnia magna e Daphnia pulicaria), que a



Lemna gibba foi o organismo mais sensivel baseado na inibi¢do de
crescimento de 50% quando submetida ao elemento téxico PFOS
(Sulfonato de perfluoretano).

Atualmente existem diversas normatizacdes e dentre essas a mais
utilizada em artigos cientificos é a ISO/DIS 20079, que estabelece o uso
da macréfita lemnécea da espécie Lemna minor como organismo teste
na determinacdo de elementos téxicos existentes tanto nas dguas
naturais quanto nas dguas residudrias.

Assim sendo o presente trabalho vem apresentar as macrdfitas
lemndceas como uma alternativa de organismo-teste em experimentos
de ecotoxicologia desenvolvidos no Brasil. Sendo esses, direcionados
para a andlise dos efeitos provocados por elementos téxicos existentes
nos recursos hidricos.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Apresentar a utilizagdo de macréfitas lemndceas como uma
alternativa de organismo- teste em estudos toxicolégicos.

2.1.1. Objetivos Especificos

- Identificar e apresentar documentos internacionais que
normatizam a utilizagdo de lemnas em testes toxicolégicos;

- Resumir as etapas das metodologias apresentadas nos
documentos citados;

- Avaliar as vantagens e limitacdes das lemnas quando
comparadas a outros organismos utilizados em testes toxicoldgicos;



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Importancia dos testes toxicologicos

Os parametros de qualidade da dgua e efluentes no Brasil devem
estar de acordo com os requisitos instituidos pela Resolu¢do do
CONAMA 357 de 2005. As exigéncias dessa Resolucdo consistem no
estabelecimento de padrdoes quem vem a definir os limites mdximos
permitidos das varidveis de: coliformes, oxigénio dissolvido (OD),
DBO, solidos, fésforo, nitrogénio entre outros. Embora os parametros
fisico-quimicos sejam avaliados por meio de procedimento laboratorial,
nem sempre os resultados provenientes dessas metodologias sdo
suficientes para determinacdo quimica dos componentes que podem ser
prejudiciais aos ecossistemas. Esses efeitos sao levados em consideragio
e citados na Resolucio CONAMA 357 de 2005.

Art. 34. Os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser lancados, direta ou
indiretamente, nos corpos de &4gua desde que
obedecam as condig¢des e padrdes previstos neste
artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis:

§ 1o O efluente ndo deverd causar ou possuir
potencial para causar efeitos toxicos aos
organismos aqudticos no corpo receptor, de
acordo com os critérios de toxicidade
estabelecidos pelo 6rgdao ambiental competente.

§ 20 Os critérios de toxicidade previstos no § 1o
devem se basear em resultados de ensaios
ecotoxicoldgicos padronizados, utilizando
organismos aqudticos, e realizados no efluente
(RESOLUCAO CONAMA n°357, 2005, p.279).

Assim sendo, para avaliar os efeitos de certas substincias sobre a
vida aquadtica ensaios complementares em que sdo utilizados seres vivos
como bioindicadores sio necessarios (RUNBINGER, 2009).

A decisdo por um programa de testes de
toxicidade aqudtica visa corrigir as limitagdes
encontradas nas andlises quimicas ambientais
cujas concentracdes menores que os limites de
deteccdo dos métodos analiticos, ou dificeis de
serem analisadas, podem apresentar-se como um



perigo potencial para organismos aqudticos.
(MESSIAS, 2008, p.15).

Também, convém citar que o principio da toxicologia ambiental é
a andlise dos principais mecanismos que levam a degradacdo do meio
ambiente e da cadeia alimentar. Sendo que as problemiticas acima
citadas sdo provenientes do destino dos agentes tdéxicos, seus
metabdlitos e produtos sobre os organismos e populacdes. Dessa forma
essa ciéncia considera a sobrevivéncia humana dependente do bem estar
de outras espécies e, também, da existéncia de ar, d4gua, solo e alimentos
limpos. (FUZINATTO, 2009).

As finalidades das andlises toxicoldgicas sdo de se examinar em
qual dimensdo as substincias quimicas (isoladas ou misturadas)
manifestam seus efeitos e o quanto sdo nocivas para o ser vivo (KNIE e
LOPES, 2004).

Nesse sentido os testes anteriormente mencionados buscam
avaliar os efeitos sobre as fun¢des bioldgicas do organismo que possam
atingir diretamente as caracteristicas das comunidades existentes no
ambiente aqudtico tais como: reproducio, crescimento e morte.

Dentre os testes toxicoldgicos existentes, hd dois geralmente
aplicados classificados de acordo com a reacdo do organismo-teste
quando exposto ao agente toxico:

1. Testes agudos: Que identificam os efeitos imediatos e de
carater irrepardvel que o agente téxico provoca no
organismo (KNIE E LOPES, 2004), ainda:

Grande parte dos testes de toxicidade aguda
baseia-se na exposi¢do de grupos de organismos a
diferentes concentragdes da substincia a ser
testada através de diferentes diluicdes de uma
mesma amostra. A morte € a resposta mais
comum nos testes de toxicidade aguda
(FUZINATTO, 2009, p.45);

Pelo fato de serem de baixo custo e facil manuseio e fornecerem
resposta rapida dos organismos, quando esses S0 expostos a uma
determinada substincia téxica em curto periodo de tempo, os testes de
toxicidade sio amplamente utilizados (ARAGAO e ARAUJO, 2006).

2. Testes cronicos (subletais): Neste teste os danos do
agente toxico sdo identificados apds um longo periodo,



podendo as vezes ser percebido apds vdrias geracdes
(KNIE E LOPES, 2004).

Segundo Fuzinatto, (2009), os testes de toxicidade cronica
também provocam efeitos mais sensiveis no organismo-teste quando
exposto ao agente toxico (xenobidtico), podendo esse durar todo e/ou
parte do seu ciclo de vida.

Os efeitos adversos que ocorrem nos ecossistemas
aqudticos podem ser resultado de uma exposi¢do
direta ao téxico, o que ocasiona a morte do
organismo (efeito agudo) ou podem ser
decorrentes de efeitos subletais nos organismos,
que podem afetar no seu desenvolvimento e
reproducido (efeito cronico) (FUZINATTO, 2009,
p.44).

Os testes geralmente utilizados, agudo e cronico, possibilitam
determinar a toxicidade de um agente quimico, a partir dos resultados
encontrados, permitindo conhecer uma concentragdo confidvel, da
substincia quimica ou efluente, que possam ser langados no meio
ambiente (FINKLER, 2002).

Em uma avaliacdo toxicoldgica é extremamente importante a
coeréncia, qualidade, originalidade dos dados de teste, dessa forma faz-
se necessdrio uma andlise aprofundada dos resultados obtidos. De forma
a atender a essa necessidade existem critérios para estimar os resultados
provenientes desses tipos de ensaio.

Primeiramente os resultados devem ser representados
graficamente e também através de tabelas com os respectivos desvios
padrdo e valores médios, utilizando grandezas estatisticas adequadas.
Esse procedimento permite uma melhor visualizagdo dos resultados e
oferece um melhor entendimento do comportamento da amostra sobre o
organismo-teste durante a duragcdo do ensaio (KNIE e LOPES, 2004).

O recomenddvel é que sejam testadas pelo menos cinco
concentragdes de amostra de modo que ao menos duas apresentem mais
de 50% de efeito, sendo que esses valores devem estar entre 20% e 80%
do efeito. Essa medida é necessdria para a determinagao das relacdes de
concentragOes/efeito validas, pelo fato de que ao testar um niimero
suficientemente grande de concentracdes da amostra, podera se verificar
uma reproducio mais real do teste por meio dos dados resultantes.



A concentragdo efetiva (CE) se refere ao resultado do
procedimento  estatistico das relagdes de concentracdo/efeito,
representando a concentracdo de amostra na qual foi observado o efeito
da substancia teste (CEx; x = % de efeito). Um exemplo é a CES0 que
representa a concentracdo em que um efeito de 50% da substancia de
ensaio sobre o organismo — teste pode ser matematicamente esperada
(KNIE e LOPES, 2004).

As varidveis quantais, que indicam os efeitos agudos como
imobilidade, sdo geralmente determinadas da seguinte forma:

v CEO: concentragio mdaxima na qual ndo se
observa efeito;

v" CE50: concentracdo, calculada estatisticamente,
que provoca efeito a 50% dos organismos;

v CEI100: concentra¢do minima que provoca efeito a
100% dos organismos.

A CE50 ¢é determinada estatisticamente dos
valores de efeitos obtidos no ensaio, sendo que a
CEQ e a CE100 ndo entram no célculo, pois s@o
valores aproximados, cuja grandeza depende
exclusivamente da graduag@o escolhida para as
concentragdes da amostra e que ndo refletem
exatamente o efeito — zero ou o efeito de 100%
(KNIE e LOPES, 2004, p.74).

Olivi et. al., (2008), ainda definem alguns termos como mostra
a Figura 1:
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Dose Letal Média: dose de amostra
DL que causa mortalidade de 50% dos
0 organismos no tempo de exposicio

e condigdes do leste.

24a96h

Concentracio Letal Média: concen-
tragdio de amostra que causa mor-

CL,, talidade de 50% dos organismosno ~ 24a9h
tempo de exposicio e nas condiciies
do teste.
Concentracio Efetiva Média:
concentragiio de amostra que causa
um efeito agudo (imobilidade, por

= exemplo) a 50% dos organismos no
tempo de exposicio e nas condiciies
do teste.

CE 2oud8h

Concentracdo de Efeito nio Ob-
servado: maior concentragio de
agente toxico que nio causa efeito
deletério estatisticamente signifi-
calivo nos organismos no lempo de
exposiclio e nas condigdes do leste.

CENO T dias

Concentracdo de Efeito Observado:
menor concentragio de agente
Woxico que causa efeito deletério
estatisticamente significativo nos
organismos no tempo de exposicio
e nas condicdes do teste.

CEO T dias

Figura 1: Defini¢do de alguns termos utilizados em teste de toxicidade —
Fonte: (OLIVI et. al., 2008).

Os métodos de calculo da CEsj, segundo Knie e Lopes, (2004),
que podem ser seguidos sdo: Prébitas (FINNEY, 1971), Trimmed
Spearman-Karber (HAMILTON et al, 1977) ou determinada por
interpolagdo gréfica. Ainda:

Nos testes de toxicidade com substancias também
podem ser determinadas concentracdes limite,
indicando a partir de qual concentracdo da
substincia foi observado um efeito
estatisticamente significativo. As concentragdes
limiares sdo descritas como LOEC (menor



concentragdo de efeito observado) e NOEC
(maior concentragdo sem efeito observado)
(KNIE e LOPES, 2004, p.75).

A principal ferramenta utilizada para estimar valores de LOEC e
NOEC ¢ a variacdo de pardmetro medido e, esse em func¢do do grau de
exatiddo desejado, sendo essa quantificacdo proveniente de um nimero
alto de paralelos de concentragcdes testadas e de um intervalo estreito
entre as concentracdes (KNIE e LOPES, 2004).

Dessa forma ensaios toxicoldgicos utilizados como ferramenta de
avaliacdo ambiental sdo de grande importancia por identificar alguns
fatores que ndo sdo avaliados pelas varidveis abidticas, tais quais:
biodisponibilidade e a interacdo entre os efeitos de poluentes
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Vale ressaltar que:

Muitas vezes os sistemas bioldgicos ja reagem a
concentragdes de substancias bem abaixo dos
limites de deteccio por métodos de andlises
quimicas. Além disto, em fung¢do da resposta
integrada da matéria viva a todos os fatores
perturbadores, a reagdo dos organismos inclui
também os efeitos produzidos por substancias
novas na agua, formadas através de interacdes, as
quais, via de regra, se subtraem da andlise
quimica. Assim, os bioensaios permitem,
geralmente, uma avaliagdo bastante segura do
potencial téxico de substincias ou de meios
contaminados, permitindo também dedugdes
indiretas do seu risco para o meio ambiente e,
com muita cautela, para o homem (KNIE e
LOPES, 2004, p.16).

Zagatto et. al., (1998), por exemplo, sustenta que do ponto de
vista analitico e econdmico torna-se invidvel a caracterizacdo completa
de um efluente liquido devido ao alto grau de complexidade das
substincias presentes em sua composi¢ao.

As andlises quimicas devem ser executadas em laboratdrio, isso
exige um elevado custo e ndo é capaz de garantir a identificacdo de
todos os componentes toxicos existentes na substincia de ensaio. J4 as
avaliacdes toxicoldgicas, quando empregadas na andlise de efluentes,
objetivam indicar o efeito téxico provocado por todas as substancias
contidas nos efluentes e corpos d’dgua de maneira somatdria
(DANNENBERG, 1993; SAAR, 2005 apud RUBINGER, 2009).



Ainda para Runbinger, (2009), os métodos analiticos fisico-
quimicos isolados ndo sdo suficientes para quantificar os efeitos
provocados pelos compostos sintéticos sobre a biota, dessa forma faz-se
necessdrio a utilizacdo de avaliacdes da qualidade da dgua por meio de
testes de toxicidade.

No entanto, o monitoramento de cardter ecotoxicoldgico aliado
ao monitoramento usual executado através de parimetros fisicos e
quimicos permite avaliar de forma mais ampla os corpos d’dgua
complexos, ja que os resultados dos testes ecotoxicoldgicos
correspondem a resposta da biota ao conjunto de substincias que
compde o corpo d’4gua analisado (BRENTANO e LOBO, 2003).

A toxicologia € uma metodologia bastante eficiente segundo
Magalhdes e Ferreira Filho, (2008), pelo fato de possibilitar que os
organismos detectem concentrac¢des subletais dos agentes toxicos, assim
funcionando como ‘biosensores’, da qualidade da dgua.

Para Brentano, (2006), os estudos toxicoldgicos sdo importantes
ndo somente no que diz respeito a avaliacdo de efluentes complexos,
mas também na busca de medidas mitigadoras que possibilitem
minimizar o impacto ambiental por efluentes tdxicos e garantir a
manutencdo da vida aquatica.

3.2. Critérios para selecao de organismos-teste

Embora os testes toxicoldgicos sejam utilizados como principal
ferramenta de avaliacdo de toxicidade dos corpos d’dgua, nesses testes
observa-se que nem todos os efeitos analisados nos organismos vivos
poderio ser utilizados como objeto pritico. Os organismos utilizados no
ensaio devem ter um significado ecologicamente bem definido.

Assim sendo, para a aplicagdo da ecotoxicologia é necessdria a
selecdo de um organismo-teste. Existem critérios definidos para efetuar
a selecdo tais quais: disponibilidade e abundincia do organismo no
ambiente, facil cultivo em laboratério, conhecimento da biologia da
espécie. E, além disso, de preferéncia, que as espécies sejam sensiveis e
nativas do local de desenvolvimento do teste (BOHRER, 1995).

A sensibilidade, por exemplo, € o principal fator levado em
consideracio na selegio do organismo-teste. E preciso que a espécie seja
sensivel a uma diversidade de agentes quimicos, sendo que essa
sensibilidade deve ser relativamente constante de forma que possibilite
resultados precisos para garantir consisténcia nos resultados obtidos e
proporcionar exatiddo na reprodug¢do dos mesmos. Assim sendo, é
necessdrio o prévio conhecimento de caracteristicas bioldgicas da
espécie, tanto para o cultivo quanto para a reproducdo do teste, sendo
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essas: comportamento, reproducdo, hébitos alimentares, fisiologia. A
utilizacdo de espécies de pequeno porte e ciclo de vida ndo muito longo
se mostra ideal aos estudos ecotoxicolégicos em laboratério
(DOMINGUES e BERTOLETTI, 2006). Ainda:

Bioensaios com indicadores de ciclo de vida
curtos sdo de interesse em todas as perspectivas
ecoldgicas, particularmente quando  testam
amostras instdveis como efluentes. Existem
diversos seres que podem ser utilizados como
bioindicadores, sendo que a facil manipulacdo e a
rapidez na realizacdo de um ensaio sdo pontos
chave para sua aplicacdo principalmente no
ambito de mercado (RUBINGER, 2009, p.24).

