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RESUMO 

BARBOSA, D. S. Avaliação e Identificação de Toxicidade (Fase I) em uma nascente da bacia 
do rio Mogi‐Guaçu, município de Bom Repouso/MG. (2010) 105f. Dissertação de Mestrado, 
Programa de Pós‐graduação em Ciências da Engenharia Ambiental, Escola de Engenharia de 
São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos/SP. 
 

 

Localizado  na  Bacia  Hidrográfica  de montante  do  Rio Mogi‐Guaçu,  o município  de  Bom 
Repouso/MG  é  considerado  estratégico  quanto  à  questão  hídrica  e  econômica,  pois 
apresenta  uma  elevada  quantidade  de  nascentes  (368  nascentes  catalogadas)  que  dão 
origem aos principais  rios da bacia, além de ser um dos principais produtores de batata e 
morango do país. Estudos anteriores demonstram que esta região tem sofrido perdas quali‐
quantitativas em seus recursos naturais, especialmente por causa da remoção de cobertura 
nativa para  a expansão de  atividades  agrícolas e o uso extensivo de defensivos  agrícolas, 
como  agrotóxicos  e  fertilizantes. No  presente  estudo,  a  fase  I  da  AIT  foi  aplicada  com  o 
objetivo de evidenciar  as  características das principais  classes de  compostos  responsáveis 
pela  toxicidade  em  uma  nascente  da  região  de  Bom  Repouso/MG,  Brasil.  A  toxicidade 
crônica da amostra bruta, submetida a manipulações como filtração, aeração, ajuste de pH, 
extração em coluna de octadecil  (C18), graduação de pH, adição de EDTA e Tiossulfato de 
Sódio (Na2S2O3) foi avaliada por meio de ensaios com Ceriodaphnia dubia. Testes com uma 
amostra de referência mostraram que o efeito sobre os organismos não era apenas causado 
por estresse, mas por uma combinação de  fatores, como os baixos valores de pH, a baixa 
dureza da amostra e a presença de substâncias como o ferro, cromo e selenatos, que mesmo 
em baixas concentrações poderiam ter seu efeito maximizados. No sedimento elutriato um 
panorama diferente foi visto pois houveram reduções nas graduações de pH e extração em 
fase sólida, o que também caracteriza combinação de fatores como estresse dos organismos 
e presença de substâncias orgânicas. 
 
 
 
Palavras‐Chave: TIE, Ecotoxicologia, Mogi‐Guaçu, Nascentes, Ceriodaphnia dubia 
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ABSTRACT 

BARBOSA, D. S. Toxicity Identification Evaluation (Phase I)  in a spring of Mogi‐Guaçu river 
basin, Bom Repouso City/MG, Brazil.  (2010) 105f. Dissertação de Mestrado, Programa de 
Pós‐graduação em Ciências da Engenharia Ambiental, Escola de Engenharia de São Carlos, 
Universidade de São Paulo, São Carlos/SP, 2010. 
 

 

Located in the amount of the Mogi‐Guaçu River Basin, Bom Repouso City/MG is considered 
strategic  in  water  resources  and  economy,  because  it  has  high  number  of  springs  (368 
springs cataloged) and giving rise to the major rivers of the basin, and  is among the  largest 
potatoes  and  strawberry  producers.  Previous  studies  have  shown  that  this  region  has 
suffered losses in their qualitative and quantitative natural resources, especially because the 
removal of native forest for the expansion of agricultural activities and the extensive use of 
agrochemicals  such  as  pesticides  and  fertilizers.  In  this  study,  phase  I  of  TIE  was 
implemented with  the  aim  of  highlighting  characteristics  of major  classes  of  compounds 
responsible  for toxicity  in a spring of Bom Repouso City/MG, Brazil. The chronic toxicity of 
the whole sample and subjected to gross manipulation as filtration, aeration, pH adjustment, 
solid  phase  extraction  (C18),  pH  graduated,  addition  of  EDTA  and  sodium  thiosulfate 
(Na2S2O3)  was  assessed  by  tests  with  the  organism  Ceriodaphnia  dubia.  Tests  with  a 
reference sample showed that the effect on the organisms wasn’t just caused by stress, but 
a combination of factors such as low pH and low hardness of the sample and the presence of 
substances such as iron, chromium and selenate, that even at low concentrations could have 
maximized effects. Sediment elutriate  tests shown a different scenery because  there were 
reductions  in  the graduated pH and  SPE  tests, which also  reveals a  combination of  stress 
factors and presence of organic substances. 
 
