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INTRODUCAO

Atualmente, o0 meio ambiente passa por profundas transformacgdes decorrentes, em grande
parte, da continua acdo antrGpica sobre 0s recursos naturais para fins de consumo humano, e a
consequente poluicdo ambiental. Tais pressdes exercidas pela sociedade resultam em impactos
negativos e intensos no meio ambiente, comprometendo a vida em equilibrio com a natureza
(CIDIN; SILVA, 2004), assim como as qualidades de vida e ambiental das popula¢cdes humanas
(GUIMARAES, 2005 p.16).

Muitas formas de interacbes do homem com o meio ambiente podem deteriorar
efetivamente o equilibrio do ecossistema. Uma delas provém diretamente da necessidade humana
de consumo de bens materiais, duraveis, e ndo duraveis. Estas a¢cdes humanas contribuem para a
geracdo de rejeitos industriais, pelo uso de insumos destinados a producéo destes bens materiais,
onde, parte desses rejeitos ndo recebe tratamento eficaz e preventivo relacionado aos impactos
ambientais negativos. Dentre estes insumos estdo o0s solventes organicos, utilizados em larga
escala pela industria, mas nem sempre destinados corretamente e legalmente.

Uma parte destes solventes tem um poder muito forte de interacdo com a agua, de forma
gue sua presenca no meio ambiente € praticamente imperceptivel, ao se considerar que muitos
deles possuem um grau alto de solubilidade em corpos hidricos e na umidade presente nos solos,
como o0s do grupo quimico dos élcoois e cetonas (POHANISH; GREENE, 1997). Os residuos
guimicos de laboratério contendo solventes, se caracterizam como perigosos por apresentarem
riscos a saude humana e ao meio ambiente (ABNT, 2004a).

O presente trabalho teve como objeto principal de abordagem da pesquisa ensaios
ecotoxicologicos agudos para a determinagcdo da Concentracdo Efetiva 50 (CEsg) nos
microcrustaceos, D.similis e D.magna, tendo como solucdo teste a mistura entre os solventes
organicos metanol e acetonitrila que s&o utilizados em larga escala em laboratorios de analises
guimicas em estudos por cromatografia liquida de alto desempenho. A selecdo destes compostos
foi baseada em levantamentos iniciais conforme a sua maior frequéncia de utilizag&o nestes locais
de trabalho, por fazer parte de um projeto de pesquisa de doutorado junto ao Programa de Pos-
Graduacéo Interunidades em Ecologia Aplicada da Universidade de S&o Paulo.

Para a realizacdo dos testes, a pesquisa utilizou a estrutura, os equipamentos e 0s
materiais do Laboratério de Ecotoxicologia da Bioagri Laboratérios Ltda., localizada no municipio
de Piracicaba/SP, sendo uma empresa privada de analises quimicas e bioldégicas que possui a

acreditacao junto ao INMETRO de seus ensaios ecotoxicolégicos (BERTOLETTI, 2008).
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OBJETIVO

Determinar e avaliar a concentracdo do agente tdéxico que causa efeito agudo (imobilidade)
em 50% dos organismos D. similis e D.magna (CEsg) expostas no periodo de 48 horas, utilizando

como solucgdo teste a mistura entre acetonitrila e metanol.

DEFINICOES

Concentracdo Efetiva 50 (CEsp): “Concentracdo do agente tdxico que causa efeito agudo
(imobilidade) a 50% do sistema-teste no periodo de 24 ou 48 horas nas condigfes do ensaio
(ABNT, 2004b)”.

Solugdo teste: “Solugdo da amostra em meio aquoso pelo qual o organismo é exposto (ABNT,
2004b)”.

Sistema-Teste: Todos 0s materiais e equipamentos que envolvem o organismo utilizado no
ensaio de toxicidade: individuos jovens de Daphnia similis e Daphinia magna.

Imobilidade: incapacidade de natagdo do sistema-teste, durante um periodo de até 15 segundos,
ap6s uma agitacdo suave do frasco teste. Também é considerado organismo imoével aquele
flutuante na superficie, mesmo que apresente movimento (CETESB, 20 ).

Ecotoxicologia: ciéncia que estuda os efeitos de substancias sobre organismos vivos que
constituem a biosfera, incluindo assim a interagdo das substancias com o0 meio nos quais 0s
organismos vivem num contexto integrado (PLAA, 1982 apud ZAGATO, 2006).