Segundo Knie e Lopes, (2004), a partir de estudos realizados na
maior parte dos laboratdrios ecotoxicoldgicos do mundo, os critérios
decisivos para a escolha das espécies utilizadas como organismos-teste
foram, principalmente, boas praticas com o seu manuseio, o seu grau de
importancia na cadeia alimentar, bem como sua ampla disseminacio e
facil disponibilidade.

O organismo-teste deve ter alto grau de reagc@o as substincias
toxicas, de forma que o teste possa representar a realidade da melhor
forma possivel e de baixo custo. E, também de modo que os resultados
do ensaio possam ser mais facilmente quantificados por meio de
interpolacdo grafica e andlise estatistica, e, também, possam ser uteis
para o estudo dos riscos e prevendo, com maior exatiddo, os efeitos
ambientais da substancia téxica analisada (RAND e PETROCELI,
1985).

Ainda para os mesmos autores, oS pardmetros comumente
levados em consideragio na escolha do organismo-teste sio:
cosmopolitismo da espécie; nocdo de seus hdbitos alimentares, fisiologia
e biologia; uniformidade de suas populacdes e sua estabilidade genética,
indice de sazonalidade baixo; constante e apurada sensibilidade;
importancia comercial; facil cultivo em laboratdrio e, se possivel, para a
melhor representatividade dos ecossistemas, a espécie deve ser nativa.

Na ecotoxicologia, os estudos do efeito agudo de
produtos potencialmente téxicos ao meio
ambiente sdo utilizados organismos-teste como 0s
peixes, microcrusticeos e algas, por serem



sensiveis e representarem diferentes niveis
tréficos (MATIAS, 2003 apud FLOHR, 2007).

A escolha do organismo-teste na toxicologia ndo depende
somente de as suas caracteristicas serem semelhantes as caracteristicas
do homem, o fator mais relevante na escolha é a melhor sensibilidade
aos efeitos toxicoldgicos do agente téxico pesquisado.

Os critérios também levados em consideracdo para Knie e Lopes,
(2004), sao:

v" Disponibilidade: O organismo-teste deve estar sempre
disponivel. Neste caso deve haver a possibilidade de cultivar este
organismo ou manté-lo em laboratério sob condi¢des controladas;

v Sensibilidade: Os sistemas biolGgicos utilizados devem ter
sensibilidade equilibrada, dependendo da finalidade de utilizacdo, a
outras substancias de forma que reaja somente aos efeitos toxicos, pois
os organismos hiper-sensiveis podem transmitir resultados nao
relevantes a toxicidade, tais quais temperatura entre outros;

v' Reprodutibilidade: O organismo-teste deve ser submetido a
avaliacdo em que as condicdes sejam padronizadas, de forma que a
reacdo do sistema bioldgico a substincia téxica possa ser reproduzivel
sob as mesmas condi¢gdes. Esse procedimento garante a consolida¢do
estdtica do teste.

Rand, (1985), além de ratificar o critério de o organismo ser de
facil manipulagdo laboratorial também afirma que é fundamental a sua
representatividade em relacdo a um determinado grupo de importancia
ecoldgica. Além disso, o organismo deve gerar populagdes uniformes e
ser pertencente a uma familia que faca parte da cadeia alimentar do ser
humano.

3.3. Principais organismos-teste utilizados

A normatizacdo da ABNT (Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas) NBR 12.713, oficializa o uso da espécie de microcrusticeo
Daphnia similis como organismo teste em ensaio de toxicidade. Ja a
normatizacdo NBR 12.648 estabelece o uso da espécie de alga Chlorella
vulgaris como organismo-teste. E as normatizacdes NBR 12.714, NBR
12.715 e NBR 12.716, normatizam a utilizacdo de varias espécies de
peixes em avaliacdes toxicoldgicas (OLIVI et. al., 2008).

Ainda, de acordo com Olivi e colaboradores, (2008), a CETESB
(Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo) define as seguintes
normatizacoes:



a) L5.018 — Essa estabelece o uso do microcrustaceo
daphnia similis como organismo-teste nas avaliacdes de toxicidade;

b) L5.019 — Estabelece o uso de diversas espécies de
peixes como organismo-teste;

c) L5.020 — Estabelece o uso da alga Chlorela vulgaris
como organismo-teste;

d) L5.022 - Estabeleca o uso do microcrusticeo
ceriodaphnia diibia como organismo-teste;

e) 1L5.227 — Estabelece o uso da bactéria Photobacterium
phosphoreum como organismo-teste;

f) L5.228 - Estabelece o uso da bactéria Spirillun
volutans como organismo-teste;

g) L5.250 - Estabelece o uso do invertebrado (mais

conhecido como ouri¢o do mar) Lytechinus variegatus como organismo-
teste e
h) L5.251 - Estabelece o uso do missidiceo Mysidopsis
Jjuniae como organismo-teste.
A Tabela 3.3-1 apresenta os principais testes toxicoldgicos
normatizados no Brasil juntamente com seus respectivos organismos-
teste:

Tabela 3.3-1: Métodos de Testes de Toxicidade Normatizados por
Entidades no Brasil

Entidade

Normatizadora Tipo de Teste

NBR 15088.Toxicidade Aguda - Método de
Ensaio com Peixes

NBR 12713.Toxicidade Aguda - Método de
Ensaio com Daphnia spp. (Crustdcea, Cladocera)

NBR 13373.Toxicidade Cronica - Método de
Ensaio com Ceriodaphnia spp. (Crustdcea,
Cladocera)

ABNT NBR 12648.Toxicidade Cronica - Método de

Ensaio com algas (Chlorophiceae)

NBR 15308.Toxicidade Aguda - Método de
Ensaio com misidaceos (Crustdcea)

NBR 15350.Toxicidade Cronica de Curta Duragio
- Método de Ensaio com ourico - do - mar
(Echinodermata: Echinoidea)




Entidade

Normatizadora Tipo de Teste

NBR 12716.Ensaio de Toxicidade Aguda c/ Peixes
- Parte III - Sistema Fluxo Continuo

L5.018 Teste de Toxicidade Aguda com Daphnia
similis Claus, 1879 (Cladocera, Crustdcea)

L5.019 Teste de Toxicidade Aguda c/ Peixes -
Parte I - Sistema Estético

L5.019 Teste de Toxicidade Aguda c/ Peixes —
Parte Il - Sistema Semi — Estdtico

L5.019 Teste de Toxicidade Aguda c/ Peixes —
Parte III - Sistema Fluxo Continuo

L.5.020 Teste de Toxicidade com Chlorella
vulgaris

L5.022 Avaliagao de Toxicidade Cronica,
utilizando Ceriodaphnia dubia Richard, 1984
(Cladocera, Crustdcea)

CETESB L5.025 Agua: Teste para Avaliacio de Toxicidade
Aguda de Cianoficeas (Algas Azuis)

L5.227 Teste de Toxicidade com Bactéria
Luminescente Vibrio fischeri: Método de Ensaio

L5.228 Teste de Toxicidade Aguda utilizando
Spirillum volutans: Método de Ensaio

L5.250 Agua do Mar: Teste de Toxicidade Cronica
de Curta Duragdo com Lytechnus variegatus
LAMARK, 1816 (enchinodermata: echinoidea)

L5.251 Agua do Mar: Teste de Toxicidade Aguda
com Mysidopsis juniae Silva, 1979 (crustdcea:
mysidacea)

Fonte: Modificado de Rubinger, C. F., 2009.

Para Knie e Lopes, (2004), os organismos-testes que atendem aos
critérios de ensaios toxicoldgicos e sdo geralmente utilizados pertencem
as espécies de bactérias Pseudomonas putida e Vibrio fischeri, as algas
Scenedesmus  subspicatus e  Selenastrum  capricornutum,  0S
microcrusticeos Daphnia magna e Ceriodaphnia e peixes como Danio
rerio, Pimephales promelas, Leuciscus idus ou Poecilia reticulata.



As avaliacdes toxicoldgicas existentes atualmente que apresentam
os melhores resultados sdo mostradas resumidamente na Tabela 3.3-2:
com as respectivas denominacdes e organismos-teste.

Tabela 3.3-2: Principais tipos de bioensaios para avaliagdo de
ecossistemas aqudticos e de efluentes como um todo.

P p Tipo de Critério de ~  Organismo-
Nivel Tréfico Teste Teste Duracao teste
Agudo Mortalidade ~ 24n  DBrachionus
calyciflorus
Brachionus
Agudo Mortalidade 24/48h plicatilis
Artemia
Agudo Mortalidade 24h salina
24h Daphnia
Agudo Mortalidade pulex
. Ceriodaphni
Consumidores Agudo Mortalidade 24h a dibia
Thamnoceph
Mortalidade 24h alus
Agudo platyurus
Imobilidade/ Daphnia
Agudo Mortalidade 24/48h magna
Inibicao Thamnoceph
Parcial 15-60min alus
Agudo  Motilidade platyurus
Inibi¢do da oo
. . A . Vibrio
Decompositores Luminescén 15-30min .
. fischeri
Agudo cia
A Inibicao de Phaeodactyl
Cronico X 72h um
Crescimento .
Curto tricornutum
Produtores -
Inibicio de Pseudokirch
Cronico ¢ 72h neriella
Crescimento .
Curto subcapitata
Consumidores Cronico Reprodutlbll 48h Brac}.uonus
Curto idade calyciflorus




Tipo de Critério de Organismo-

Nivel Troéfico Duracao

Teste Teste teste
Cronico Mort/In. de 6dias Heterocypris
Curto  Crescimento incongruens
Decompositores Cronico Inibicdo de 24h Tetrahymena

Curto Crescimento thermophila

Fonte: Modificado de Rubinger, C. F., 2009.

Além dos organismos-teste, que foram anteriormente citados,
utilizados em ensaios toxicoldgicos existe uma metodologia proposta
por Dutka, (1989) citada por Messias (2009), em que sdo utilizadas
sementes de alface como organismo de ensaio. Nesse tipo de teste a
estimativa de toxicidade é efetuada por meio da avaliacdo da inibi¢do de
crescimento comparando as raizes submetidas ao elemento téxico com
as raizes inseridas na substincia controle, determinada pelo Clsy.

3.4. As Lemnas

O termo “Lemna” designa um género de planas aqudticas da
subfamilia Lemnoideae (Antiga familia Lemnaceae). Com origem no
latim, o termo limnus significa lago, com relacdo ao habitat natural
destas (SKILLCORN et. al, 1993). Embora a Ilemna tenha
cientificamente esse conceito, hd um esforco por partes de alguns
pesquisadores brasileiros em estender este termo para uma nomenclatura
popular, designando “lemna” como um nome popular, mais usual,
inclusive para outros géneros deste grupo botanico. Assim, nesse estudo
serd empregado diversas vezes o termo “lemna”, desconsiderando as
regras de nomenclatura cientifica, sob a qual o nome de um género deve
estar sublinhado, ou em itdlico, seguido de “sp”.

Com o aprimoramento e popularizacdo das técnicas de biologia
molecular o grupo botanico de macréfitas aqudticas, anteriormente
conhecidas como familia Lemnaceae, tem sofrido grandes mudangas em
sua classificacdo taxondmica. Pois a similaridade do DNA, utilizada
como pardmetro filogenético, tem influenciado a classificacdo de
diversos grupos bioldgicos. Deste modo, muitos especialistas tém
desconsiderado a familia Lemnaceae como tdxon passando este grupo a
ser uma sub-familia (Lemnoideae) dentro de Araceae.

De acordo com APGII - Angiosperm Phylogeny Group (2003),
considera-se a antiga familia Lemnaceae como a subfamilia
Lemnoideae. Contudo, no presente estudo foram utilizados os termos
“lemndceas”, ou apenas “lemnas”, como vocdbulos escritos na lingua
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portuguesa para designar este grupo botanico. Pois, na literatura
estrangeira encontra-se o termo duckweed como uma forma genérica e
popular de designar estas macrdfitas, o qual ndo ocorre no idioma
portugués.

A subfamilia Lemnoideae ¢ representada pelas menores
Angiospermas1 conhecidas em todo o mundo, sendo freqiientemente
confundidas com algas (SKILLICORN et. al., 1993). Porém sio
macrofitas (vegetais superiores), de hdbito aqudtico, possuidoras de
sistema vascular, produzindo flores e frutos. Todavia, a reproducdo
assexuada é a forma mais freqiiente de propagacdo (CROSS, 2010).
Possui um componente simplificado chamado de fronde que se trata da
fusdo de folha e caule, em uma unica estrutura. Esta familia esta
representada em todo o globo, sob os diversos climas, com exce¢do em
regides desérticas ou permanentemente congeladas. Apesar de tolerarem
temperaturas muito baixas (inclusive sobrevivendo ao congelamento),
estas se desenvolvem melhor em regides quentes (LANDOLT E
KANDLER, 1987.).

Dentro da cadeia tréfica as lemnas sdo produtores primarios,
servindo de alimento para pequenos animais, peixes e aves aqudticas. A
seguir encontra-se descrita a sua atual classificacio taxonOmica:

Reino: Plantae
Divisdo: Angiospermae
Classe: Monocotyledoneae
Ordem: Arales
Familia: Araceae (Lemnaceae)
Sub-familia: Lemnoideae

Atualmente existem 5 géneros: Lemna, Woflfia, Landoltia,
Spirodela e Wolffiella (POTT et. al., 2002) e aproximadamente 40
espécies (SKILLICORN et. al., 1993).

Essas macrofitas sdo plantas de rdpido crescimento, e por esse
motivo, se distribuem desde o Trépico até a Zona Artica, além de se
desenvolverem em dgua doce ou com pouca salinidade. Sdo geralmente
encontradas nos corpos d’dgua com salinidade até 4 g/L, desprovidos de
correnteza e interferéncias de ventos fortes. Esses locais sd0, na maioria

! Angiospermae: Divisdo do Reino Plantae que agrupa plantas superiores possuidoras de
sistema vascular e que produzem flores e frutos.



das vezes lagoas ricas em nutrientes em que as lemnas flutuam e se
proliferam formando densas populacdes (LANDOLT e KANDELER,
1987 apud, MOHEDANO, 2004). (Figura 2). As caracteristicas
anteriormente citadas proporcionam o seu uso em diversos tipos de
experimentos relacionados a fisiologia vegetal, morfogenética e
toxicologia (POTT, 2000). Contudo seu uso é variado podendo ser
utilizada em tratamento de efluentes e também como alimento para
alguns animais (ISLAM, 2002).

A

lemnaceas.

Figura 2: Distribui¢do de uma populagdo de macrofitas
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Figura 3: Areas em que existe a ocorréncia das lemnas — Fonte: Cross,
(2010).

Esses vegetais se propagam vegetativamente através da formagao
de varias frondes filhas a partir do amadurecimento de uma fronde mae.
Sendo que cada fronde filha nasce como um botdo na zona
meristemadtica (ao longo do eixo central) da fronde mae. Cada uma das
frondes se liga a fronde mée por meio de uma tira de tecido denominada
estipe. No momento em que a fronde filha amadurece a estipe rompe e
essa € liberada e imediatamente dard origem a novas frondes filhas a
partir do mesmo processo. A Figura 3 a seguir mostra a localizacio de
cada elemento acima citado:
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Legenda:

Ap: dpice;

B: base da macrofita;
Fy: fronde mae;

F,: frondes filhas da
primeira geragao;
F.: frondes filhas da
segunda geragdo;
Fl: flor;

Ne: nervo;

No: ng;

Ov: ovario;

Pa: Péapula;

Po: bolsa;

R: raiz;

RC: coifa e

STA: estame.