 

Key‐words: TIE, Ecotoxicology, Mogi‐Guaçu River, Springs, Ceriodaphnia dubia  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Pressões antrópicas sobre os Recursos Hídricos 

A água é essencial para a manutenção de todas as formas de vida no planeta Terra, 

e apesar das diferenças de proporções entre a composição de água nos organismos, todos 

sem exceção, necessitam de água para o funcionamento adequado e cumprimento de suas 

funções vitais.  

Desde sempre a população humana, assim como a de todas as outras espécies, são 

dependentes da disponibilidade hídrica. No caso dos humanos, a sobrevivência do indivíduo 

e  da  sociedade  dependem  primordialmente  destes  recursos.  A  falta  de  água  potável, 

adequada para o consumo humano e para a manutenção de suas atividades como produção 

de alimentos, por exemplo, é um fator considerado muito importante que pode ser a causa 

de tensões e conflitos sociais. 

Diversos estudos indicam o risco futuro de escassez das reservas de água potável. O 

relatório  elaborado  pela Organização  das Nações Unidas  – ONU  –  prenuncia  tal  escassez 

para este milênio, o que afetará já nos próximos 15 anos metade da população mundial, ou 

seja, cerca de 4 bilhões de pessoas (ONU, 2002).  

Fatores  como  contaminação,  uso  intensivo  e  pressões  sobre  outros  recursos 

naturais  são apontados  como os principais  responsáveis pela diminuição dos estoques de 

água  apropriada  ao  consumo  humano.  A  remoção  extensiva  de  vegetação  nativa,  uso 

inadequado do solo e alterações climáticas globais, por exemplo, afetam o ciclo hidrológico 

e a gênese dos corpos d’água. O consumo excessivo e a crescente necessidade por água e 

outros recursos naturais é um  fator preocupante que vêm se agravando, pois a população 

humana  cresce muito  com  o  passar  do  tempo  –  projeção  para  8  bilhões  em  2025  e  9,3 

bilhões em 2050 (ONU, 2002) – e a necessidade por alimentos e bens de consumo aumenta 

concomitantemente.  

Diversos estudos indicam que a agricultura é a atividade humana que mais consome 

água (ONU, 2002; Tundisi, 2003; Schwarzenbach et al., 2006). O desenvolvimento dos meios 

de produção nas  indústrias contribuiu drasticamente para a redução do consumo de água, 

17
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entretanto,  as  técnicas  agrícolas  utilizadas  atualmente  não  avançaram  com  a  mesma 

velocidade e  ainda  exercem  grande pressão  sobre os  recursos naturais  (Tundisi,  2003). A 

tabela 1 mostra as dimensões de consumo de água entre as atividades humanas. 

Tabela 1 – Dimensionamento dos problemas relacionados à água doce: consumo (adaptado 
de Schwarzenbach et al., 2006) 

Apropriação humana do suprimento de água doce (km3/ano) 

Vazão global total  40.700

Vazão global acessível  12.500

Captação de água (total)  4.430

Agricultura  2.880

Indústria  975

Municipalidades  300

Perdas em reservatórios  275

 

As perdas qualitativas  também  intensificaram  ‐  se nos últimos  anos. A busca e  a 

manutenção  de  um  padrão  de  vida moldado  em  conforto  e  consumo,  na  verdade  é  o 

principal fomentador ou causador das perdas qualitativas dos recursos hídricos. Esta é uma 

trágica  contradição,  pois  é  sabido  que  a  qualidade  sócio‐econômica  está  intimamente 

reacionada à qualidade ambiental.  