METODOLOGIA APLICADA E DESENVOLVIMENTO DOS ENSAIOS DE LABORATORIO

Os organismos (sistemas-teste) da ordem Cladocera, familia Crustacea, Daphnia similis e
Daphnia magna desempenham um papel importante nos ecossistemas aquaticos. Alimentam-se
de algas e servem de alimentos para consumidores secundarios. Esses microcrustaceos tém o
corpo, com excecdo da cabeca, envolto por uma carapacga bivalva, com antenas grandes que
servem para sua locomocdo. Possuem de quatro a seis patas reduzidas, que servem para a
apreensdo de alimentos (CETESB, 20_). Os ensaios nestes organismos foram desenvolvidos
conforme a norma de referéncia ABNT NBR 12713, Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda —
Método de ensaio com Daphinia ssp (ABNT, 2004b).
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Para se chegar ao objetivo proposto, os testes nos organismos foram feitos com os
solventes — Acetonitrila e Metanol — isolados, e também a sua mistura em partes iguais
(50%/50%). Inicialmente, antes do inicio dos testes, foi necessaria a leitura do pH, Oxigénio
Dissolvido (OD) e Condutividade Elétrica para a verificacdo se as condic¢des fisicas da amostra
nao iriam interferir no resultado bioquimico da sua exposicdo nos organismos testados. Outro
ponto inicial € o preparo do sistema-teste, em que 0s organismos testados deveriam ser jovens
com idade de 2 a 26 horas (ABNT, 2004b).

Para o teste preliminar foram preparadas diversas concentragfes destas amostras em
meio especifico para cada organismo testado. Estas concentragbes determinaram qual a
concentracao letal e qual concentracdo que ndo causa nenhum efeito nos organismos testados
das amostras, e que iriam ser conduzidos pelo teste definitivo. Portanto, as solucdes foram
preparadas sendo baseados em dados ja existentes e presentes nas Fichas de Seguranca de
Produtos Quimicos (FISPQ) das duas amostras (CETESB, 2011). As concentra¢cfes da solucdo
teste em mg/L deste estagio do estudo foram: 100.000, 10.000, 1.000 e 100.

Para a conducdo deste teste, ap6s o preparo das concentracbes de exposicdo do
organismo, foram separados 20 ml de cada concentragdo em frascos transparentes, sendo 4
réplicas para cada concentragdo e para cada organismo testado. Foram introduzidos 5
organismos em cada frasco e incubados por 48 horas em sala com temperatura de 20 + 2° C em
ambiente com foto periodo de 16 horas luz e 8 horas escuro. No final do teste foram avaliados
todos 0s organismos que permaneceram iméveis ou que apresentaram mortalidade. Ap6s a
avaliacdo verificou-se que as concentracdes iniciais para o teste definitivo para o organismo D.
Similis seria de 20.000 mg/L e para D. Magna de 50.000 mg/L.

A conducao do teste definitivo e o preparo do sistema teste séo iguais do teste preliminar,
porém, como j& foi colocado, as concentragfes das solugdes teste sdo diferentes. Neste ensaio,
as concentragdes letais (Qque causam efeito em todos os organismos testados) estavam de acordo
com o que foi determinado no teste preliminar, e as concentracdes intermediarias da solucao teste
foram diluidas em uma regressdo geométrica de razdo 2, com o preparo de 5 concentracées para
cada organismo testado. As solucdes teste, em mg/L, para D. similis foram: 20.000, 10.000, 5.000,
2.500, 1.250. Para D. magna foram: 50.000, 25.000, 12.500, 6250, 3125. Apds o término do
ensaio foram avaliados os organismos que sofreram efeitos nas solucdes teste e contabilizados os
gue estavam com imobilidade o com mortalidade. Devemos realcar também que todas as
condicbes fisico-quimicas de OD, pH, temperatura e Condutividade Elétrica da amostra estavam

normais, e nao interferiram no resultado dos ensaios.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Apbs a coleta dos dados determinados pelos resultados dos ensaios, os mesmos foram
planilhados e desta forma foram calculados a Concentracdo Efetiva 50 (CEsg). Para a elaboracéo
dos célculos teve como auxilio o software de calculo estatistico TRIMMED SPEARMAN KARBER
1.5. Para a efetuacao destes calculos foi necessario a coleta dos dados através de registros em
planilhas especificas do numero total dos organismos que apresentaram imobilidade ou
mortalidade das 4 replicatas, contudo, o programa aplica a seguinte férmula (HAMILTON, et al.,
1977):

K-1
m = 2 (p(i) + p(i+1)  (x(i) + x(i+1))
i=1 2
k: Numero de concentragbes
n(i): Numero de individuos expostos nas concentragdes
r(i): Numero de individuos que responderam a exposicao das concentracdes

p(i)=r(i)/n(i): A proporc¢do dos individuos que responderam a exposi¢do das concentragdes
x(i): log natural da concentracdo i
m: log do meio de tolerancia da distribui¢do, I.E. da LC 50

Com os resultados finais, e a determinacdo da CEs, de cada amostra utilizada nos
sistemas teste envolvidos neste trabalho, foi elaborada uma tabela onde se podem analisar os

efeitos toxicol6gicos dos solventes testados individualmente e da sua mistura (50/50).