Figura 4: Representacdo do Sistema Reprodutor e Alguns Aspectos
Morfolégicos das Macréfitas Lemnéceas — Fonte: Cross (2010).

As lemnas sdo de fundamental importancia na cadeia tréfica dos
ambientes em que se reproduzem por fixar o carbono atmosférico
dissolvido e produzir biomassa de excelente qualidade nutricional. Deste
modo, muitos peixes, aves, anfibios, crusticeos, insetos e moluscos se
beneficiam ao dispor deste alimento. Maia e colaboradores, (2008),
afirma que “As lagoas de lemnas atuam na remog¢do de algas e geram
biomassa rica em proteina, que podem ser utilizadas como ragio
animal.”

Conforme descrito anteriormente sdo plantas de rdpido
crescimento. No entanto esse crescimento ocorre somente quando a
planta estd submetida a condi¢cdes ideais de: pH, temperatura,
luminosidade e nutrientes. De acordo com Culley e Myers et. al., (1978)
apud Franga, et. al., (2002), as lemndceas sdo vegetais de rdpido
crescimento, geralmente se proliferando em taxas exponenciais e
podendo dobrar a biomassa em 48h quando se encontram em condi¢des
ideais de luz, temperatura e nutrientes. O crescimento das lemnas pode
ser reduzido pela influéncia de fatores como: alta densidade de plantas,
falta de nutrientes, valores extremos de pH e competicio com outras
plantas pela falta de nutrientes.
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3.5. Caracteristicas que favorecem o uso das Lemnas como
organismo-teste

De acordo com as caracteristicas apresentadas no item 3.2, que
qualificam um organismo-teste, as macréfitas lemndceas preenchem
diversos requisitos exigidos, tais como:

Possuem a maior taxa de crescimento entre os
vegetais superiores;
v' Possuem alta sensibilidade, por apresentarem
respostas rapidas de toxicidade aos testes, e, ainda
v' Possuem facilidade de manejo e reprodugdo em
laboratdrio.

Tendo em vista essas caracteristicas atualmente na Alemanha,
efluentes (domésticos e industriais) devem ser submetidos a testes de
toxicidade. Os organismos geralmente utilizados nestes testes sdo
microalgas de dgua doce. Entretanto, esses organismos nem sempre
demonstram alto grau de sensibilidade como as plantas superiores
apresentando, assim, maior desvantagem em ensaios de toxicidade
ambiental (SALLENAVE e FORNIN, 2006).

A lemna € a principal planta utilizada em diversos experimentos
de morfogenética, toxicologia e ensaios relacionados a fisiologia por
possuir caracteristicas de se propagar rapidamente em pouco espago
fisico (POTT, 2000).

Newman, (1998) citado por Boudreau et. al., (2002), afirmam em
seus estudos que a Lemna gibba é a mais sensiveis no que se diz
respeito aos efeitos adversos de toxicidade. Isso por este organismo
representar o menor nivel tréfico em ecossistemas aqudticos,
desempenhar fun¢des importantes na biota aquética de dgua doce, como
a ciclagem de nutrientes e transferéncia de energia para os maiores
niveis da cadeia tréfica.

No teste de avaliacdo de toxicidade do PFOS (Perfluorooctanos
Sulfatos), por exemplo, a Lemna gibba apresentou maior sensibilidade
com relacdo a inibicdo de crescimento de 50% (ICsy) quando comparada
com as algas Selenastrum capricornutum e Chlorella vulgaris, e, com 0s
microcrustdceos marinhos Daphnia magna e pulicaria. A macréfita
apresentou um valor de ICsy quando submetida a uma solugdo de 31,1
mg/L. de PFOS. Esse valor foi determinado a partir do peso timido. O
resultado é 4,3 vezes menor do que para o microcrusticeo Daphnia
pulicaria, por exemplo, que apresentou essa inibicdo quando submetida
a uma concentracio de 134 mg/L de PFOS (Boudreau et. al., 2002).
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Apesar das vantagens comprovadas, ainda ndo existe uma
normatizacdo Brasileira para o uso destes organismos em testes de
toxicidade.

3.6. Normatizacoes existentes

Ap6s terem sido consolidados, os ensaios utilizando organismos
vivos, foram normatizados em seus respectivos paises de origem.
Depois, foram também padronizados internacionalmente pela OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) e pela
ISSO (International Organization for Standardization), por exemplo
(KNIE e LOPES, 2004).

Os testes com lemnas sdo os principais ensaios normatizados no
qual sdo utilizadas plantas superiores. Esse, atualmente, ¢&
preferencialmente aplicado para testes com produtos quimicos (Revisdo
do documento 221 da OECD) e 4guas residudrias (ISSO/DIS 20079) na
andlise dos possiveis efeitos adversos desses elementos sobre as plantas.
Em geral o ensaio em que € utilizada a normatizagdo ISSO/DIS 20079 é
realizado, basicamente, por ensaios comparativos entre padrdes
diferentes de solug¢des (contaminadas e ndo-contaminadas) nos quais sao
analisados seus efeitos finais sobre o crescimento vegetativo das lemnas.
De forma a reforcar o desempenho do teste, também sdo utilizados
sistemas de processamento automatico de imagens.

Sdo utilizadas, para a realizacgdo do ensaio utilizando a
normatizacdo ISSO/DIS 20079, as seguintes padronizagdes:

v" ISSO 5667 — 16: Qualidade da dgua (amostragem);

v ISSO 10260: Qualidade da dgua (medigdo de
pardmetros bioquimicos); e,

v" ISSO 17025: Requisitos gerais para a competéncia de
laboratérios de ensaio e calibragao.

3.7. Exemplos de testes toxicoldgicos utilizando lemnas

3.7.1. Avaliagdo de Toxicidade dos Sulfatos de
Perfluoroctanos (PFOS) (BOUDREAU et. al., 2002)

Os sulfatos de perfluoroctanos sdo compostos gerados por
producdo antrépica e amplamente utilizados em estabelecimentos
comerciais e inddstrias. Esses componentes sdo aplicados em:
inseticidas, revestimentos involucros de alimentos, anti-corrosivos, e,
principalmente, em espumas aquosas de combate a incéndio. Além disso
sdo encontrados em varias partes do meio ambiente mesmo em locais
distantes das dreas de sua producdo. O dltimo fator unido a sua alta
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resisténcia gera preocupagdes referentes aos seus possiveis efeitos em
ambientes aquaticos.

Assim sendo o objetivo dessa avaliagio foi determinar a
toxicidade do elemento PFOS em organismos de dgua doce. Dessa
forma metodologias de ensaios normatizadas foram utilizadas com os
seguintes organismos teste: algas verdes Selenastrum capricornutum e
Chlorella vulgaris, macroéfita aquatica Lemna gibba e os invertebrados
Daphnia magna e Daphnia pulicaria. Sendo que as metodologias
seguiram o0s seguintes protocolos: teste de inibicdo aguda de
crescimento das algas a norma ASTM, o teste de toxicidade aguda na
Lemna gibba os métodos de Greenberg et. al., (1992) e Marwood et. al.,
(2001) e o teste de toxicidade aguda da Daphnia seguiu orientacdes da
norma ASTM (Cargo: E 729-96; ASTM, 1999b). Os valores da
concentracdo sem efeito observdvel (NOEC) foram gerados a partir dos
pardmetros mais sensiveis para todos 0s organismos.

Apés a realizacdo das metodologias foi feito um comparativo
entre todos os resultados e reacdes provocadas entre todos os
organismos-teste. Os valores da inibicdo de crescimento para os
autétrofos (NOEC) foram: 5,3, 8,2 e 6,6 mg / L para S. capricornutum,
C. vulgaris e L. gibba, respectivamente. Baseado nos resultados de
valores de imobilidade o organismo mais sensivel foi a D. magna. O
organismo mais sensivel baseado na inibicdo do crescimento de 50%
(ICso) foi Lemna gibba, com um valor de ICs;, de 31,1 mg/L,
determinado a partir do peso timido. Isso é 4,3 vezes menor do que o
LCsq para Daphnia pulicaria que foi de 134 mg/L. Os efeitos adversos
significativos foram observadas para todos os organismos em
concentracdes de 134 mg/L. comprovando a maior sensibilidade do
organismo L. gibba.

Os resultados indicaram que sob condigdes de laboratério o
PFOS ¢ altamente téxico para organismos de dgua doce, em
concentracdes proximas de 100 mg/L. Baseado nas concentragdes
ambientais conhecidas de PFOS, que ocorrem de ng/L para g/L, ndo ha
risco aparente para sistemas de dgua doce.

3.7.2. Atribuicdo de Lemna gibba L. (lentilha) para
bioensaios na avaliacdo da ecotoxicidade in situ (MKANDAWIRE e
DUDEL, 2004)

De forma a reduzir as diferengas encontradas entre os resultados
de testes a partir de radionucleotideos e metais pesados, foram
selecionados alguns ensaios de toxicidade utilizando a lemna da espécie
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Lemna gibba, como organismo-teste. Esses testes foram efetuados
através de procedimentos padronizados com embasamento em literatura.

Os ensaios foram realizados diretamente nas minas de urdnio
abandonadas e em laboratério. O cultivo das lemnas, feito em
laboratorio, foi a partir de carga e meios semi - continuos. Os resultados
encontrados indicaram que os ensaios padronizados dessas plantas
precisam ser adaptados para prever as condigdes reais de campo. Esses
mesmos resultados demonstraram que o desempenho das culturas de
lemnas em campo foi melhor que as de laboratdrio, apesar de as culturas
de laboratério serem submetidas a concentragdes muito maiores de
nutrientes que as de campo.

A concentracdo de fésforo na mina, por exemplo, foi de 0,13 +
0,09 mg/L, enquanto a literatura mostra que o fésforo no meio de
cultura laboratorial foi de 13,6-40 mg/L. O crescimento laboratorial do
grupo de lemnas sofreu influéncia através das alteragdes provocadas
por: consumo de nutrientes, troca de fases de CO, e O, e as excrecdes de
substincias organicas pelos organismos-teste. O desempenho dos meios
de cultura semi-continuos foram relativamente melhores que os cultivos
em carga, mesmo apds a solucdo nutritiva ter sido diluida 10 vezes. O
desempenho do crescimento da Lemna gibba foi influenciado por anions
equilibrados com cdtions essenciais, apesar de as concentragdes de
cation ter sido iguais nos meios de cultura. No teste o melhor
crescimento observado foi nos meios de cultura com mais sulfatos do
que cloretos. Esse estudo citado foi realizado com embasamento em
vérios tipos de testes de toxicidade existentes na literatura ndo seguindo
um padrio.

3.7.3. Avaliagdo da Toxicidade de Nanoparticulas de
Oxido de Cobre a Partir de Imagem da Fluorescéncia da Clorofila da
Lemna gibba (PERREAULT et al., 2010)

Esse procedimento se trata de uma avaliacdo da toxicidade das
nanoparticulas de 6xido de cobre (Nps CuO) que sdo liberadas por tintas
anti-incrustantes de barcos. Sendo que a metodologia utilizada para
andlise do nivel de toxicidade desse elemento se deu a partir dos efeitos
dos Nps CuO sobre a atividade fotossintética através da fluorescéncia da
clorofila da Lemna gibba, por meio de andlise de imagens. O método
consistiu na exposi¢do da lemna a concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4 g/L de
Nps CuO por um periodo de 48 horas em um ambiente de teste com
temperatura e iluminag@o controladas. Ao final do ensaio determinaram-
se os teores de cobre dissolvido que foram: 3.29 + 0.13, 6.60 + 0.33, ¢
13.16 £ 0.63mg/L, para as concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4 g/L. de Nps
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CuO respectivamente. Esses resultados foram obtidos simultaneamente
em todas as amostras no periodo de 0, 24 e 48 horas de ensaio utilizando
o sistema de fluorimetria MAXI-Imaging PAM.

O resultado demonstrou que a substancia téxica provocou uma
forte inibi¢do no processo fotossintético da planta provocando a reducio
de seu crescimento. A partir da imagem de fluorescéncia foram
avaliados os diversos niveis de fotossintese, pois, por meio desse
procedimento foi possivel identificar a reducdo da superficie
fotossinteticamente ativa das folhas expostas a todas as concentra¢des
de Nps CuO. Essa metodologia mostrou que o Nps Cuo inibe o
transporte de elétrons associados aos rendimentos quanticos e
operacionais em etapas do processo de fotossintese. Foi constatado que
a supressdo nanofotoquimica da fluorescéncia como indicador de
dissipa¢do de energia que ndo € utilizada na fotossintese foi identificada
pelo aumento dos efeitos do Nps CuO. As condi¢es de ensaio nas
microplacas utilizadas nessa metodologia permitem quantificar elevados
nimeros de repeticbes para diversas plantas. Assim sendo essa
metodologia proporciona confianca na avaliagdo da toxicidade do Nps
CuO em ecossistemas aquaticos.

4. METODOLOGIA

Como forma de adquirir o embasamento tedrico para este estudo
primeiramente foi realizado um levantamento de normatiza¢des
internacionais existentes, que regulamentam a utilizacdo de macréfitas
lemniceas em testes de ecotoxicidade. Posteriormente essas
normatizacdes foram traduzidas e estudadas de forma a serem
elucidadas no trabalho. Além disso foram identificados os seus
principais pontos com o intuito de proporcionar um melhor
entendimento das caracteristicas dessas macrofitas que as tornam uteis
como organismo-teste. Esse procedimento foi cumprido para justificar o
uso das lemnas nesses tipos de avaliagdes. Dentre os documentos
revisados, os mais relevantes e utilizados na elaboracdo do presente
estudo foram as normatiza¢des ISO/DIS 20079 e a normatizacdo da
OECD, que padronizam testes toxicoldgicos com macréfitas lemndéceas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Até os ultimos anos as plantas superiores ndo vinham sendo

comumente utilizadas na avaliacdo dos riscos ecotoxicoldgicos porque
ainda ndo havia um sistema de testes padronizados disponivel. Assim
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sendo a Organizacdo Internacional de Normatizacio (ISO) e a
Organizacdo para a Cooperacdio Econdmica e de Desenvolvimento
(OECD) desenvolveram normas para a realizagdo do teste toxicoldgico
baseado na inibi¢do de crescimento das lemniceas com duracdo de sete
dias (ISO/DIS 20079 e normatizacdo da OECD). Como forma de
atender aos objetivos exigidos nesse trabalho serdo descritas a seguir as
metodologias regulamentadas por essas duas normatizagdes.

5.1. Exposicao das duas normatizacoes revisadas

5.1.1. ISO DIS 20079
Introducio da Normatizacdo

Caracteristicas e Morfologia das Lemnas

Pelo fato de as macréfitas lemnaceas atenderem aos principais
requisitos envolvidos na selecdo do organismo-teste tais como: elevada
taxa de crescimento, facilidade de cultivo em laboratério, alta
sensibilidade (conforme descrito no item 3.2) esse organismo foi
convenientemente utilizado nessa normatizac3o.

Essas macrdéfitas podem ser danificadas por constituintes dos
efluentes ¢ da dgua. A subseqiiente inibicdo de crescimento, devido a
esse fim, é calculada pela observacdo dos parametros (nimero de
frondes, drea das frondes, clorofila e peso seco) definidos por uma série
de métodos de célculo.

Valores de EC (Concentracdo Efetiva) sdo determinados de forma
a permitir uma avaliacdo dos efeitos toxicos de constituintes da dgua. A
avaliacdo de pelo menos dois dos parametros de observacdo se baseia
nas médias de taxa de crescimento especificas.