O  desenvolvimento  das  técnicas  de  produção  colaborou  para  o  surgimento  de 

novos  produtos  e  a  intensificação  do  consumo,  o  que  promoveu  consequentemente  o 

aumento da quantidade de resíduos e que, em muitos casos, ocasionam sérias degradações 

nos ecossistemas (Pimentel et al., 2006). 

Os  resíduos pontuais gerados pela  indústria e pela população, e especialmente a 

contribuição difusa da agricultura,  introduzem aos compartimentos ecológicos milhares de 

macro  e  micropoluentes  (Tabela  2),  sintéticos  e  naturais,  promovendo  desequilíbrios  e 

efeitos  negativos  sobre  a  biota  (Schwarzenbach  et  al.,  2006). De  acordo  com  o  Chemical 

Abstracts  Service  (CAS, 2009), 50 milhões de  substâncias químicas diferentes, orgânicas  e 

inorgânicas, foram registradas até 2009, sendo que em 1990 haviam sido registradas apenas 

10 milhões. 
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Tabela 2 – Dimensionamento dos problemas relacionados à água doce:  fluxos dos macro e 
micropoluentes (adaptado de Schwarzenbach et al., 2006) 

Fluxos de macro‐poluentes nos rios do mundo (106 toneladas/ano) 

Nitrogênio inorgânico total (∼ 75% antropogênico)  21

Fósforo total (60% antropogênico)  5.6

Fontes antropogênicas de metais para os sistemas aquáticos (106 toneladas/ano) 

Zn, Cr, Ni, Cu, Cd, Hg  0.3 – 1 

Fluxos antropogênicos que afetam a qualidade das águas (106 toneladas/ano) 

Produção global de fertilizantes (2000)  140

Produção global de pesticidas  5

Produção de produtos químicos orgânicos sintéticos  300

Derramamentos de óleo (média 1980 – 2000)   0.4

 
  A produção de alimentos para o consumo humano é uma atividade prioritária, mas 

também  é  uma  das  mais  impactantes  quando  não  são  adotados  procedimentos 

sustentáveis. Como exposto anteriormente, tal atividade é a que mais consome água e uma 

das que mais contribuem para a degradação qualitativa dos corpos d`água principalmente 

por  causa  do  uso  extensivo  de  fertilizantes  e  pesticidas,  que  alcançam  os  ecossistemas 

aquáticos por  lixiviação, escoamento  superficial,  volatilização e precipitação, por exemplo 

(Thomas et al., 2001). 

 

1.2. Ecotoxicologia 

É evidente o aumento exponencial das atividades humanas como a agropecuária, 

industrialização,  silvicultura,  mineração,  entre  outras,  promovidas  principalmente  pelo 

aumento  do  consumo  nestas  últimas  décadas;  e  mais  evidente  ainda  são  os  impactos, 

majoritariamente  negativos,  ocasionados  principalmente  pela  introdução  de  substâncias 

tóxicas que refletem não só sobre os recursos naturais bem como na qualidade de vida de 

todos os organismos  viventes em  todos os  compartimentos ecológicos, o que  inclui o  ser 

humano.  
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Devido  a  tais  fatos,  torna‐se  imprescindível  a  adoção  de  técnicas  que  permitam 

avaliar a extensão destas pressões antrópicas nos diversos ambientes, especialmente sobre 

as  comunidades  biológicas.  Assim,  para  que  se  possa  estabelecer medidas mitigadoras  e 

orientar decisões, a ecotoxicologia é uma  ferramenta  importante que avalia prospectiva e 

retrospectivamente as atividades humanas por meio de bioensaios que utilizam  organismos 

de  diversos  hábitos  e  níveis  tróficos.  Tal  ferramenta  é  capaz  de  avaliar  o  impacto  dos 

poluentes  de  acordo  com  as  características  do  ecossistema  estudado  e  também  as 

interferências  do  ecossistema  sobre  as  substâncias,  característica  muito  importante  na 

elaboração de cenários e predição de efeitos (Newman & Unger, 2003).  

