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RESUMO

Os estudos de Avaliagdo e Identificacdo da Toxicidade (AIT) envolvem um conjunto de procedimentos, efetuados em trés
fases progressivas (caracterizacdo, identificacdo e confirmagéo), nos quais amostras toxicas sdo submetidas a tratamentos
fisicos e quimicos, com o objetivo de identificar os compostos causadores dessa toxicidade. As manipulag¢des relativas
as Fases I e/ou II desses estudos foram aplicadas a amostras de dgua superficial coletadas no Rio Baquirivu-Guagu (Bacia
do Alto Tieté), no periodo de 2003 a 2005. Para avaliar os efeitos toxicos, foram realizados testes de toxicidade aguda
com Ceriodaphnia dubia. Os resultados obtidos nos experimentos da Fase I indicaram compostos orgénicos ndo polares
(normalmente presentes em esgotos domésticos sem tratamento) como agentes responsaveis pela toxicidade de duas amostras.
J& para uma terceira amostra foram evidenciados metais catidnicos como provaveis agentes tdxicos, sendo que manipulagdes
da Fase II permitiram identificar o zinco como responsavel pelo efeito agudo ao microcrustaceo.
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ABSTRACT

Toxicity identification evaluations in Baquirivu-Guacu River

Toxicity Identification Evaluation studies (TIE) include a set of procedures, conducted in three progressive phases
(characterization, identification and confirmation), in which toxic samples are submitted to physical and chemical treatments,
with the purpose of identifying the causes of toxicity. Manipulations relative to Phase I and Phase II TIE procedures were
applied to superficial water samples collected in Baquirivu-Guagu River (Alto Tieté Basin), between 2003 and 2005. Acute
ecotoxicological assays with Ceriodaphnia dubia were performed. Results from Phase I experiments showed non polar
organic compounds (commonly present in non-treated domestic sewage) as responsible for the toxicity of two samples.
With a third sample, results indicated cationic metals as probable toxic agents and Phase II manipulations permitted
identifying zinc as the responsible for acute effects to the microcrustacean.

Key words: Ceriodaphnia dubia, surface waters, toxicity, toxicity identification evaluations.

INTRODUCAO efluentes, podem constituir misturas complexas, com a
coexisténcia de diferentes substincias em concentragdes toxicas.
Desenvolvidos inicialmente para avaliar a toxicidade de Visando a identificagdo dos agentes responsaveis pelos

substéncias quimicas e para o controle do langamento de  efeitos toxicos de efluentes, de forma que medidas mitigadoras
efluentes liquidos (USEPA, 1985; CETESB, 1990), os testes  possam ser implementadas e, posteriormente, avaliadas quanto
de toxicidade com organismos aquaticos rapidamente se 2 sua eficiéncia, foram elaborados protocolos para a execugio
estenderam ao diagnostico da qualidade de aguas superficiais  de Estudos de Avaliacdo e Reducdo da Toxicidade. Um dos
(de Vlaming ef al., 2000), as quais, de modo similar aos ~ componentes desses protocolos sdo os estudos para Avaliagdo

*Corresponding author: Sandra Valéria Buratini, e-mail: sandrab@cetesbnet.sp.gov.br.

257



258 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 2, n. 3, 2007

e Identificacdo da Toxicidade que, efetivamente, destinam-
se a identificacdo dos agentes toxicos (Burkhard & Ankley,
1989).

Tais estudos tém sido igualmente conduzidos com amostras
de aguas superficiais, com o proposito de identificar as fontes
pontuais e/ou difusas responsaveis por sua toxicidade (Bailey
et al., 2000; de Vlaming et al., 2000; Werner et al., 2000),
permitindo que medidas eficientes de controle possam ser
adotadas. Segundo Waller et al. (2005), esses procedimentos
devem ser introduzidos no monitoramento de ambientes aquaticos,
sendo necessarios ao “restabelecimento das comunidades e a
protecdo da integridade desses ecossistemas”.

Os estudos de Avaliagdo e Identificagdo da Toxicidade
procuram isolar os agentes toxicos presentes em uma amostra,
em funcdo de sua reagdo a uma série de manipulagdes fisicas
e quimicas, abrangendo trés fases progressivas:

Fase I ou fase de caracterizacfo: a amostra ¢ dividida
em aliquotas e cada uma destas ¢ submetida a uma manipulacéo
fisica ou quimica diferente, de modo a remover, alterar ou tornar
biologicamente nio disponivel determinado grupo de agentes
toxicos. Com as subamostras resultantes de cada manipulagio,
realiza-se um teste de toxicidade para detectar auséncia, reducéo
ou continuidade dos efeitos, gerando informacdes sobre a
natureza do agente toxico.