O teste € designado para medir as reacdes sobre as macrdfitas a
partir dos efeitos provocados por substincias dissolvidas existentes na
agua. Isso inclui a definicdo de uma etapa de dilui¢do fixa, ou uma
concentrag¢do de amostra na qual o parametro de observacio (endpoint) é
inibido em rela¢do a um percentual de um parametro controle definido.

“End point” é o estagio final apdés uma reacdo quimica ou

biolégica estar completa. Neste caso € o primeiro efeito adverso
observado, ou seja, o mais sensivel (RUBINGER, 2009).

5.1.1.1. Competéncia

Essa norma especifica um método no qual as reacdes provocadas
por substancias e misturas contidas na dgua sobre as macrofitas
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lemnaceas sdo identificadas através do pardmetro de inibi¢do de
crescimento. Sendo que também estdo inseridas nessa andlise dguas
residudrias de tratamentos municipais e efluentes industriais.

5.1.1.2. Principios

As plantas da espécie Lemna minor foram normatizadas para
crescer em monoculturas com diferentes concentragdes de substancias
de ensaio por um periodo de sete dias. O objetivo do teste € de
quantificar os efeitos relacionados da substancia de ensaio sobre o
crescimento vegetativo das macroéfitas durante este periodo. Essa
avaliagdo € feita com base na quantificagdo do niimero de frondes e da
biomassa (4rea total das frondes, peso seco e clorofila).

Para determinar os efeitos provocados pela substincia, a taxa de
crescimento contida nas solucoes de ensaio é comparada com as
solucdes controle. A inibicdo especifica provocada pela concentra¢io
estudada de x% ¢ definida e expressa como ErCx.

5.1.1.3. Referéncias Normativas

Os documentos a seguir referenciados sdo indispensdveis para
aplicar essa norma. Sendo que para referéncias datadas aplicam-se
somente as edi¢des citadas. Para referéncias ndo datadas aplica-se a
ultima edi¢@o do referido documento (incluindo algumas emendas).

ISO 5667-16: Qualidade da Agua-Amostragem-Parte 16-
Orientacao para amostras de bioteste;

ISO 10260: Qualidade da Agua-A medicio dos pardmetros
bioquimicos-Determinacdo Espectrométrica para a determinagdo da
concentracdo de Clorofila;

ISO/IEC 17025-Requisitos Gerais para a competéncia de
laboratdrios de ensaio e calibragao.

5.1.1.4. Interferéncias
As seguintes substancias podem vir a alterar os resultados do

teste:
° ndo solaveis,
. pouco soltveis ou volateis e
. substincias que reagem com a dgua de diluicdo ou meio

nutritivo ou alteram seu estado durante o ensaio, podem alterar os
resultados. (de acordo com a ISO 5667-16).

28



Dessa forma é necessario atengdo, em especial, no acimulo de
substincias na superficie, pois essas podem aumentar os efeitos sobre as
lemnas.

5.1.1.5.  Aparelhos Utilizados
A Normatizacdo determina o uso de equipamentos e materiais
especificos para a realizacdo deste teste.

v" Vasos Cilindricos (Copos de Vidro, Placas de Petri, Pratos
de Cristal);

v Tampas de Vidro;

v Instalagdes com Temperatura Constante e Iluminagéo;

v' Espectofotometro para acompanhar a clorofila (650 nm e
750 nm);

v Medidor (Lumino): Utilizado para medir a intensidade de
luz;

v pHmetro;

v' Vidraria (baldes volumétricos; cilindros graduados, pipetas e
placas de Petri);

v’ Sistema de Anilise de Imagem (Para medig¢do da 4rea e do
nimero de frondes);

v" Autoclave;

v" Dispositivo de filtragdo;

v’ Pinga.

5.1.1.6. Reagentes Utilizados no Teste

v' Agua de Diluicdo: E utilizada dgua destilada (ou deionizada)
ou dgua de pureza equivalente, condutividade de 10uS/cm;

v’ Acido Cloridrico: Concentracao (HCI) = 0,1 por exemplo;

v" Solug¢do de Hidréxido de Sédio: Concentragdo (NaOH) = 0,1
mol/L, por exemplo;

v" Solugdo Aquosa de Glicose: 1% (V/V);

v Agar;

v Meio Nutritivo: Para a avaliacio de dguas residudrias utiliza-
se 0 meio nutritivo de Steinberg modificado apresentado na Tabela 3,
sendo esse meio nutritivo preparado a partir de substincias simples. A
concentra¢do necessaria da pré-cultura e meio de ensaio sdo obtidas da
concentra¢do média preparada diluida dez vezes.
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Tabela 3: Meio de STEINBERG com o pH estabilizado
(Modificado de acordo com Altenburger)

Substance Nutrient medium
Macroelements mol weight mg/l mmol/l
KNO3 101,12 350,00 3,46
Ca(NOs), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KHzPO4 136,09 90,00 0,66
K;HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSQ, - TH,0 246,37 100,00 0,41
Microelements mol weight ugfl pmoll
HiBO: 61,83 120,00 1,94
ZnS0O;, - TH0 287,43 180,00 0,63
Na:MoOs - 2H.0 241,92 44,00 0,18
MnCls - 4H:0 197,84 180,00 0,91
FeCl; - 6H:0 270,21 760,00 2,81
EDTA = 372,24 1 500,00 4,03
#  Disodium ethylenedinitrilotetraacetic acid dihydrate.

Fonte: ISO/DIS 20079, 2003.

Para a avaliacdo das substincias tdxicas existentes na 4agua
(produtos quimicos) o meio nutritivo da OECD (SIS modificado) pode
também ser utilizado (Tabela 4). Para todos os testes, a concentragéo
dos respectivos meios nutritivos deve ser mantida constante em todos os
recipientes de ensaio e controle.
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Tabela 4: Projeto da OECD, Outubro de 2000 — Meios de Cultura para
Ensaio com a Lemna minor (Meio de crescimento Modificado da Norma

Sueca (SIS))
Substance Concentration Element Stock solution
Stock solution Medium 2
afl mg/l
MgS04 " THL0 15 75 NI® I
NaNOy 8,5 85 NI I
CaCl; - 2H:0 72 36 NI 1
Na;COs 4.0 20 NI %
KH:P Oy 1,34 134 NI I
HiBO3 1.0 1.0 NI A
MnCl; - 4H,0 02 0,2 NI 4
Na;MoOy - 2H.0 0,010 0,010 NI 4
ZnS0y4 - THL0 0,050 0,050 NI 4
CuS0, - 5H,0 0,005 0,005 NI 4
Co(NOs) - 6H.0 0,010 0,010 NI 4
Na;EDTA 0,28 1.4 NI Vie
FeCls - 6H:0 0,168 0,84 NI Vie
MOPS (buffer) ¢ 430 490 NI Vile

Fonte: ISO/DIS 20079, 2003.
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Tabela 5: Legenda e Consideragdes Referentes ao Meio de Cultura para
Ensaio com a Lemna minor - Projeto da OECD

pH adjustment Adjust to 6,5 £ 0,2 by addition of NaOH solutien (6.4) or HCI (6.5).

Sterlize stock solutions | to V by autoclaving (121 °C, 15 min) or by
membrane filtration (pore diameter 0,2 pm) ; stock solutions VI (and
optional VII) are sterilised by membrane filtration only (i.e. these should not
be autoclaved).

Sterilization

@ Concentration of substance in medium.

B NI = Not indicated.
& Added after autoclaving.

d  MOPS buffer is only required when pH control of the test medium is particularly important (2.g., when testing
metals or substances which are hydrolytically unstable).

Fonte: ISO/DIS 20079, 2003.

Em alguns casos pode ser necessdrio um meio de ensaio
adicional, principalmente quando sdo analisados efluentes provenientes
de mineragdo ou outras amostras contendo metais. Dessa forma utiliza-
se o meio de APHA modificado (sem EDTA) (Tabela 6), fazendo-se
necessdria a alteracdo entre a pré-cultura e o meio de ensaio. Apesar de
esse procedimento infringir diretamente uma das diretrizes dessa
normatizacao (nenhuma mudanca pode ser feita no meio de ensaio e nas
condi¢des do teste), porém, nesse caso € permitido o seu uso.
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Tabela 6: Meio de APHA Modificado

Substance Concentration Stock solution
Stock solution 2 Medium ® ¢
g/l mall
MgS0, - THO 14,7 147 c
NaNCs 25,5 255 A
CaCl; - 2H,0 441 441 B®
KCI 1,01 10,1 A
MNaHCO; 15,0 150 A
KHPO, 1,04 104 A
HsBO; 0,186 1.86 C
MnCl - 4H.0 0.4149 4,149 B
MnCls - 6H20 1217 1217 B
Na;MoO, - 2H;0 0,00726 0,0726 c
ZnClz 0.00327 0,0327 c
CuCla 8,0x10° 9.0x10° c
CoCl 0,00073 0,0078 c
FeCl; - 6H,0 0,16 1,6 B

Fonte: ISO/DIS 20079, 2003.

Tabela 7: Consideragdes e Legenda Referentes a Tabela do Meio de
APHA Modificado

pH adjustment Adjust to pH 8,30 immediately before testing

Sterilization None

a To prepare medium, add 10 ml of each stock solution to 970 ml Milli-Q water and aerate
vigorously at least 1 to 2 hours.

b Lemna to be used for festing must be acclimated for 18-24 hours in modified APHA medium
under test conditions.

e Concentrations of substance in medium.

d Acidify solution B to pH 2,0 to prevent precipitation. Protect the solution from light by stering in a
dark amber bottle.

Fonte: ISO/DIS 20079, 2003.
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5.1.1.7. Substancias Referéncia
v" Cloreto de Pot4ssio

v" 3.5 Diclorofenol

5.1.1.8. Organismos-Teste
Para utilizar essa norma a espécie recomendada de organismo-
teste é a Lemna minor. Caso haja necessidade de se utilizar plantas
provenientes de populagdo selvagem, essas precisardo da confirmacgdo
da sua taxonomia para puderem ser utilizadas.

5.1.1.9. Estoque e Pré-Culturas
v" Culturas Estoque
Cerca de 1% de Agar pode ser adicionado para o meio sélido. Em
condi¢des de baixa luminosidade, temperatura ambiente e pouca
evaporagdo as culturas podem ser mantidas por vdrios meses sem re-
inoculagdo. Sendo que as mesmas deverdo estar protegidas cobrindo-se
o tubo de Erlenmeyer com folha de aluminio.

v Pré-Culturas
As culturas utilizadas no teste de toxicidade devem ser elaboradas
de 7 a 10 dias antes do ensaio com o meio e condicdes de ensaio.
Observacdo: Pode ser necessdrio mais tempo de adaptacdo em caso de
alteracdo do meio nutritivo entre estoque e pré-cultura. Para ser utilizada
em testes de toxicidade, a pré-cultura de lemna deve satisfazer os
seguintes critérios de saide:
a) Crescimento préximo do exponencial;
b) O nimero de frondes na pré-cultura deverd ter um
aumento de sete vezes até o final de sete dias (i.e.u3
0,275 por dia ou duplicacio no tempo de 2,5 dia);
¢) A cultura deve ser composta de colonias jovens, de
rdpido crescimento, coloragdo verde vivo, sem lesdes
visiveis, clorose ou necrose;
d) Pequenas coldnias ou grande numero de frondes
isoladas € uma indicacgdo se stress ambiental;
e) A profundidade do meio deve ser de pelo menos 3 cm.
E importante citar que, de forma a minimizar o lapso de fases
causadas por interagdes entre as colOnias, deve ser assegurado que a
cobertura seja inferior a 50% da superficie total disponivel (sem
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aglomeracdo). Todas as coldnias utilizadas no ensaio devem ser
origindrias de uma mesma pré-cultura.

5.1.1.10. Procedimento
V' Geral

Primeiramente deverdo ser levadas em consideracdo todas as
recomendacgdes que constam na ISO 5667-16. Posteriormente deve-se
ajustar o pH da amostra em + 0,2 do valor do pH do meio nutritivo.
Sendo que para ajustar o pH podem ser adicionados solucdo de 4cido
cloridrico ou solugdo de hidréxido de sédio (constam no item 5.1.1.7).
Deve ser mantido o minimo de diluicdo. Nenhum ajuste pode ser feito
posteriormente.
Observagdo: Geralmente as lemnas ndo tém problemas de crescimento
quando submetidas a valores de pH entre 5 e 9. Assim sendo, o ajuste de
pH na maioria das vezes € desnecessdrio, mas isso somente se o valor
estiver entre 5 e 8 e dependendo da capacidade tampao.

A neutralizagdo nio € permitida se o efeito do pH influenciar o
resultado do teste ou, se for observada a modificacdo fisica (ou reacdo
quimica) devido ao ajuste do pH.

v’ Preparagdo da série de concentra¢@o para a avali¢cao do valor
ErCx

Para a estimativa dos resultados utilizando ErCx, € necessario um
nimero de concentracdes que possam definir um indice apropriado de
confiabilidade.

Um modelo de teste apropriado consiste em uma série geométrica
de pelo menos cinco concentra¢des. Ao menos um valor de inibicao
deve ser medido para o célculo do parimetro ErCx esse deve ser acima
ou abaixo do ErCx a ser estimado e trés ou mais valores devem ser
diferentes de 0% ou 100% de inibi¢do. Caso contrdrio os intervalos de
confiabilidade serdo muito grandes.

5.1.1.11. Teste
v' Teste para ErCx
Para a avaliacdo de ErCx (deve-se verificar paralelamente a ISO
5666-16), utilizam-se pelo menos trés repeticdes para cada valor de
concentracdo de substincias de ensaio e seis repeticdes para as
substancias controle.

v Teste para ErCy
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O numero de repeticdes depende fortemente do tamanho
esperado, coeficiente de variagdo e dos desvios tolerados. O coeficiente
de variacdo pode ser calculado a partir de testes com grande ndmero de
controles (verificar ISO 5667-16).

v Limite do Teste
Deve-se utilizar pelo menos seis repeti¢des para a concentracio
limite e controles.

v' Uso de Solventes e Dispersantes
Se o uso de solventes ou dispersantes ndo puder ser evitado
(concentracdes mdximas de 0,1 mg/L e 100 mg/L respectivamente),
utiliza-se um controle adicional com seis repeti¢des incluindo o solvente
ou composto quimico na mesma concentra¢do em todos os recipientes
replicados. Sendo que a concentracdo nio deverd apresentar nenhum
efeito toxico.

v Teste com as Substancias Referéncia
Deve-se realizar um teste utlizando 3,5-diclorofenol e/ou solug¢do

de Cloreto de Potassio (item 5.1.1.7).
*E,Cso (concentragdo para a taxa de crescimento de 50% referente ao
nimero de frondes) deve ser de um intervalo entre 1,8 mg/L e 3,6 mg/L
para 3,5-diclorofenol e entre 5,5 g/l e 10,0 g/LL para o Cloreto de
Potassio;
*As substancias referéncia podem ser testadas para a verificacdo do
procedimento de teste. E aconselhdvel testar as substincias referéncia
regularmente utilizando gréaficos de controle.