O  termo  Ecotoxicologia  foi proposto  inicialmente por  Truhaut em 1969  (Truhaut, 

1977),  que  considerava  esta  ciência  como  uma  subdivisão  da  Toxicologia  Tradicional  que 

“estuda os efeitos tóxicos causados por poluentes naturais ou sintéticos, a constituintes dos 

ecossistemas – animais (incluindo humanos), vegetais e microorganismos – em um contexto 

integrado” (Newman & Unger, 2003).  

Para estes estudos,   organismos – teste de diferentes níveis tróficos são utilizados 

em bioensaios, que são os principais  instrumentos para que se possa avaliar os efeitos das 

substâncias  nocivas  e  estabelecer  as  possíveis  medidas mitigadoras  (Azevedo  &  Chasin, 

2003). Segundo Keddy et al. (1995), são exemplos de organismos – teste bactérias (i.e. Vibrio 

fisheri),  algas  (Pseudokirchneriella  subcaptata),  Moluscos  (Perna  perna),  Crustáceos 

(Daphnia  sp.,  Ceriodaphnia  sp.,  Hyallela  azteca,  entre  outros),  Insetos  (Chironomus  sp., 

Hexagenia  sp.), peixes  (Danio  rerio, Pimephales promelas), organismos  terrestres  (Eisenia, 

sp., Folsomia sp.), além de muitas outras espécies de diferentes hábitos e nichos ecológicos. 

Mas, em diversos casos ‐ como em ações de controle e recuperação de ambientes 

degradados  ‐ há  ainda  a necessidade de  integração dos diversos métodos de diagnóstico 

objetivando a  identificação dos possíveis compostos  responsáveis pela  toxicidade. Assim a 

Avaliação e Identificação da Toxicidade (AIT) ou TIE (Toxicity Identification Evaluations), vem 

sendo  utilizada  em  diversas matrizes,  especialmente  águas  superficiais  e  sedimentos  de 

ambientes marinhos e continentais. Tal método integra ferramentas como análises químicas, 

fracionamentos e manipulações das amostras e testes de toxicidade (USEPA, 1991; Ankley & 

Burkhard, 1992; Botta‐Paschoal, 2002).  
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A  proposta  original,  de  combinar  os  fracionamentos  químicos  com  os  testes  de 

toxicidade,  foi proposta por Walsh & Garnas  (1983), mas a metodologia atual dividida em 

três fases distintas (caracterização,  identificação e confirmação) foi formulada pela Agencia 

de Proteção Ambiental Norte – Americana  (USEPA) no  final da década de 80, como parte 

integrante dos protocolos de Avaliação da Redução de Toxicidade (TRE – Toxicity Reduction 

Evaluation) para o controle de substâncias tóxicas em estações de tratamento de efluentes 

municipais  (USEPA, 1991, 1999) e efluentes  industriais  (USEPA, 1989). A partir de então, a 

metodologia vem sendo utilizada para  identificar os compostos que causam toxicidade em 

outros  tipos de matrizes, como amostras de água e  sedimento dos ambientes marinhos e 

continentais, e em menor escala, solos e alguns tipos de resíduos sólidos, obtendo êxito na 

identificação  de  substâncias  responsáveis  pela  toxicidade  em mais  de  90%  das  amostras 

ambientais e efluentes ‐ municipais e industriais (Botta, 2006). 

 

1.3. Área de Estudo 

 
1.3.1. A Bacia Hidrográfica do Rio Mogi‐Guaçu 

Com área total de 17.460 km2 a bacia hidrográfica do rio Mogi‐Guaçu (Figura 1) está 

localizada  a  nordeste  do  estado  de  São  Paulo  (14.653  km2)  e  sudoeste  de Minas  Gerais 

(2.650  km2),  e  envolve  53  municípios  destes  estados,  direta  e  indiretamente  (Gandolfi, 

1971).  Segundo Gandolfi  (op.  Cit.),  os  15%  da  área  total  localizados  no  estado  de Minas 

Gerais  é  denominada  Bacia  Hidrográfica  de  montante  do  Rio  Mogi‐Guaçu,  e 

consequentemente  formada por 3 microbacias: do Rio Mogi‐Guaçu, do Rio Espraiado e do 

Rio do Peixe.  Tal bacia  abrange 12 municípios, direta e  indiretamente, entre eles: Monte 

Sião, Senador Amaral, Tocos do Moji e Bom Repouso (Brigante & Espíndola, 2003; Cunha et 

al., 2007). Este último, Bom Repouso, destaca‐se entre os demais pelo fato de abrigar, além 

das aproximadamente 700 nascentes em 231 Km2 de  seu  território, as nascentes dos  rios 

Mogi‐Guaçu, Espraiado e Peixe (Cunha, 2009). 