Fase II: corresponde a fase de identificag@o, em que as
técnicas de fracionamento das amostras toxicas sdo aplicadas
em conjunto com analises quimicas, voltadas a identificagdo
dos contaminantes suspeitos.

Fase III ou fase de confirmacio: destina-se a confirmar
a identificag¢do do agente toxico.

Com o objetivo de apontar os agentes causadores da
toxicidade, repetidamente observada em aguas superficiais de
alguns pontos da Rede de Monitoramento do Estado de Sao
Paulo, a CETESB iniciou, em 2003, a implanta¢io dos estudos
de Avaliacdo e Identificagdo da Toxicidade, com amostras
coletadas no Rio Baquirivu-Guagu, situado na Bacia do Alto
Tieté, Zona Metropolitana. Trata-se de um manancial
hipereutréfico, cujas dguas vém constantemente sendo
enquadradas nas classes ruim e péssima. As elevadas
concentragdes de fosforo total e surfactantes, bem como as
altas densidades de coliformes, refletem o aporte de esgoto
doméstico sem tratamento. Também tém sido detectados nas
amostras altos teores de metais (sobretudo aluminio, cobre
e zinco), provenientes, provavelmente, das atividades agricolas
e industriais (galvanoplastia, entre outras), desenvolvidas nas
adjacéncias e a montante (CETESB, 2003). Como conse-
quiéncia, todas as amostras coletadas nesse ponto nos anos de
2003 a 2005 causaram efeito agudo a Ceriodaphnia dubia,
tendo sido recomendada a investigacdo das causas efetivas
para direcionar e otimizar as a¢des de controle.
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MATERIAL E METODOS

Fase 1

Os experimentos relativos a Fase I foram conduzidos
com trés das quatro amostras de agua superficial (amostras
1,2 e 3), coletadas no Rio Baquirivu-Guagu entre 2003 e 2005.

Foram seguidos os procedimentos descritos em USEPA
(1991), incluindo, no dia da entrada da amostra, a realizagio
de analises fisicas e quimicas rotineiras (pH, oxigénio dissolvido,
condutividade, dureza e amonia total) e de um teste de
toxicidade aguda inicial, com o objetivo de obter a CL50;24h
e definir as concentrag¢des a serem utilizadas nos ensaios com
as aliquotas manipuladas. Nos dois dias subseqiientes, aliquotas
da amostra foram submetidas a diferentes manipulagdes (Tabela
1) e avaliadas quanto a toxicidade. Ressalta-se que algumas
manipulagdes foram efetuadas no pH inicial da amostra e,
também, nos pHs 3 e 11 (tais alteragdes de pH afetam
solubilidade, polaridade, volatilidade, estabilidade e especiagdo
de compostos, o que pode mudar sua biodisponibilidade e,
conseqiientemente, sua toxicidade).

A cada dia de manipulagdes foi efetuado um teste-base,
ou seja, um teste de toxicidade com a amostra ndo manipulada,
para avaliar a alteracdo dos efeitos toxicos ao longo do tempo
e, também, para permitir a comparag@o dos resultados.

Os ensaios de toxicidade aguda consistiram na exposi¢ao
de organismos jovens de Ceriodaphnia dubia a uma série de
concentragdes da amostra, utilizando-se 0,5 como fator de
diluicdo. Foram preparadas 2 a 3 réplicas por concentracéo,
adicionando-se 10 mL de solugdo-teste. Ainda conforme o
referido procedimento, antes da introdugo de 5 organismos-
teste por réplica, adicionou-se alimento (2 gotas de suspensao
algacea de Selenastrum capricornutum e 1 gota de ragdo para
peixes ornamentais TETRAMIN ® solubilizada). Os testes
foram mantidos em incubadora a 25°C, com um fotoperiodo
de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, durante 48 horas. Ao
final deste periodo registrou-se o nimero de organismos mortos
em cada réplica.

Como controle dos testes inicial e base, para preparo
de todas as solucdes-teste e para preparo dos brancos (dgua
de dilui¢do manipulada da mesma forma que a amostra e testada
quanto a toxicidade para verificar se ha introdugao de algum
efeito toxico), utilizou-se a agua de cultivo desse microcrustaceo,
ou seja, dgua natural do reservatorio de Ribeirdo do Pirai. Esta
apresenta valores de pH e dureza proximos aos geralmente
registrados nas dguas do Rio Baquirivu-Guagu.