5.1.1.12. Nimero de Fronde e Inicio do Teste

Pelo menos dez frondes deverdo ser utilizados (de 2 ou 3 por
colonia), e menos de 16. Todas as frondes deverdo ter tamanhos
semelhantes satisfazendo tanto as condi¢des da pré-cultura quanto
inéculo para cada recipiente de ensaio. Caso se queira avaliar uma
inocula¢do aleatéria recomenda-se inserir uma das colOnias pré-
selecionadas em cada recipiente continuando esse processo até que cada
recipiente utilizado no teste contenha o mesmo nimero de folhas
necessdrio e todas de mesmo tamanho. E recomendado um recipiente
com um volume minimo de 100 mL. O didmetro do recipiente deve ser
escolhido de tal forma que a sobreposi¢cdo das frondes (mais de cerca de
50% de cobertura) ao final do ensaio possa ser evitada.
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5.1.1.13. Temperatura

A temperatura nos recipientes de teste deve ser de 24 + 2°C. Esse
valor de temperatura deve ser mantido durante a realizacdo do
procedimento de forma a evitar que o desvio de temperatura ultrapasse +
1% em todos os recipientes. A medicdo de temperatura deverd ser feita
pelo menos quatro vezes, além de ser recomendado o seu controle
continuo. Se os registros de temperatura sdo baseados em outras
medidas, diferentes dos recipientes de ensaio, uma relagdo deverd ser
estabelecida.

5.1.1.14. Luz

Devera ser utilizada iluminacdo de cor branca. Recomenda-se o
uso de radiacdo fotossintética ativa (PAR) com um sensor de quantum
esférico. A intensidade de luz deverd ser entre 85 uEm’z.s’1 e 125 pEm’
s (400 nm e 700 nm) sobre os niveis de dgua dos recipientes de
ensaio.

A intensidade da luz devera ser medida, em pelo menos 5 pontos
do local de teste. Sendo que dever-se evitar a variacdo de + 15% da
intensidade de luz selecionada. A luz lateral e inferior do recipiente de
ensaio deverd ser excluida, ou seja, o lado e o fundo do recipiente
deverdo ter cor preta. A medida de luz com fonte esférica que chega as
plantas inseridas na solucdo ensaio terd que ter cor clara.

Observagdo: O uso de um modelo aleatério com mudanca nas
freqiiéncias de observa¢do € recomendado, porém nio compensa altos
desvios de intensidade de luz e temperatura em diferentes lugares na
drea de ensaio.

Antes do teste de toxicidade € desejdvel a realizagdo de um ensaio ndo
téxico, no qual todos os recipientes de ensaio contenham o meio
controle. O coeficiente de variagdo de taxa de crescimento deve ser
menor que 10%.

5.1.1.15. Duragdo
O teste tem duracdo de sete dias.

5.1.1.16. Medic¢des e Observagdes
Deve-se medir o parametro basico (nimero de frondes). Um
segundo pardmetro de observacdo também deve ser obrigatoriamente
quantificado (4rea das frondes, peso seco e clorofila). O registro de
observacdo qualitativa de qualquer sinal visual de fitotoxicidade em
cada recipiente de teste ao final do ensaio sdo as demonstradas a seguir:
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a) Folhas de tamanho anormal;

b) Varia¢do do comprimento da raiz e sua destrui¢do;

¢) Local ou tamanho especifico da clorose ou necrose;

d) Perda de flutuabilidade, quebra das colonias e

e) Mudancas no meio de ensaio, contaminacio bacteriana
e qualquer outra alterac@o pertinente.

Observacdo: A clorofila pode ser quantificada de acordo com a ISO
10260. A drea e nimero de frondes podem ser quantificados utilizando
um sistema de andlise de imagens. O peso seco € quantificado apds a
secagem das colonias a uma temperatura de até 60°C até as mesmas
atingirem peso constante.

5.1.1.17. Sequéncia da medic¢io
Quantificam-se todos os pardmetros de observagdo escolhidos
para a medi¢do no inicio e no final do ensaio. Para a medicdo inicial de
clorofila ou peso seco inoculam-se os seis controles adicionais.
Realizam-se medi¢des aleatdrias de clorofila e peso seco nos controles.
O numero de frondes nos controles € medido pelo menos de cada 48 a
72hs.

5.1.1.18. Critérios de validade

Admitindo-se que todos os procedimentos recomendados tenham
sido cumpridos de forma correta e as condigdes respeitadas, o nimero
médio de frondes no controle devera ter uma taxa média de crescimento
especifico de pelo menos 0,275 por dia. Isso corresponde a um tempo de
duplicacdo de cerca de 2,5 dia, que representa um aumento de sete vezes
o numero inicial de frondes até o final do teste. As substincias 3,5-
diclorofenol e/ou Cloreto de Potdssio devem ser utilizados como
substincias referéncia. A inibi¢do de crescimento de 50% (E,Cso) deve
ser observada em uma concentra¢do na faixa de 1,8 e 3,6mg/L para o 3,5
diclorofenol e 5,5 ¢ 10mg/L para o Cloreto de Potéssio. E recomendada
a construcdo de gréficos de controle de forma a se obter maior qualidade
na apresentacdo dos resultados. Sendo que nesse procedimento as
recomendagdes constantes na norma ISO/IEC 17025 devem ser
atendidas.

5.1.1.19. Resultados Exibidos
Valores dos constituintes quimicos resultantes do teste de Inibicdo

Geral
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Deverdo ser elaboradas tabelas que apresentem as taxas € 0s
valores de inibi¢do de crescimento referentes a cada repeticdo. Também
deverd se encontrar os valores médios e desvios padrdo de todos os
pardmetros observados. Os valores de inibicdo sdo calculados a partir
das equacdes constantes na prépria norma que serdo apresentadas a
seguir. Os valores médios, coeficientes de variacdo das repeticdes e
curvas da concentracdo de resposta também deverdo ser apresentadas.

Estimativa da Taxa de Crescimento
A taxa de crescimento (r) é calculada através da seguinte
equacao:
Inx, —Inx
r= 2 Tl

t,—1,

Onde:

r - € a taxa de crescimento por dia;

X, - € o valor de observagdo para o parametro de ¢, dias, (d);
X, - 0 valor de observacdo para o parimetro de £, dias, (d);
t, —t, - & o periodo de tempo entre x;; € x,, em dias, (d).

Em geral sdo utilizados como dados basicos os valores
individuais das repeticdes.

E importante calcular a taxa de crescimento para todo o periodo
de teste, ou, utilizar uma razao fisica para selecionar apenas uma por¢ao
da curva de crescimento prevista.

Para cada concentragdo controle e teste, calcula-se a taxa média
de crescimento especifico com a estimativa das variancias.

Ap6s calcula-se o percentual de inibicdo de crescimento para
cada concentragdo teste através da férmula:

ir="""1 5100

rc
Onde:
ir - € a inibicdo da taxa média de crescimento especifico, em
(%);
rc - ¢ a taxa média de crescimento especifico da solucdo
controle;
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rt ¢ a taxa média de crescimento especifico da solugcdo dos
grupos de tratamento, em %.

Avaliacdo da Validade do Teste
Para todos os recipientes de controle, tabelas de valores
individuais, valores médios e coeficientes de variacdo para o0s
pardmetros quantificados deve-se calcular:
v A taxa média de crescimento especifico;
v" Tempo de duplicagio;
v’ Fator de multiplicagio no prazo de sete dias.

Para o controle do crescimento exponencial, a tabela de valores
médios e coeficientes de variacdo de todos os parametros de observagao,
medidos diversas vezes, deverdo ser apresentados com os valores
médios de:

v" Curvas de crescimento (em pardmetros de observagdo versus
tempo) ou;

v' Segmentagdo das taxas de crescimento (r versus tempo).
Para controles de qualidade adicionais:

v" Confirmagio de que os critérios de validade para o ensaio
toxicolégico foram todos cumpridos (usando gréfico controle).

5.1.1.20. Estimativa dos Valores de E,C, para o Numero de
Frondes e para o Segundo Parametro de Observagao
O modelo mais adequado recomendado € a regressdo ndo linear
da curva de concentracio resposta.

Observacdo: A aplicacdo da regressdo ndo linear pode auxiliar na
interpretacdo do teste, no qual, quando submetidos a altas concentragdes
da substancia teste, apds um crescimento inicial tem o maior
crescimento interrompido. Como conseqiiéncia (quase independente da

concentracdo) a inibicio de crescimento atinge valores entre 70 e 90 %.

5.1.1.21. Documentagdo dos Resultados

Os valores que foram calculados para E,C, (E,Cs E.Cyo, E.Cos,
E.Csp . E\Cy a medida que for mais apropriada) e o intervalo de
confianca que corresponde ao (95%) numero de frondes e o segundo
parimetro de observagdo sdo apresentados com a quantidade de
algarismos significativos necessdria. A resposta da concentracio em
massa dos componentes de dguas ou efluentes testados devem ser
apresentados graficamente e matematicamente, ou serem tabelados.
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5.1.1.22. Relatério do Ensaio
Essa normatizacdo recomenda que o relatério de ensaio deva
conter as seguintes informacoes:

a)
b)
c)
d)

e)

g)

h)

i)
k)
D

Nome do laboratério no qual o teste foi realizado;
Data e periodo do Ensaio;

Referenciar o método de ensaio que foi utilizado;
Organismo-teste (nome cientifico, origem, estirpe)
terapéutico ou de aclimagdo de pré-tratamento
(caso haja);

Descricdo do material utilizado no teste (nimero
do lote, data, origem e periodo de amostragem);
Amostra de pré-tratamento (pré-concentragdo,
homogeinizacdo, ajuste de pH, tipo de agente
neutralizante, pré-aeracio e preservacio, por
exemplo);

Dados, condensados ou transformados, derivadas,
incluindo, caso seja apropriado, os resultados dos
controles positivos e graficos de controle sdo
exigidos;

Dados fisicos e quimicos determinados no periodo
do teste (dados como temperatura, CO,, pH,
turbidez, precipitacdo, as possiveis alteracdes na
concentracdo da substancia, entre outros.);
Qualquer desvio na minuta do teste (solugdo
nutritiva, aeragdo, natureza da dgua de diluicdo,
temperatura, entre outros, nimero de organismos
ou a densidade de inoculo, niimero de repeticoes e
controles);

Meétodos para estimar o valor de os valores de EC;
Resultados do teste detalhados e

Caso necessdrio os comentdrios do teste.

Ao se efetuar uma breve andlise da metodologia citada pode-se
concluir que esse tipo de ensaio, pelo fato de ndo exigir materiais e
procedimentos mais complexos, ter baixo custo e curta duragdo (periodo
de sete dias apenas) pode ser facilmente realizado. Isso porque as
plantas utilizadas como organismo-teste sdo bastante acessiveis, pois se
proliferarem rapidamente e sdo encontradas em diversos paises. Além de
serem facilmente adaptdveis as condi¢cdes de cultivo. Ainda o
procedimento de cultivo das plantas, o manuseio dos materiais e, as
metodologias para obtencdo dos resultados sdo consideravelmente
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simples. O Brasil, por ser um pais que possui maior parte de suas dreas
com clima tropical, tem a vantagem de possuir como temperatura
ambiente a temperatura necessdria para a realizacdo do teste, ndo
necessitando de grandes alteracdes de temperatura durante o ensaio.

NAUMANN et. al., (2006), obteve sucesso com o uso dessa
normatizacdo para avaliar a toxicidade de dez metais pesados. Nesse
experimento foi estudada a taxa de crescimento das lemndceas nos
valores de 10, 20 e 50% e a fitotoxicidade provocada por cada metal
pesado. E, com base nos valores ErCs, (classificacio média dos
seguintes parametros de crescimento: nimero de frondes, peso fresco,
peso seco, clorofila e carotendide), a seguinte série de fitotoxicidade foi
detectado usando concentragdo molar: Ag™> Cd?"> Hgz"> TI?"> Cu?"™>
Ni2"> Zn?*> Co"> Cr(VI)> As(Ill)> As(V).

5.1.2. Normatizagdo OECD (Organizagdo para a Co-operagdo
Economica e de Desenvolvimento)
5.1.2.1. Introdugdo

Esse documento normatiza os procedimentos necessdrios para
efetuar testes de toxicidade com lemnas. Os procedimentos do método
que serdo mostrados a seguir foram validados e aprovados por entidades
regulamentadoras de teste.

Ensaios com Lemna gibba e Lemna minor que sao descritos nessa
normatizacdo. Essas duas espécies vém sendo amplamente estudadas e
sdo objetos de ensaio das entidades regulamentadoras de teste. Sendo
que a L. minor se caracteriza por ser uma espécie de lemna com frondes
simétricas ou levemente assimétricas, arredondadas, elipticas, achatadas
com até Smm de comprimento. Possui apenas uma fronde por raiz,
androceu com dois estames, ovdrio unicarpelar e frutos com uma ou
mais sementes com costeletas longitudinais e estrias transversais
(POTT, 1999). Ja a lemna da espécie L. gibba tem a caracteristica de
possuir duas frondes por raiz e flores. Também sdo constituidas por dois
estames sendo que cada um possui em sua parte superior uma antera
onde o pélen se desenvolve (CROSS, 2010). O género lemna ¢é de dificil
taxonomia devido a vasta gama de fendtipos existentes. Devido a
variabilidade genética nas respostas as substincias tdxicas puderem
ocorrer com as lemnas, atualmente os dados referentes a essa
variabilidade para que possa ser recomendado um clone especifico para
esse tipo de teste ainda sdo escassos. Assim sendo a normatizagdo ainda
apresenta uma breve descri¢do das espécies de lemnas que tém sido
utilizadas em ensaios de toxicidade. As espécies descritas na
normatizacdo sdo: Lemna aquinoctialis, Lemna major, Lemna minor,
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Lemna gibba, Lemna paucicostata, Lemna perpusilla, Lemna trisulca e
Lemna valdiviana. No procedimento do teste sdo tomadas medidas que
possam evitar o minimo de contaminagdo por outros organismos.

A normatizac¢do recomenda que devam ser descritos os detalhes
da solugdo testada nos ensaios com renovagao (semi-estatico e de fluxo)
e sem renovacdo (estdtico). Dependendo dos objetivos do teste e
requisitos exigidos recomendam-se o uso dos métodos semi-estdtico e
de fluxo, como, por exemplo, para as substancias da solu¢do que sdo
rapidamente perdidas, resultados de volatilizagcdo, fotodegradacdo de
precipitacdo ou de biodegradacio.

Como forma de verificar o procedimento do teste pode ser
utilizada a substincia de referéncia. Sendo a substincia recomendada,
por apresentar melhores resultados, a 3,5 diclorofenol. No local em que
o teste € realizado com menor freqiiéncia a normatizagdo sugere testar a
substancia referéncia pelo menos duas vezes por ano, isso, em paralelo
com a determinacio de toxicidade da substancia de ensaio.

5.1.2.2.  Principios do Teste

Assim como a normatizagdo ISO/DIS 20079 é recomendado o
crescimento das lemnas em monoculturas com diferentes concentra¢des
de ensaio por um periodo de sete dias. O teste visa quantificar os efeitos
sobre o crescimento vegetativo das lemnas pela acdo da substincia teste
durante esse periodo. Sendo que esses efeitos sdo quantificados por
meio de avaliagdes do nimero de frondes e também da biomassa (area
total de frondes, peso seco e peso fresco). Para quantificar os efeitos
relacionados a substancia, o crescimento que ocorre na solugéo teste é
comparado ao crescimento das lemnas em uma solug¢do controle em que
¢ especificada uma percentagem X de inibi¢ao de crescimento (50% por
exemplo). Essa inibi¢do é determinada e expressa como ECx ( ECsq por
exemplo). Além disso, e menor concentracio em que o efeito foi
observado (LOEC) e a concentragdo em que ndo foi observado efeito
algum (NOEC) podem ser determinadas estatisticamente.