A  principal  atividade  econômica  na  bacia  de  montante  do  Mogi‐Guaçu  é  a 

agricultura, com ênfase na produção de batata inglesa e morango, o que coloca o estado de 
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Minas Gerais como o maior produtor destes dois bens agrícolas a nível nacional (Rodrigues, 

2007). 

Por fazer parte da Serra da Mantiqueira e por apresentar Mata Atlântica intercalada 

com  agrupamentos  de  araucárias  como  cobertura  vegetal  nativa  (Brigante  &  Espíndola, 

2003), além das nascentes dos principais rios da bacia se encontrarem neste local, a região é 

considerada Área Prioritária para a Conservação,  indicada pelo Grupo de Fatores Abióticos 

de Minas Gerais (Costa, 1998). Entretanto, devido à expansão da agricultura e pecuária em 

terrenos  de  declividade  elevada  e  consequente  remoção  da  cobertura  nativa  e  o  uso 

extensivo  de  defensivos  agrícolas,  como  agrotóxicos  e  fertilizantes,  a  região  tem  sofrido 

perdas quali‐quantitativas em seus recursos naturais (Brigante & Espíndola, 2003; Rodrigues, 

2007; Resende, 2009). 
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1.4. Estudos anteriores 

Dentre os estudos mais recentes abordando a bacia do Rio Mogi‐Guaçu, destacam‐se  

os conduzidos por Brigante & Espíndola  (2003), onde equipes multidisciplinares realizaram 

levantamentos  e  ações  buscando  a  redução  dos  impactos  ambientais  e  a  melhoria  da 

qualidade de vida da população inserida nesta bacia. Estes estudos fizeram parte do Projeto 

Mogi‐Guaçu, iniciado em 2004.  

Os autores  identificaram diversas fontes de poluição pontuais e difusas ao  longo da 

bacia. As fontes pontuais caracterizadas são, sobretudo despejos de esgotos sanitários dos 

municípios de entorno, além de efluentes industriais, ambos muitas vezes sem tratamento. 

As  possíveis  fontes  difusas  são  oriundas  da  atividade  agrícola  da  região, 

especialmente  na  bacia  hidrográfica  de  montante.  Esta  região,  como  foi  citado 

anteriormente, é  responsável pela maior parte da produção de batata  inglesa e morango, 

culturas que exigem muito o uso de defensivos para o controle das pragas. São muitos os 

pesticidas  usados  neste  tipo  de  cultura,  em  geral  acaricidas,  fungicidas,  inseticidas  e 

herbicidas.  Segundo  Nunes  (com.  pessoal,  2009),  em  entrevistas  com  os  produtores  da 

região de Bom Repouso, os pesticidas mais citados são classificados como medianamente a 

extremamente tóxicos, altamente persistentes e perigosos/muito perigosos (classe II e III) de 

acordo com a classificação ambiental do sistema AGROFIT (MAPA, 2010). 

Em suma, o projeto apontou a poluição orgânica causada pelo lançamento crescente 

de  esgotos  sanitários  sem  tratamento,  e  chorume  dos  lixões,  agravado  pelo  aumento 

populacional nas cidades integradas à bacia; por efluentes de industrias; pela contaminação 

por metais nas diversas regiões da bacia (especialmente os altos valores de cádmio, cobalto, 

cromo,  zinco  e  cobre  em  algumas  estações  de  amostragem  e  em  períodos  variados), 

originários por atividades agrícolas e  industriais; pela   expansão agrícola em  locais de alta 

declividade na bacia de montante, causando a remoção da cobertura vegetal nativa – o que 

agrava o processos erosivos  ‐ e pelo uso  indiscriminado de agroquímicos nestas atividades 

(Brigante et al.,2003).  