Para analise estatistica dos dados obtidos nos ensaios
de toxicidade aguda, utilizou-se o Programa Trimmed
Spearman-Karber (USEPA, 2002), e os valores de CL50;48h
resultantes foram convertidos em Unidades Téxicas (100/
CL50).
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Tabela 1 — Fase I: manipulagdes e agentes-alvo, segundo USEPA (1991).

Manipulagio

Agente-alvo

Ajuste do pH de 2 aliquotas
de amostra (pH 3 e 11)"Y

Filtragdo de 3 aliquotas de amostra (pH inicial,
3 e 11), em membrana de
fibra de vidro de 1 um”

Aeragdo de 3 aliquotas de
amostra (pH inicial, 3 e 11)"

Extragdio em fase solida — Coluna Cig- de 3
aliquotas de amostra (pH inicial, 3 e 9) @
Elui¢do da coluna C;g com metanol 100%
Adigao de 3 volumes de uma solug@o-estoque
de EDTA® a 3 séries de diluigdes da amostra

Adigdo de 3 volumes de uma solugfo-estoque
de NaZSZO3(4) a 3 séries de
dilui¢des da amostra

Graduacdo de pH: ajuste do pH de 3 aliquotas
de amostra para 6, 7 ¢ 8 ou 6,5, 7,5 ¢ 8,5

Compostos afetados por mudangas extremas
de pH (sulfetos, cianetos)

Sélidos filtraveis ou compostos cuja solubilidade é

influenciada por condi¢des acidas e basicas

Compostos volateis (solventes orgéanicos),
oxidaveis (cloro) ou flotaveis (surfactantes)

Compostos organicos ndo polares (solventes,

pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos polinucleares)

Recuperagdo da toxicidade devida a
compostos organicos néo polares

Metais catidnicos (cobre, zinco, niquel, cadmio)

Oxidantes (cloro, peréxidos), além de certos
metais catidnicos (cobre, cadmio e mercurio)

Compostos sensiveis a variagdes do pH dentro da faixa
fisiologicamente aceitavel (6 a 9), caso de certos metais e amdnia

(1) Antes da realizacdo do teste de toxicidade, o pH das aliquotas foi reajustado para o valor inicial.

(2) A coluna degrada-se em valores de pH superiores a 9, dai o ajuste do pH antes da passagem da amostra pela coluna.

(3) EDTA = Acido etilenodiaminotetracético.
(4) Na,S,0; = Tiosulfato de sodio.

Para verificar se os resultados obtidos nos testes com as
amostras manipuladas foram significativamente diferentes
daqueles obtidos nos respectivos testes-base, aplicou-se a formula
proposta em USEPA (1985), a qual permite a comparagio de
valores de CL50 obtidos em dois testes distintos. Na
impossibilidade de efetuar tal procedimento (auséncia do intervalo
de confianga, por exemplo), calculou-se a razdo entre a CL50
obtida com a amostra manipulada e a CL50 do respectivo teste-
base. Considerou-se a significancia dos resultados quando as
razdes entre as CLs50 foram maiores do que 2.

Fase 11

Os procedimentos correspondentes a Fase 11 (USEPA,
1993) foram direcionados pelas manipulagdes da Fase I que
promoveram maior reducdo dos efeitos toxicos. Assim, para
identificacdo de compostos organicos nio polares (amostras
3 e 4), efetuou-se a filtragdo de 2 L de amostra em membrana
de fibra de vidro de 1 um, seguida da divisdo da mesma em
duas aliquotas de 1 L. Cada aliquota foi submetida a extragéo
em uma coluna C , coletando-se as amostras pos-coluna para
realizagdo de testes de toxicidade. Posteriormente, cada coluna
foi eluida com solugdes de metanol e agua progressivamente
menos polares (25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e

100%) e cada eluato foi testado individualmente quanto a
toxicidade, mediante a adi¢do de 150 uL da fragdo em 10 mL
de agua de dilui¢do. Os eluatos também foram encaminhados
para analise qualitativa de semivolateis por cromatografia gasosa
com detector de massa (USEPA, 1996).

Para a identificagdo de metais (amostras 2 e 4), os
procedimentos relativos a Fase II incluiram o levantamento
dos dados historicos de monitoramento (CETESB, 2003; 2004).
Com base nestes, solicitaram-se analises de aluminio, cobre
e zinco, metais com probabilidade de ocorréncia em
concentrac¢des potencialmente toxicas a Ceriodaphnia dubia
nas aguas coletadas nesse ponto. Para tais determinagdes,
utilizou-se a espectrometria otica de emissdo com plasma de
argénio (APHA, 1998).