5.1.2.3. Informagdes sobre a Substancia Teste.

Deverido ser utilizados os métodos analiticos, com sensibilidade
adequada para a quantificacio média da substincia teste. As
informacdes referentes a substancia tais como: pureza, solubilidade em
dgua, estabilidade em 4gua e luz, pressao de vapor, biodegradabilidade,
Pka e Kow, poderdo ser tteis para estabelecer as condicdes do teste.
Pressdo de vapor e a solubilidade em dgua poderdo ser utilizadas para o
cdlculo da Lei de Henry, que ird indicar as provdveis perdas

43



significativas durante o periodo de teste. Esse procedimento ird auxiliar
na decisdo das medidas que deverdo ser tomadas a fim de se controlar
essas perdas. Quando as informagdes de solubilidade da substincia de
teste ndo sdo concretas, recomenda-se avalid-las sob as condicdes de
teste, ou seja, crescimento médio, temperatura, sistema de iluminacdo a
serem utilizados no ensaio. Quando o controle do valor do pH for
importante no teste, como por exemplo em ensaios com metais ou
substancias hidroliticamente instaveis, é recomendada a adi¢do de uma
solucdo tampao ao meio de cultura. A normatizacdo ainda mostra os
procedimentos a serem tomados no caso de teste com substincias com
propriedades fisico-quimicas que as tornam dificeis de serem utilizadas.

5.1.2.4. Validade do Teste
Para que o ensaio seja valido deverd se verificar aumento de sete
vezes no periodo de sete dias, isso corresponde a uma duplicagdo do
nimero de frondes em um tempo inferior a 2,5 dias (60 horas).

5.1.2.5. Descri¢do do Método

Todos os equipamentos em contato com o meio de ensaio
deverdo ser de vidro ou outros materiais quimicamente inertes. As
vidrarias utilizadas no teste, para o cultivo e realiza¢do do procedimento,
deverdo ser esterilizados de forma a evitar o contato com contaminantes
quimicos que possam lixiviar o meio de ensaio. Os recipientes de ensaio
também deverdo ser amplos o suficiente para que as folhas das
diferentes colOnias existentes possam crescer sem se sobrepor ao final
do teste. Ndo importa se as raizes tocarem o fundo do recipiente de
ensaio, porém, a norma recomenda, que os recipientes de teste deverdo
possuir uma profundidade de no minimo 20mm e volume de 100 mL.
Vidrarias como frascos de Erlenmeyer, pratos de cristal ou placas de
Petri de dimensdes adequadas tem se mostrado uteis nesse tipo de
procedimento. Com o intuito de evitar contaminacio e evaporacio
acidental os recipientes de ensaios deverdo ser cobertos. Deve-se evitar
sombreamento ou alteragdes espectrais da luz nos recipientes de teste
durante o periodo do ensaio.

As culturas devem ser mantidas separadas dos recipientes de
ensaio. Obtém-se essa separacdo utilizando cimaras de crescimento
separadas. A temperatura e ilumina¢do devem ser controladas de forma
a se manterem constantes.
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5.1.2.6. Organismo Teste

O organismo teste recomendado por essa normatizacdo é a Lemna
minor ou a Lemna gibba. Esse material vegetal pode ser proveniente de
campo, de outro laboratério ou de uma colonia cultivada. Caso sejam
coletadas em campo, as macroéfitas deverdo ser mantidas no meio de
cultura utilizado no teste por um periodo de no minimo oito semanas
antes de serem utilizadas. Sendo que as macrdfitas coletadas em campo
devem ser provenientes de um ambiente distante de contaminacdo. J4 as
Lemnas obtidas de laboratério deverdo permanecer por no minimo trés
semanas no meio de cultura do ensaio antes de serem utilizadas.
Também € indicado o uso de espécies clone (se conhecidas).

As monoculturas que forem utilizadas deverdo estar livres de
contamina¢do por outros organismos como algas e protozodrios, por
exemplo. O uso de plantas sauddveis de Lemna minor consistird em
coldnias que compreenderdo de duas a cinco frondes por coldnia, ji a
Lemna gibba podera conter até sete frondes por colonia. O nimero de
frondes € utilizado pela normatizacdo como forma de quantificar o
material vegetal utilizado. Sendo que tem que haver cuidado na escolha
das macrdfitas necessdrias ao teste com relacdo a quantidade e
uniformidade das plantas, pois esses fatores influenciardo no resultado
da avaliagdo. Recomenda-se o uso de plantas jovens, de crescimento
rdpido, sem lesdes visiveis ou descoloracdo (clorose). E necessdrio
utilizar culturas de boa qualidade a fim de garantir um bom
desenvolvimento das colonias. Um grande niimero de frondes separadas
(sem coldnia) indica stress ambiental.

5.1.2.7. Cultura

Como forma de reduzir a manutencdo da cultura (quando a teste
de lemnas tiver um periodo aleatério, por exemplo) essa poderd ser
mantida a luz e temperatura reduzidas (4 a 10 °C). Sinais visiveis de
contaminagdo por algas ou outros organismo exigird a esterilizacdo de
uma sub amostra de frondes de lemnas seguido de transferéncia para um
meio fresco. Neste caso o restante da cultura contaminada poderd ser
descartado.

Pelo menos sete dias antes do teste as colOnias s@o transferidas
assepticamente a um novo meio estéril e cultivadas por um periodo de
sete dias nas condi¢des de ensaio.

5.1.2.8. Agua
Diferentes meios sdo recomendados para a Lemna gibba e Lemna
minor, como serd descrito a seguir. Deve-se ter considerdvel cuidado a
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inclusdo de um tampdao de pH no meio de cultura [MPOS(4-4cido
sulfonico morfolinepropano, CAS No: 1132-61-2) no meio da Lemna
minor e NaHCO; no meio da Lemna gibba] quando houver suspeitas de
que pode haver reacdo com a substincia de teste e influenciar na
expressdo da sua toxicidade. Também € recomendado, considerando que
os critérios de validade ensaio sejam atendidos, o uso do meio de
Steinberg anteriormente apresentado na Tabela 3(ver item 5.1.2.3).

5.1.2.9. Meio de Cultura da Lemna minor
O meio de crescimento e cultivo recomendado para a Lemna
minor é uma modificagdo do padrdo sueco (SIS). A composi¢do dos
nutrientes para a solucdo estoque utilizada no ensaio € apresentada na
Tabela 4.
Para preparar um litro do meio de SIS, os seguintes compostos
sdo adicionados a 900 ml de dgua deionizada:
- 10 mL de solugdo estoque I;
- 5 mL de solugdo estoque 1II;
- 5 mL de solugdo estoque III;
- 5 mL de solug@o estoque 1V;
- 1 mL de solug@o estoque V;
- 5 mL de solugdo estoque VI e
- 1 mL de solugdo estoque VII (opcional).

Observacdo: Outra solugdo estoque VII (tampdao MPOS) pode ser
necessdria para algumas substancias teste (ver item 5.1.2.3). O pH deve
ser ajustado para 6,5 + 2 com a solucdo de 0,1 ou 1 M HCI ou NaOH, e
o volume ajustado para um litro de 4gua deionizada.

5.1.2.10. Meio de Cultura da Lemna gibba

O crescimento médio, 20X-APP, é o recomendado para ensaio a
cultivo da Lemna gibba. Cinco nutrientes de solucdo estoque (Al, A2,
A3, B e C) so preparados para o meio 20X-APP, conforme o indicado
no anexo I da pagina 79. Para produzir o meio de cultura a solugéo
estoque € adicionada a aproximadamente 850 mL de 4gua deionizada. O
pH devera ser ajustado para 7,5 £ 0,1 com 0,1 ou 1 M HCI ou NaOH, e
o volume ajustado para um litro de dgua deionizada. O meio devera ser
filtrado em uma membrana de 0,2 pm e destinado a um recipiente
estéril.

De forma a permitir que o pH se estabilize o crescimento médio
destinado ao teste deverd ser preparado com antecedéncia de 1 a 2 dias.
Antes do uso do meio de cultura o valor de pH deverd ser analisado e
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ajustado (com a adi¢do de 0,1 ou 1 M HCI ou NaOH conforme foi
descrito anteriormente) caso seja necessario.

5.1.2.11. Solugdo de Teste

Geralmente as solucdes de teste sdo preparadas a partir da
dissolucdo das solugdes estoque. As solucdes estoque das substancias
teste sdo preparadas pela dissolu¢do da mesma no meio de cultura.

Normalmente, sob as condi¢des de ensaio, a maior concentracio
da substancia de teste ndo deverd exceder a sua solubilidade em dgua. A
flutuabilidade da lemna deverd ser notada, pois com isso a macrofita
poderd ficar exposta a substancias da interface ar dgua (substancias
pouco soltveis, hidrofébicas ou substincias de superficie, por exemplo).
Sob tais condi¢des de exposicdo vai resultar em outro material que na
solucdo e concentracio de teste poderdo, dependendo das caracteristicas
da substancia, exceder a sua solubilidade em dgua. Para substancias de
baixa solubilidade poderd ser necessdrio preparar uma solucio estoque
concentrada ou a dispersdo da substancia, utilizando solvente orginico
ou dispersante, a fim de facilitar a adi¢do de quantidades precisas da
substincia teste para o meio de ensaio, e, ainda, ajudar na sua dispersdo
e dissolucdo. E importante evitar o uso desses materiais. Ndo deverd
haver sinais de fitotoxicidade resultantes da utilizagdo de solventes
auxiliares e dispersantes. Geralmente sdo utilizados solventes que ndo
causam fitotoxicidade em concentragdes até 100 mg/L incluindo acetona
e dimetilformamida. Caso um solvente ou dispersante seja usado, a
concentracdo final devera ser descrita e mantida a um minimo (< 0,01%,
ie. < 100mg/L), e todos os tratamentos deverdo ter a mesma
concentracdo de solvente ou dispersante.

5.1.2.12. Procedimento
Teste e Grupos Controle
O conhecimento prévio da toxicidade da substincia teste para a
lemna podera auxiliar na selecio mais adequada da das concentragdes de
ensaio. Normalmente deverdo ser utilizadas pelo menos cinco
concentragdes dispostas em série geométricas, com um fator de
separagdo, de preferéncia, inferior a 3,2. O uso de quantidades de
concentra¢des inferiores a cinco deverdo ser justificadas. Recomendam-
se ao menos trés repeti¢des para cada concentracdo de teste e controle.
Para a definicio da gama de concentragdes de ensaio (por
telemetria e/ou para a toxicidade teste definitiva) deverdo ser
considerados os procedimentos a seguir:
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v' Se a determinagio for por ECx, as concentra¢des de ensaio
deverdo dar suporte ao valor de ECx de forma a manter um
nivel de seguranca apropriado. Caso se estime o ECsy, por
exemplo, a maior concentracio de ensaio deverd ser maior que
o valor de ECs,. Se o valor de ECs estiver fora do intervalo das
concentragdes teste, a associacdo dos intervalos de confianca
serdo grandes e ndo serd possivel prever de forma adequada do
ajuste do modelo;

v' Caso o objetivo seja estimar a LOEC/NOEC, a menor
concentracdo de ensaio deverd ser suficientemente baixa a fim
de que o crescimento nao seja significativamente menor do que
o crescimento da solucdo controle. Além de que a maior
concentragdo teste deverd ser alta o suficiente para que o
crescimento seja significativamente inferior a solug@o controle.
Se ndo for esse caso o teste deverd ser repetido utilizando-se
uma concentragdo diferente a cada intervalo (a menos que a
maior concentragdo esteja no limite de solubilidade ou o
mdximo limite de concentragio exigido, 100mg/L).

Cada teste devera ser constituido do mesmo meio nutritivo,
nimero de frondes, condi¢des ambientais e procedimentos de ensaio
antes da inclusdo da substancia teste. Em caso de uso de solvente ou
dispersante auxiliar, deverd ser incluido um tratamento adicional com
solvente/dispersante presentes na mesma concentracdo dos recipientes
com a substincia. O nimero de replicagdes dos recipientes de controle
deverd ser a mesma que as utilizadas nos recipientes de teste.

5.1.2.13. Exposicdo

Serd necessdria a transferéncia de coldnias contendo de 2 a 4
frondes visiveis, a partir de cultura de inoculo, por meio da distribui¢céo
aleatéria em cada recipiente sob condi¢des assépticas. Sendo que cada
recipiente deverd conter um total de 9 a 12 frondes. O niimero de
coldnias e folhas deverd ser o mesmo em cada recipiente. Recomenda-se
trés repeticdes para o ensaio, cada replicacdo devera conter inicialmente
de 9 a 12 frondes, esse procedimento é suficiente para detectar
diferencas de crescimento na faixa de 10 a 15% entre os tratamentos (4 a
7% da inibi¢do calculada pela taxa de crescimento).

E necessdria a locacio adequada dos recipientes de teste nas
camaras de ensaio para minimizar a influéncia das variacdes de
luminosidade e temperatura. Um reposicionamento aleatério dos
recipientes no instante em que as observacgdes forem feitas também serd
necessdrio (reposicionamentos feitos com maior frequéncia).
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Caso um teste de estabilidade mostre que a concentragdo de
ensaio ndo poderd ser mantida (ou seja, as concentracdes medidas
fiquem 80% abaixo da concentragdo inicial) no término do periodo do
teste (7 dias), € recomendado um regime semi-estdtico. Nesse caso as
colonias deverdo ser expostas a solugdo teste recém preparada e as
solucdes controle pelo menos duas vezes durante o ensaio (terceiro e
quinto dia). No entanto a frequéncia de exposi¢do ao meio fresco
dependerd da estabilidade da substancia. A maior freqiiéncia ¢é
necessaria como forma de manter a concentracdo de substincias
altamente instdveis ou volateis.

Para algumas substincias tais como: pesticidas, de aplica¢do
diretamente pelas folhas (pulveriza¢do) poderdo ser aplicdveis em caso
de esse fator ser considerado o cendrio mais provavel de exposicio e/ou
se exigido pela normatizacao.

5.1.2.14. Condicdes de Encubacio

Iluminacdo fluorescente continua branca devera ser utilizada no
ensaio para o fornecimento de intensidade de luz no intervalo de 6500 a
10000 a luz e a radiag@o fotossintética ativa (400 a 700 nm) de 85 a 125
HUE-2s-1. Deverao ser medidos os pontos de mesma distincia da fonte de
luz para as frondes das lemnas. As variacdes da intensidade de luz ao
longo da drea de teste ndo poderdo ser superiores a 15%. As formas de
medicdo da iluminacdo e os tipos de sensores utilizados para essa
finalidade poderdo influenciar o resultado do valor medido.

A normatizacdo recomenda uma temperatura de 24 + 2 no
ambiente de ensaio. O pH do meio de ensaio ndo podera ter um aumento
maior que 1,5 unidades durante o ensaio. No entanto, esse aumento ndo
invalida o teste quando todos os critérios de validade foram atendidos.

5.1.2.15. Duragdo
Sete dias apds a inoculagdo das Lemnas nos recipientes o teste é
finalizado.

5.1.2.16. Observagdes
Os ndmeros de frondes e colonias devem ser contabilizados no
inicio do teste, tendo cuidado de contabilizar todas as frondes visiveis.
Sendo que essa quantificacdo, juntamente com a aparéncia, s6 deverd
analisada no inicio e no fim do teste. Esses efeitos deverdo ser avaliados
por meio do valor da taxa média de crescimento especifico levando em
conta a duracdo total do ensaio. A contagem do nimero de frondes e
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coldnias ap6s periodos intermedidrios de exposicdo serdo necessdrios
caso seja imprescindivel a medi¢do da taxa de crescimento em intervalos
durante o periodo de ensaio. Neste caso o nimero de frondes terd que
ser determinado pelo menos uma vez a cada trés dias, ou seja, pelo
menos em duas ocasides durante o periodo do teste. Alteragdes no
desenvolvimento da planta (como tamanho das frondes, aparéncia,
clorose, necrose, quebra de coldnias ou perda de flutuabilidade,
comprimento da raiz, morfologia e avaria) também deverdo ser
observadas tanto como as caracteristicas significativas no meio de
ensaio (como presenca de material dissolvido, proliferacdo de algas no
recipiente de ensaio).