Tabela 1 — Resultados da CEsy das amostras

Resultados Iniciais da CEsg dos Ensaios Ecotoxicologicos em
microcrustaceos

Amostras (mg/L)
Organismos

Acetonitrila Metanol Mistura (50/50)
D. similis 6830,2 7845,8 15422,0
D. magna 21763,8 19614,6 21022
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Na tabela 1 apresenta-se o resultado da CEs, de cada amostra testada, sendo elas os dois
solventes isolados, assim como a sua mistura, e nos dois organismos, D. similis e D. magna. Em
uma andlise inicial de comparativo entre os organismos, pode-se verificar que a D. similis
apresentou uma sensibilidade maior ao potencial toxicol6gico dos solventes do que a D. magna,
sendo a CEg, dos ensaios dos solventes individuais para D. similis ficaram na faixa entre 6.000
mg/L a 8.000 mg/L, e para a D. magna ficou na faixa de 19.000 mg/L a 22.000 mg/L.

Outro ponto importante que deve ser considerado, entre a diferen¢a da dose-resposta dos
dois sistemas teste, foi o resultado dos ensaios com a mistura em partes iguais (50/50) entre os
solventes. Com os resultados, verificou-se que a CEsq para a D. similis foi maior com a mistura
dos solventes, sendo que as concentracdes letais praticamente dobraram com relagéo a CEsg, dos
solventes testados isoladamente. No caso da D. magna a CEso da mistura dos solventes manteve-
se, praticamente, na mesma faixa dos resultados dos solvente testados individualmente.

Com a apresentacao destes resultados pode-se tecer algumas considera¢cdes com relagédo
aos potenciais toxicoldgicos dos dois produtos testados individualmente em comparacdo a

amostra da sua mistura.

6) CONSIDERACOES FINAIS

Como o objetivo deste trabalho ndo é somente determinar as concentracfes toxicas para
0s organismos em exposi¢cado de cada produto testado, mas sim verificar, também, se a mistura
dos mesmos aumentaram 0 seu potencial toxico, é importante ressaltar que a potencializacdo
somente ocorre se o efeito toxico da mistura for maior do que a soma dos efeitos testados
isoladamente (FALLENBERG, 1980; ZAGATO, 2006).

Portanto, ao se observar os resultados da CEs, da mistura nestes ensaios, ndo se pode
afirmar que ocorreu uma potencializacdo na mistura das duas substanciais ativas. No caso da D.
similis, apresentou uma resisténcia maior a toxidade da amostra com os solventes misturados, se
comprados aos ensaios com os solventes testados isoladamente. Desta forma, considera-se que
ocorreu um efeito antagdnico, pois a mistura influenciou no resultado se comparado os testes com
os produtos isoladamente (ZAGATO, 2006). Para os ensaios com a D. magna, verifica-se que a
comparacgéo dos resultados da CEsy dos testes entre os produtos individuais e o da mistura néo
ocorreram diferencas representativas, pois as faixas das concentragcbes permaneceram as
mesmas, ou seja, entre 19.000 mg/L a 22.000 mg/L, desta forma ndo ocorreu efeito nenhum, além

da determinagéo da sua toxidade aos organismos testados.
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Ao se comparar os resultados destes ensaios com dados pré-existentes nos Critérios de
Saude Ambiental sobre Seguranca Quimica da Organizacdo Mundial da Salude — OMS (WHO,
1998), a CEso para D. magna do produto metanol € de 13.240 mg/L e a da acetonitrila é >10.000
mg/L. Com estes dados observa-se que os indices das acdes téxicas sdo proximas, da mesma
forma que foi exposta pelos resultados deste trabalho, sendo a CEs, 21.763 mg/L da acetonitrila e
19.614 mg/L do metanol para 0 mesmo organismo. Além da proximidade da CEsy entre os
produtos testados por este trabalho, verifica-se também que os resultados ndo se apresentam
muito diferentes dos dados da OMS. Como foi colocado anteriormente, a D. similis apresentou
uma sensibilidade maior a exposi¢céo destes produtos, onde a CEsy para Acetonitrila foi de 6.830
mg/L e para Metanol 7.845 mg/L, sendo assim a toxidade entre os produtos também né&o variaram
para D. similis, do mesmo modo do que foi observado para a D. magna.

Como foi colocado anteriormente, este trabalho é parte de uma série de estudos
ecotoxicologicos que estdo sendo desenvolvidos para a quantificacdo dos potenciais toxicologicos
de solventes orgéanicos halogenados e ndo halogenados utilizados em laboratérios de andlises
guimicas. Levando em consideracdo a similaridade dos resultados dos ensaios testados com
solventes isolados e os dados da OMS, considera-se a possibilidade da continuidade dos
trabalhos desta pesquisa, mesmo tendo ciéncia de que os resultados dos testes com o
microcrustaceo D.similis exposto a mistura dos solventes metanol e acetonitrila ndo apresentaram
em conformidade com os dos resultados toxicolégicos dos testes dos solventes isolados. Para
isso, deve-se realcar que somente esta campanha de testes sao iniciais, e que € necessario uma
abrangéncia maior de testes e com uma maior variedade de amostras, para a verificacdo do
aumento do potencial toxicolégico causado pela mistura dos solventes utilizados nestes

laborat6rios, onde sera contemplado no decorrer da pesquisa como um todo.
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