Foram realizados, também, testes de toxicidade com
adi¢oes de volumes progressivos de EDTA e tiosulfato de sodio
a dilui¢cdes da amostra, levantamento dos valores de CL50
disponiveis na literatura para os metais relacionados e um teste
de referéncia. Este ultimo foi efetuado por adigdes de EDTA
a uma série de concentragdes da agua de diluicdo (com pH
e dureza idénticos aos da amostra), contaminada com a mesma
quantidade do metal suspeito detectado na amostra (USEPA,
1993).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Fase 1

Em relagdo aos ensaios ecotoxicoldgicos, observou-se
que, uma vez detectada, a toxicidade se manteve ao longo do
tempo, sem evidéncias de degradac@o, conforme evidenciado
pelos valores similares de CL50 obtidos nos testes inicial e
base do 2¢ e 3° dias (Tabela 2). Ainda na Tabela 2, verifica-
se que a extragdo em fase sdlida (coluna C ) reduziu
significativamente a toxicidade das amostras 1 e 3,
independentemente da faixa de pH. Portanto, dividindo-se a
CL50 obtida no teste-base pela CL50 obtida apds essa
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manipulagdo, verifica-se que a redug@o foi de quatro unidades
toxicas para a amostra 1 e 5,8 unidades toxicas para a amostra
3. A recuperagio da toxicidade apds a elui¢do das colunas com
metanol evidencia compostos organicos ndo polares como
agentes toxicos primarios.

Com a amostra 2, mais toxica que as demais (entre 20,7
e 27,9 unidades tdxicas no teste-base), observou-se redugéo de
toxicidade nos testes com filtragdo em pH inicial, com extracdo
em fase solida com pH 9,0 (sem recuperacdo dos efeitos apds
a elui¢do com metanol) e nos ensaios com adi¢cdes de EDTA.
Tais resultados, principalmente os relativos ao EDTA, apontam
metais cationicos como provaveis agentes responsaveis.

Tabela 2 — Resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia realizados com as amostras do Rio Baquirivu-Guagu — Fase 1.

CLS50 (48h) em unidades toxicas

Dia Teste
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
1 Inicial 5,6 >16,0 7
Base 5,6 20,7 7
. pH 3,0 7,1 18,5 7,4
Ajuste de pH
pH 11,0 5,0 21,4 5,3
pH 3.0 3,5 18,7 7,4
2 Ajuste de pH/aeragdo pH inicial 3,8 16,2 6.5
pH 11,0 3,6 16,2 5,6
pH 3,0 3,5 16,2 4,6
Ajuste de pH/filtracdo pH inicial 5,7 <10,0® 5,3
pH 11,0 3,3 23,7 4,0
Base 5,6 279 7,6
pH 3,0 <1,3® 28,3 <1,3®
Extragdo em coluna Cg pH inicial <1,3® 14,3 <1,3®
pH 9,0 <1,3® <10,0® <1,3®
0,2 mL >5,0 <10,0® 4,7
Adicdo de EDTA 0,05 mL >5.0 <10,0® >53
3 0,0125mL >5,0 <10,0® 53
0,5 mL >35,0 >40 >35,3
Adicdo de Na,S,0; 0,25 mL >5.0 >40 >53
0,125 mL >35,0 >40 >5,3
Eluato (teste efetuado pela adigédo de pH 3,0 T NT T
150 uL do eluato a 10 mL de 4dgua de pH inicial T NT T
diluigéo) pH 9,0 T NT T

(R) = reducdo significativa de toxicidade.
T = téxico.
NT = néo téxico.
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Com a amostra 4 foram efetuados diretamente os
experimentos da Fase II para identificagdo dos compostos
suspeitos evidenciados nas amostras anteriores. Entretanto,
a mesma ndo apresentou qualquer toxicidade a Ceriodaphnia
dubia.

Fase I1

Os procedimentos da Fase II, destinados a identificagéo
de compostos organicos ndo polares na amostra 3, ndo foram
conclusivos por problemas operacionais.