No ensaio, além da determinag@o de nimero de frondes os efeitos
da substincia sobre a biomassa final também deverdo ser levados em
consideracdo os seguintes parametros:

1. Area total das frondes;
2. Peso seco, ou
3. Peso fresco.

Sendo que desses trés o principal pardmetro de andlise é a drea
total das frondes seguida do peso seco e fresco. Os pesos fresco e seco
deverdo ser quantificados no inicio do teste, sendo esses provenientes de
uma amostra de cultura em inoculo, e no final do teste com o material
vegetal de cada recipiente de ensaio e controles. A drea poderd ser
mensurada para cada recipiente de ensaio e controle no inicio e ao final
do teste.

Os parametros anteriormente citados poderdo ser determinados
conforme a metodologia apresentada a seguir:

Area total da fronde: A drea total das frondes é determinada por meio de
andlise de imagem. Recipientes de ensaio e as macréfitas poderdo ser
analisadas pela captacdo de imagens através de camera de video e,
posteriormente, por imagem digitalizada. A partir de ajustes com
férmulas geométricas conhecidas as dreas totais das frondes poderao ser
determinadas. Possiveis interferéncias existentes na superficie do
recipiente de ensaio deverdo ser totalmente eliminadas. Existe também a
possibilidade, porém mais trabalhosa, de andlise desse pardmetro por
fotos. Quantifica-se a area dessa forma utilizando-se um analisador de
area foliar ou papel quadriculado. Outras técnicas também poderdo ser
apropriadas tais como: relagido do peso do papel entre a silhueta da drea
das coldnias e a unidade de érea.
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Peso Seco: As colonias devem ser recolhidas de cada recipiente de
ensaio e lavadas com dgua destilada ou deionizada. Apds esse
procedimento remove-se o excesso de dgua e a planta é seca a uma
temperatura constante de 60°C. Qualquer fragmento de raiz deverd ser
incluido. O peso seco deverd ser apresentado com uma precisdo de pelo
menos 0,1g.

Peso Fresco: As coldnias devem ser transferidas para tubos de
poliestireno (ou outro material inerte) com pequenos furos (Imm) e
fundo arredondado. Os tubos deverdo ser centrifugados a uma
freqiiéncia de 3000 rpm por um periodo de 10 minutos a temperatura
ambiente. Os tubos, contendo as coldnias, agora secas, devem ser
novamente pesados e o peso fresco deverd ser calculado subtraindo o
peso do tubo vazio.

5.1.2.17. Freqiiéncia das Medicdes e Determinacdes
Analiticas

No caso de utilizacdo do procedimento de teste estdtico devera se
medir o pH no comeco e no final do teste. J4 em caso de uso de
procedimento de teste semi-estitico o pH deverd ser medido em cada
lote fresco de solucdo teste antes de cada renovagdo e também nos
correspondentes gastos de solug@o.

A intensidade de luz da camara de crescimento, incubadora
deverd ser medida em pontos que tem a mesma distancia da fonte de até
as lemnas. A medi¢do terd que ser feita pelo menos uma vez ao decorrer
do teste. A temperatura do meio em um recipiente substituido devera
estar calibrada com o mesmo valor das cdmaras de crescimento. Ainda
recomenda-se a medi¢do didria dessa temperatura.

As concentragdes das substincias teste deverdo ser quantificadas
em intervalos regulares durante o ensaio.

Nos ensaios semi-estdticos, no qual ndo € esperado que a
concentracdo da substincia teste se mantenha a + 20% da concentracio
nominal, serd necessdria a observacdo de todas as solugdes de ensaios
preparadas no momento do teste e as mesmas solucdes a cada
renovacdo. Contudo, em ensaios em que a concentracdo inicial da
substancia teste ndo estiver dentro do pardmetro de + 20% da
concentra¢cdo nominal, mas se houver evidencias suficientes que
demonstrem que as concentragdes iniciais sdo estdveis e reprodutiveis
(ou seja, dentro do intervalo de 80-120% da concentracdo inicial), as
observacdes quimicas poderdo ser realizadas para testar apenas a maior
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e a menor concentracio de ensaio. De qualquer forma a determinacdo da
concentragdo das substincias teste antes da renovagdo sO precisard ser
executada em um recipiente replicado em cada concentracdo de ensaio
(ou contetido dos recipientes agrupados para a replicacéo).

Em caso de o teste de fluxo ser utilizado a norma recomenda o
uso de um regime semelhante ao de amostragem para testes em regime
semi-estatico, incluindo andlise no inicio, na metade e no fim do teste.
No entanto ndo serd necessario mensurar o gasto de solugdes neste caso.
Nesse teste também haverd a necessidade de avaliar diariamente a vazao
do diluente e substancia teste ou da solugdo estoque.

Caso se observe que a substincia testada no inicio do teste estd
dentro do limite de concentracio de + 20% da concentracdo nominal, as
andlises dos valores poderdo ser baseadas nos valores nominais. Em
caso de o desvio da concentracdo nominal ou inicial quantificada ser
superior a 20% as andlises deverdo ser feitas a partir da média
ponderada do tempo.

5.1.2.18. Limite do Teste

Em alguns casos quando uma avaliagdo preliminar indica que a
substincia de ensaio ndo é téxica em concentracdes até 100mg/L ou até
o seu limite de solubilidade no meio de ensaio (caso seja menor), um
limite do teste envolvendo uma comparagio das respostas de um grupo
controle e um grupo de ensaio (100mg/LL ou uma concentracio
equivalente a concentracdo limite de solubilidade), poderdo ser
realizadas. A normatiza¢do recomenda que essa seja acompanhada da
andlise da concentracdo de exposi¢ao.

Todas as recomendacdes descritas anteriormente e os critérios de
validades sdo aplicdveis dentro do limite do teste, com exce¢do do
numero de replicacdo do teste que deverd ser duplicado. O crescimento
do grupo controle e de tratamento podera ser analisado por meio de teste
estatistico para comparar as medidas.

5.1.2.19. Relatério e Dados
Tratamento dos Resultados
Na determinacdo do tempo de duplicagdo (Td) do nimero de
frondes aliado ao critério de validade para o estudo os seguintes
métodos devem ser utilizados com os dados dos recipientes controles:

r _In2
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Onde:
u -¢é a média de crescimento especifico.

Este teste tem como objetivo principal identificar os efeitos da
substincia teste sobre o crescimento vegetativo da Lemna. Assim sendo,
essa normatizagdo descreve os seguintes passos para efetuar essa
avaliacdo:

I. Taxa de Crescimento Especifico Médio: Esse é um
valor que deverd ser calculado com base nas
mudancas do ndmero e drea das frondes dos grupos
de tratamento e controle ao término do periodo de
teste (periodo de sete dias);

II. Biomassa Final: Esse parametro deve ser calculado
a partir dos dados de alteragdes no valor logaritmico
da drea total da fronde, peso seco ou fresco nos
grupos controle e de tratamento ao término do teste;

III. Area sob a Curva de Crescimento: Esse pardmetro
também deverd ser calculado com base na
informacdo de nimero de frondes determinados em
cada recipiente controle e de ensaio ao decorrer do
teste, entretanto deverd ser integrado um valor
logaritmico para o parAmetro de nimero de frondes
durante o periodo de exposicao.

Poderdo ser utilizados os dados de taxa média de crescimento
especifico do nimero de frondes para estimar a toxicidade, porém ¢é
preferivel utilizar os dados de medicdo da biomassa. (peso seco, peso
umido e drea total das frondes) isso porque algumas substancias podem
afetar o tamanho das frondes sem afetar a quantidade. Por ser um
pardmetro mais sensivel dentre os trés dados de medicdo da biomassa a
area das frondes é o dado de avaliacdo mais recomendado.

Caso o critério de tempo de duplicagdo seja atendido, porém
existirem evidencia de que os crescimentos nos recipientes controle nao
forem exponenciais, os periodos significativos de atraso forem
observados, ou se o curso da curva de crescimento ndo for constante,
entdo deverd se dar preferéncia, para a estimativa da toxicidade, a drea
sob o crescimento da curva ao invés taxa média de crescimento
especifico.

Os parimetros de crescimento registrados tais como: nimero de
frondes, drea das frondes, peso seco e fresco, deverdo ser descritos junto
com as concentracdes de ensaio em cada quantificagdo. As medi¢des
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posteriores tais como: LOEC, NOEC ou ECx terdo que se basear nos
valores das replicagdes individuais e ndo no grupo de tratamento.

5.1.2.20. Taxa Média de Crescimento especifico
Esse parametro deverd ser calculado para cada concentragdo
controle e de ensaio, levando em consideracdo o nimero de frondes para
cada recipiente duplicado, considerando controles e recipientes de
tratamento, e cada tempo de observacdo deverd ser plotado em um
grifico versus o tempo de duragdo do ensaio em valores de semi
logaritmo para a elaboracdo das curvas de crescimento. O valor de taxa
de crescimento média para um determinado periodo € calculada através

da curva logaritmica de crescimento que provém da equacao:

_ ln(Nj)—ln(Ni)

=] tj _ ti

Onde:

Wi - é a taxa de crescimento médio especifico do momento i
ao j;

N; - € o nimero de frondes observadas no recipiente de teste
ou controle no tempo i;

N; - é o nimero de frondes observadas no recipiente de teste
ou controle no tempo j;

t; - € o tempo inicial (inicio do teste) e

t - é o tempo final (fim do teste).

Caso ocorra um crescimento exponencial nos controles (ou um
crescimento préximo ao exponencial) e ndo havendo periodos
significativos de estagnacdo o curso da curva serd sempre constante, a
taxa média de crescimento poderd ser encontrada por meio da regressao
linear do grafico de Ln N versus tempo.

A porcentagem de inibicdo da taxa de crescimento poderd ser
encontrada a partir da seguinte equagao:

%I, :(,Ltc——,ut)xloo
lc

Onde:
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%1 - é o percentual da taxa de crescimento médio especifico;
Hc - € o valor médio de p para a solucdo controle e

- é o valor médio de u para o grupo de tratamento.

5.1.2.21. Biomassa Final
Esse pardmetro poderd ser calculado a partir dos valores de drea
das frondes, peso seco e peso fresco em cada recipiente no inicio e no
final do teste. Essa porcentagem média poderd ser calculada de acordo
com a equacio a seguir:

%I, :¥x100

c

Onde:

%1, - percentual de reducdo da biomassa;

b, - In (biomassa final) menos In (biomassa inicial) para a
grupo controle;

b, - In (biomassa final) menos In (biomassa inicial) para a

grupo de tratamento;

5.1.2.22. Area sob a Curva
A drea sob a curva poderd ser calculada para cada repeti¢do de
controle e tratamento por meio da férmula:

InN, -InN, InN,+InN, -In N, InN,_, +InN, -2InN
A=2 ‘2n Ozl+n L n2- n O(tz—t,)+...+n = n2” t O, —t,—1)
Onde:
A - € a area sob a curva de crescimento;
N, - € o nimero de frondes observado nos recipientes de
0
ensaio e controle no inicio do teste;
N - € o nimero de frondes observado nos recipientes de
1
ensaio e controle no tempo ty;
N, - é o nimero de frondes observado nos recipientes de
ensaio e controle no tempo t;
, - tempo da primeira medi¢do apds o inicio do teste;
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t - tempo do n" medido apds o inicio do teste.

A drea deverd ser calculada o periodo de teste total, ou uma para
apenas uma parte da curva de crescimento prevista. A drea média devera
ser calculada para cada concentracio teste e controle com a estimativa
de variancia.

O percentual de inibi¢do por meio da drea sob a curva podera ser
calculado através da férmula:

a

%I =@x100

c

Onde:

A, - € o valor médio para a drea sob a curva para o grupo
controle;

A - € o valor médio para a drea sob a curva para o grupo de
tratamento;

5.1.2.23. Concentracdo da Curva de Crescimento
A concentracdo da curva de crescimento relativas a porcentagem
de inibi¢do dos parametros de crescimento e o log da concentracdo da
substincia de ensaio deve ser plotado.

5.1.2.24. Determinagdo do LOEC/NOEC

Para estimar a LOEC e NOEC devera ser utilizada a ANOVA
para calcular a taxa de crescimento médio especifico, drea sob a curva
ou biomassa final e deverdo ser agrupados os desvios padrido residual
entre as repeticdes para cada concentragdo de ensaio. Posteriormente a
média resultante para cada concentracdo de ensaio deverd ser comparada
a controle (todos os controles deverdo ser agrupados, inclusive o0s
negativos e solventes controle, em caso de uso) utilizando um método
apropriado.

A norma recomenda um teste para a normalidade dos dados pelo
calculo pela estatistica de Shapiro Wilk, por exemplo, e, se a replicacio
dos dados revelarem uma estrutura de erros normalmente distribuida é
recomendada a realizacfio de um teste de homogeneidade das varia¢des
entre os grupos de tratamento como o teste de Bartlett’s ou Levene’s.
Caso as varidncias ndo sejam homogéneas, serd necessdria uma
transformacdo de dados antes de realizar a ANOVA. A transformacio
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logaritmica é recomendada para a taxa de crescimento médio especifico
na drea sob a curva e a transformacdo da raiz quadrada para a biomassa
final. A andlise ndo-paramétrica, como o teste de Wilcoxon Rank Sum,
por exemplo, poderd ser utilizada quando as suposi¢des de normalidade
e homogeneidade das substancias ndo sdo satisfeitas.

Se um teste unicaudal € utilizado para comparar as médias a
rejeicdo de hipdtese nula implica no resultado da média do grupo
controle ser superior ao do grupo de tratamento. Caso seja utilizado um
teste bicaudal a rejei¢do da hipdtese nula implicard ser menor (inibi¢ao)
ou maior (estimulo) que a média do grupo controle. Em caso de uso de
teste unicaudal ou bicaudal deverd ser utilizado um tipo de meio teste de
comparagdo. Além disso, o tamanho do efeito poderd ser identificado
pela ANOVA (diferenca minima significativa) e esse procedimento
deverd ser descrito.

5.1.2.25. Estimativa de EC,

A estimativa de ECy; (ECsy por exemplo) deverd levar em
consideracdo pelo menos um dos parametros de crescimento, niimero de
frondes, drea dos frondes, peso seco e peso umido. O valor de ECy
podera ser obtido por regressdo ndo linear pela curva de concentracdo-
resposta com a utilizagdo de uma funcdo matemdtica apropriada. As
funcdes apropriadas que sdo elaboradas para replicar os dados de
percentagem do nivel de inibi¢ao sdo:

L. A curva logistica;
II. Modelo normal acumulado;
III. Interpolagdo linear com “bootstrapping”.

As formulas para esses modelos poderdo ser resolvidas para
qualquer percentual x (50%, 20% e 10% por exemplo). O modelo de
interpolagdo linear € o mais adequado quando as respostas das
substincias de teste sdo diversas. Os trés modelos afirmam que 0% de
inibicdo corresponde a um valor de replicacdo equivalente ao controle e
que 100% de inibicdo correspondem a replicacdo de valor zero.
Consequentemente inclui os niveis de tratamento que tem valores
negativos para qualquer um dos “endpoints” que poderdo distorcer os
resultados provenientes dos modelos. Isso poderd resultar em uma
subestimacdo dos valores de ECx, particularmente no modelo
cumulativo normal.

A variag@o entre os tratamentos nao poderd ser constante nas
concentragdes levando-se em consideragdo que caso seja necessdrio,
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uma andlise ponderada em que o maior peso serd dado aos tratamentos
com menor variabilidade. Os valores extremos dos limites de confianga
de 95% em torno do ECx estimado deverd ser estimado sempre que
possivel. Assim sendo a curva ajustada devera ser parametrizada para
que o ECx de interesse e seu erro possam ser diretamente estimados. “A
qualidade do ajuste também deve ser avaliada, graficamente ou pela
divisdo da soma residual dos quadrados em “falta de ajuste” e
componente de erro puro” e deve se realizar um teste de significancia
para a falta de ajuste.

5.1.2.26. Relatdrio
O relatério de ensaio recomendado pela normatizagdo deverd
seguir as seguintes descricdes:

Substancia Teste
v Devem ser descritas as propriedades fisico-
quimicas e natureza fisica, incluindo a o limite de
solubilidade em dgua e percentual de pureza;
v' Dados de identificagdo (ndimero de CAS por
exemplo).

Espécies de Teste
v" Nome cientifico, clone (se conhecido) e origem

Condicoes de Teste

v

v" Procedimento de ensaio utilizado (estdtico, semi-
estatico ou fluxo continuo);

Duracdo do teste;

Meio Teste;

Descricao do experimento: recipientes de ensaio e

tampas, volumes das solucdes, nimero de frondes

e coldnias por recipientes de ensaio no inicio do

teste;

v Concentragdes de ensaio (nominais e medidas se
for o caso)e numero de repeticdes por
concentracao;

v' Meétodo para a preparagdo da solugdo estoque e
solucdes teste incluindo o uso de alguns solventes
ou dispersantes;

v Temperatura durante o teste;

ANRNIN
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AN NN

v

Resultados
v

AN

Fonte e intensidade de luz;

Valores de pH do teste e meio controle;
Concentragcdes das substancias de teste e os
métodos de andlise com dados de avaliagdo
adequados e de qualidade (estudo de validagdo,
desvios-padrdo ou limite de confiabilidade das
andlises);

Descricao dos métodos para a determinacdo do
nimero de fronde e outros pardmetros de
avaliacdo tais quais: darea das frondes, peso seco e
peso umido;

Todos os desvios da normatizagao.

Dados brutos: Numero de frondes e outros
parimetros em cada recipiente de teste e controle,
observacdo e ocasional andlise;

Médias e desvios padrdo para cada parametro de
avaliacdo;

Curvas de Crescimento para cada concentracio;
Tempo de duplicagdo no controle com base no
ndmero de frondes;

Estimativa da toxicidade por meio de ECso, LOEC
e NOEC, e os métodos estatisticos utilizados nas
suas respectivas determinagdes;

Qualquer estimulo de crescimento em qualquer
um dos tratamentos;

Qualquer sinal visual de fitotoxicidade bem como
observacdes das solucdes de teste;

Discussdo dos resultados, incluindo qualquer
influéncia sobre o resultado provenientes dos
desvios dessa normatizacao.

Ao analisar as duas normatizagdes citadas, pode-se verificar que

as duas tratam do mesmo tipo de teste, entretanto existem alguns pontos
que diferenciam uma da outra. Essas se distinguem com relagdo aos
seguintes parametros:

Organismo-Teste: A normatizagdo ISO/DIS 20079 apresenta

como organismo teste a espécie de Lemna minor ou o clone da mesma,
enquanto a normatizacdo OECD normatiza as espécies Lemna minor e
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Lemna gibba, além de outras espécies descritas em anexo na
normatizacao, para a realizacio do teste;

Tipo de Teste: A OECD sugere a realizacdo de dois tipos de teste:
sem renovagdo de meio de cultura (estitico) ou com renovacdo de meio
de cultura (semi-estatico);

Substincia de Referéncia: A normatizacdo ISO/DIS apresenta
como substincia referéncia o 3,5 Diclorofenol e o Cloreto de Potéssio,
enquanto a normatizacio da OECD normatiza apenas o uso do 3,5
Diclorofenol.

Ainda, entre as diferencas anteriormente citadas, a normatizagéo
da OECD apresenta alternativas que trazem algumas peculiaridades
quando comparada a ISO/DIS. Um exemplo € andlise da 4rea das
frondes sem a necessidade de espectrofotdometro, e sim com o uso de
fotos quantificando-se a drea por meio de um analisador de édrea foliar
ou papel quadriculado. A normatizac¢do ainda expde outras técnicas que
também podem ser apropriadas tais como: relacdo do peso do papel
entre a silhueta da drea das colOonias e a unidade de area. Além disso,
essa norma também descreve formas de evitar perdas significativas
durante o periodo de teste: “Poderdo ser utilizadas a pressdo de vapor e
a solubilidade em dgua para o cdlculo da Lei de Henry, que ird indicar
as provdveis perdas significativas durante o periodo de teste. Esse
procedimento ird auxiliar na decisdo das medidas que deverdo ser
tomadas a fim de se controlar essas perdas (OECD 221, 2003)”.

Com relacdo ao cultivo das macréfitas a OECD também se
distingue da ISO/DIS, pois essa recomenda que as lemnas coletadas em
campo devam ter um periodo de cultivo de pelo menos oito semanas
antes da realizacdo da pré-cultura. Outro diferencial se encontra no
momento de realizacdo do procedimento de teste que na normatizagio
da OECD sugere o uso de colonias de 2 a 4 frondes da espécie Lemna
minor enquanto na norma ISO ¢ utilizado somente coldnias de 2 e 3
frondes. Para contabilizar os resultados a normatizacdo da OECD
considera, além da taxa de crescimento E,C, também a NOEC e a
LOEC, enquanto a ISO utiliza somente a taxa de crescimento E,C,.

Com esse comparativo pode-se perceber que a normatizagdo da
OECD oferece alternativas que vém a tornar o teste de mais facil
realizacdo e também proporcionam maior precisdo na coleta de
resultados e procedimentos de ensaio.
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5.2. Vantagens do uso de lemnas em avaliacoes toxicologicas
quando comparada a outros organismos-teste.

De forma a apresentar as vantagens desse tipo de ensaio foi feito
um comparativo com a avaliacdo toxicoldégica utilizando outro tipo de
organismo-teste. Porém essa relacdo foi feita tomando o cuidado de
escolher um organismo de ensaio cujas caracteristicas dentro da cadeia
tréfica fossem semelhantes as das lemnas. Assim sendo relacionou-se o
teste apresentado nas diretrizes desse trabalho, nos quais as lemnas sdo
utilizadas como organismo teste, com 0s ensaios toxicoldgicos com o
uso de microalgas. Nesse confronto apontaram-se o0s principais
diferenciais entre os ensaios levando em consideragdo os seguintes
pardmetros: materiais utilizados no ensaio, procedimento de teste e
metodologias utilizadas para coleta de resultados.

Inicialmente foi feita uma breve andlise entre os equipamentos
utilizados em cada tipo de ensaio, levando em consideracio que
geralmente esses sdo os elementos de maior custo na realizacdo dos
testes. Conforme foi apresentado no item 5.1.1.5 do presente trabalho,
os equipamentos utilizados no teste da normatizagdo ISO/DIS 20079,
anteriormente citada, sdo basicamente: espectrofotdmetro, pHmetro,
medidor de luminosidade, autoclave, dispositivo de filtracdo e sistema
de andlise de imagem. J4 Torres (2008), descreve em seu experimento,
no qual sdo avaliados os efeitos téxicos provocados na alga azul
Minutocellus polymorphus quando expostas ao oxifluorfeno e ao
benzo[a]pireno, o uso dos seguintes equipamentos: autoclave vertical,
fluxo laminar vertical, incubadora refrigerada, radidometro,
espectrofluorimetro, centrifuga, microcentrifuga, butijdo criogénico e
freezer. Muitos autores prevéem o uso de maior parte desses tipos de
equipamentos pelo fato dos resultados serem baseados na andlise da
fluorescéncia da clorofila, ou, contabilizacdo de células conforme
descrito a seguir. Avaliando os dois ensaios citados, pode-se observar
que esse tipo de ensaio com algas demanda de maior quantidade e
modelos mais especificos de equipamentos, podendo vir a tornar mais
alto o custo do procedimento.

Ainda na metodologia do ensaio toxicoldgico de Torres (2008),
as pré-culturas devem ser mantidas em dgua do mar com salinidade de
329, além de necessitar que essa dgua seja previamente esterilizada em

autoclave por um periodo de 30 minutos a 130°C sob pressdo de
1,5kgf.cm™. O mesmo autor descreve que o ensaio tem uma duragio de
48 horas de exposi¢do das microalgas a substincia de teste. Ainda se
tratando das metodologias usadas em testes com microalgas, Ribas,
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(2006) observa por um periodo de 72 horas em sua metodologia, o
crescimento do nimero de células da C. vulgaris e S.capricornutum e,
determinacdo da atividade enzimdtica por meio de métodos
colorimétricos com embasamento em alguns autores. Essas foram
mantidas em condi¢des de teste a 25°C de temperatura, intensidade de
Iuz de 5000 Ix em Erlenmeyers de 250mL com rotagdo, por meio de
equipamento agitador, de 100 rpm. Salomén et. al., 2003,
semelhantemente, avalia em sua metodologia os efeitos provocados pelo
pesticida cipermetrina sobre o crescimento das microalgas Chlorella
vulgaris e Scenedesmus quadricauda a partir da observacdo do nimero
de células. Os testes toxicoldgicos com algas, quando comparados ao
teste com lemnas apresentam a vantagem de terem um periodo menor de
observacdo como, 72 horas (RIBAS, 2006), 96 horas (SAENZ e
ALBERDI, et. al., 1997). No entanto os procedimentos de realizagcdo do
teste e quantificagdo das células sdo mais trabalhosos pelo fato de ser
obrigatorio o uso de microscdpio e equipamentos mais especificos para
essa finalidade. Além disso, até mesmo a elaboracdo do meio de cultura
utilizado no ensaio mostra-se mais complexo quando comparado ao
teste com as macrdfitas lemnaceas em que o meio de cultura é realizado
apenas com a mistura de sais diluidos. Ainda a metodologia de pré-
cultura das lemnas consiste somente em deixar as macréfitas expostas
no meio de cultura por um periodo de sete dias (anterior ao inicio da
realizacdo do teste) nas condigdes de teste, tais como luminosidade e
temperatura  exigidas, mostrando-se menos complexo quando
comparado ao cultivo descrito no ensaio de Torres, (2008), por exemplo.
Com relagdo a quantificacdo de resultados os dois métodos de
ensaio sdo semelhantes, pois tratam estatisticamente os dados, através
das replicacdes de cada concentracdo de ensaio e controles. Contudo,
vale acrescentar que no teste toxicoldgico com as lemnas os dados
resposta coletados sdo contabilizados a partir do nimero de frondes
visiveis. Diferentemente do teste com algas onde se avalia,
microscopicamente, as células do organismo-teste contabilizando-as.
Efetuando-se uma andlise geral desse comparativo conclui-se que
o teste toxicoldgico realizado com as macréfitas lemndceas é uma
alternativa mais vidvel tanto economicamente, por necessitar de
materiais mais simples e de custo inferior, quanto no que diz respeito a
acessibilidade a sociedade por se tratar de um ensaio mais simples.
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6. RECOMENDACAO

Recomenda-se que os laboratérios que desenvolvem testes
toxicolégicos no Brasil passem a incorporar as avaliagdes com
macrofitas lemndceas. Isso pelo fato de esses organismos terem a
caracteristica de: serem encontrados facilmente, serem de facil cultivo e
manuseio, se adaptarem facilmente as condi¢des de ensaio e, serem
altamente sensivel as substancias toxicas.

No estado de Santa Catarina, por exemplo, existem muitas
propriedades voltadas a atividade de agricultura. Dentre a ampla gama
de produtos cultivados que causam impactos ambientais pode-se citar a
producdo de arroz como um dos principais. Isso por esse processo gerar
efluentes com grande quantidade de herbicidas prejudiciais a uma
diversidade de vegetais e plantas. Muitas vezes a sensibilidade dos
organismos-teste utilizados na avalia¢do de toxicidade desses herbicidas
pode ndo ser suficiente para detectar a concentracdo prejudicial as
plantas e vegetais. Nesse caso sugere-se 0 ensaio com as macrofitas
lemndceas como uma metodologia que pode vir a detectar com
seguranca a concentracdo toxica da substincia teste para esse tipo de
ecossistema.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo revela a potencialidade das macrdfitas
lemnéceas dentro do cendrio das ci€ncias ambientais, tanto na avaliagdo
de impactos como no tratamento de efluentes. Os diversos estudos,
apresentados aqui, demonstram a consolidacio do uso dessas plantas em
ensaios voltados a avaliacdo de riscos toxicoldgicos. Essa consolidacio
se dd devido as caracteristicas positivas e vantagens sobre outros
organismos-teste. E, também, por esse organismo possuir as
caracteristicas de: crescimento rdpido, ser cosmopolita (por estar
amplamente espalhada pelo mundo), fécil cultivo, ser bastante sensivel e
apresentar resposta rapida quando exposto aos agentes tOxicos.

Devido as caracteristicas citadas anteriormente foram estabelecidas
as normatizagdes para ensaios de toxicidade utilizando esses organismos
(AFNOR, (1996); ASTM, (1991); SIS, (1995); EPA, (1996); APHA,
(1992)) (CROSS, 2010). Essas normatiza¢des permitem a aplicagdo desses
testes disseminando-os de forma global priorizando a confiabilidade dos
dados. Dentre essas as normatizagdes mais observadas sdo a ISO/DIS
20079 e da OECD por esse motivo foram mencionadas no presente
trabalho. A partir dos documentos avaliados conclui-se que os testes que
utilizam as lemndceas sd3o mais simples metodologicamente,
necessitando de menos materiais e equipamentos, quando comparados
aos testes com microalgas.

Baseado nesse fator se recomenda o uso das lemnas no auxilio de
estudos e avaliacdes de monitoramento ambiental e a sua implementacio
nos laboratdrios do Brasil.
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ANEXO1

MEIO DE CULTURA 20X-APP

70



EON AAF growth medun

Sinck solutions AT, AZ, A3 and B are sierilised by amoclaving (1200°C, 13 miouiss) or by membranc
filtration (Rpproximalely 0.2 jem pore sie),

Shock solitman s only o be sieriised by membose Glimtics.

Saerile mock solutions should he ssored under ool amd dark condibons. Under thicse conditions the stods
sohlioms will bave o sheld Gis ol 6 — B wisks,

Stk S e @ jon | Cancemtraticn in Preparcd medien
salutien mslock preperes] medivm
Mo solution (gl (el 1"
e
Element Fuh.c:ﬂ.l:ullutl (gl
]t
AT NNy 7] 0 RN 190554
Mg Ak 0 Iz 244 Mg 38,08
Call 2H.0 44 H Ca 24.04
A MpsSDLTH i5 ) 8 38.2F
A FH PO 30 L4 _‘!lr B 9417
B HEO [T 37 [13 .65
MeChAH, 0 042 83 M 13
Fetlakid) R A k] Fe hih
M ELFT A 3H, 0 030 adl - -
Zntl, 33 mg.l’ i b n 1 pgt”
ol 6H,0 14mpl" gt Co Tingl!
Mo, THO T3mgl’ 145 pgt! Pl SR pp 1!
ol 2H,0 12 mg n24pel’ Cn 0y L
C MaHL, i5 300 P, C 220 43




APENDICE 1 N
ENDERECOS ELETRONICOS DAS NORMATIZACOES

72



As normatizagdes apresentadas neste trabalho podem ser
encontradas nos enderecos eletrdnicos a seguir:

e [SO/DIS 20079:
</http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue tc/catalogue d
etail.htm?csnumber=34074>.

e OECD 221:
http://www.oecd-library.org/contet/book/978926401694en.

Observacdo: As normatiza¢des ndo foram diretamente inseridas
no presente trabalho por motivo de estarem sob direitos autorais.
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