Para a identificacdo da toxicidade devida a metais
apontada na amostra 2, verificou-se que, embora corres-
pondessem as concentragdes totais e ndo as fracdes
biodisponiveis dos metais, os teores de cobre e zinco
detectados nessa amostra (Tabela 3) seriam capazes,
isoladamente, de causar efeito agudo a Ceriodaphnia dubia
em aguas com dureza similar & da amostra (Belanger ef al.,
1990; Hockett & Mount, 1996).

O aluminio nio tem sua toxicidade reduzida por nenhum
dos dois agentes complexantes, embora apresente constante
de estabilidade moderada (log K = 16,1) para formagéo de
complexos com EDTA. Ja o zinco e o cobre respondem ao
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EDTA, porém o zinco ndo responde ao tiosulfato, pois a
constante de estabilidade para complexos de Zn* com esse
agente ¢ baixa (log K = 2,35) (Hockett & Mount, 1996). Assim,
como nao foi observada a redu¢do dos efeitos nas adigdes de
tiosulfato, pode-se inferir que o zinco seria o metal responsavel
pela toxicidade ao microcrusticeo nesta amostra.

Em seguida, efetuou-se o célculo da toxicidade relativa
a esse metal na amostra, utilizando-se os dados obtidos na
literatura. Assim, dividiu-se a concentra¢cdo nominal do zinco
na amostra (5,2 mg L) pela sua CL50;48h a Ceriodaphnia
dubia (0,199 mg L-'em 4gua com dureza entre 70 ¢ 90 mg
L™ em CaCO,, segundo Diamond et al. (1997)). O resultado —
26 unidades toxicas — foi bastante proximo ao obtido no teste-
base do 3° dia de ensaio, ou seja, 27,9 unidades toxicas.

No teste de referéncia (Tabela 4), observou-se redugao
da toxicidade em fun¢do do aumento da concentracio de
EDTA. Dessa forma, mesmo considerando as diferengas entre
as duas matrizes (amostra e agua de diluicdo contaminada
com zinco), que podem interferir na biodisponibilidade do
metal, observou-se que os resultados foram coerentes,
indicando que o zinco provavelmente foi o responsavel pelos
efeitos toxicos da amostra 2.

Tabela 3 — Concentragdes obtidas para os metais avaliados nas amostras.

. Amostra
Parametro
1 2 3 4
Aluminio total (mg L™")  NRY 4,1 1,05 1,00
Cobre total (mg L") NR 0,1 0,12 0,02
Zinco total (mg L") NR 52 0,12 0,10

(*) NR = Analise ndo realizada.

Tabela 4 — Resultados obtidos no teste de referéncia.

EDTA C.L50;4813 .
(em unidades toxicas)
Sem adigéo > 8,3
Adi¢do de 0,0125 mL 5,8
Adig¢do de 0,05 mL 1,4
Adigdo de 0,2 mL <1,0
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As manipulagdes relativas a Fase I para identificacdo
de metais e compostos organicos ndo polares também foram
conduzidas com a amostra 4, a qual, como ja mencionado,
ndo apresentou efeitos toxicos. As analises dos metais nessa
amostra (Tabela 3) revelaram que somente o zinco estava
presente em niveis capazes de causar algum efeito toxico a
Ceriodaphnia dubia. No que se refere aos compostos organicos,
a analise qualitativa, efetuada com a amostra bruta, revelou
a presencga de substancias provenientes do lancamento de
esgotos domésticos sem tratamento, como a cafeina, o difenil-
éter ¢ o 1,3,4,6,7,8-hexahidro—4,6,6,7,8,8—hexametil-
ciclopenta[g]-2-benzopiran. Este tltimo, também conhecido
como HHCB, ¢ um composto sintético do almiscar, utilizado
em produtos de higiene pessoal e de limpeza; apresenta elevado
fator de bioconcentragdo (log K entre 5,3 € 5,9) e €
considerado téxico a organismos aquaticos em baixas
concentragdes — sua CE50;48h para Daphnia magna é de 0,28
mg L', enquanto a CL50;21d para Lepomis macrochirus é
de 0,45 mg L' (www.epa.gov/hpv/publs/summaries/cyclopen/,
acesso em 22/03/07). Contudo, como essa amostra nao
apresentou toxicidade ao microcrustaceo, pode-se supor que
o HHCB provavelmente estava complexado ou em quantidades
inferiores as concentragdes de efeito.

Portanto, pode-se dizer que compostos organicos nédo
polares e zinco foram os agentes responsaveis pela toxicidade
das amostras coletadas no Rio Baquirivu-Guagu, apesar da
grande variabilidade temporal da qualidade de suas aguas, com
a provavel ocorréncia de outros contaminantes.
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