Nos estudos ecotoxicológicos, realizados com microcrustáceos planctônicos (Daphnia 

similis  e  Ceriodaphnia  dubia),  organismos  bentônicos  (Chironomus  xanthus)  e  ensaios 
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histopatológicos  com  peixes  (Serrapinnus  notomelas  e  Danio  rerio  não  foi  detectada 

toxicidade aguda na água. No entanto, nos testes com sedimento, os efeitos nos organismos 

foram mais pronunciados, como a  imobilidade para D. similis, C. dubia e  letalidade para C. 

xanthus (Espíndola et al., 2003), e alterações no tecido branquial, renal e hepático para as 

espécies de peixes utilizadas no estudo (Meletti et al., 2003). 

Posteriormente,  Rodrigues  (2007)  desenvolveu  uma  pesquisa  com  o  enfoque  na 

avaliação dos impactos causados por agrotóxicos em ensaios laboratoriais com o peixe Danio 

rerio. Foram realizados ensaios de toxicidade crônica (7dias) com os percolados de amostras 

de  solo do município de Bom Repouso/MG, onde  avaliou‐se  a  sobrevivência, biometria e 

alterações histopatológicas nos organismos. 

Os  resultados mostraram  que  apesar  de  não  haver  efeito  sobre  a  sobrevivência, 

foram encontradas diversas alterações histopatológicas nas brânquias dos organismos nos 

testes com percolados de solos com cultivo de batata  inglesa, morango e até em solos dos 

locais  com  mata,  evidenciando  uma  contaminação  indireta  –  escoamento  superficial, 

volatilização, entre outros processos – causada pelas atividades do entorno. 

No período entre 2005 e 2007, Cunha  (2009)  realizou um estudo no município de 

Bom  Repouso  que  buscou  a  caracterização  socio‐econômica,  por  meio  de  coleta  de 

informações dos habitantes da região, quanto ao local das propriedades, profissão, grau de 

escolaridade,  renda,  número  de  familiares,  entre  outros;  a  caracterização  sanitária,  onde 

foram levantados dados sobre as condições do abastecimento de água para a população;  e 

a caracterização ambiental dos corpos d’água e áreas de entorno, observando a presença de 

processos erosivos, caracterização dos impactos, condições das matas, o uso e o manejo dos 

recursos hídricos nas propriedades próximas. 

Os  dados  levantados  demonstraram  que  as  3 microbacias  avaliadas  apresentaram 

como  principais  impactos  ambientais  a  disposição  inadequada  de  esgotos  sanitários  e 

resíduos sólidos, a degradação de matas ciliares, a falta de práticas de manejos sustentáveis 

na agricultura, refletida no uso intensivo dos agroquímicos, além da falta de manejo do solo 

e recursos naturais. A autora destaca a microbacia do rio Espraiado “como prioritária para 

adoção  de medidas  corretivas  e  preventivas”,  devido  ao  elevado  número  de  doenças  de 

veiculação  hídrica  entre  os  moradores  da  região;  alto  índice  de  coliformes  fecais,  em 
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desacordo  com  a  portaria  518/04  do  Ministério  da  Saúde;  parâmetros  da  água  (pH, 

condutividade elétrica e oxigênio dissolvido) também em desconformidade com os padrões 

estabelecidos pela legislação ambiental (Brasil, 2005) em muitas das nascentes estudadas na 

microbacia  (Resende, 2009); e ocupações para  fins agrícolas,  residenciais e comerciais em 

Áreas  de  Proteção  Permanente  (APPs)  como  entorno  de  nascentes  (50m)  e margens  de 

córregos  (30m),  reduzindo  a  vegetação  para  10‐50%  em  relação  às  exigências  legais, 

enquadrando a área no status degradada a perturbada (Cunha, 2009). 

Em  complemento  à  pesquisa  realizada  por  Cunha  (2009),  foram  realizadas 

caracterizações de parâmetros físicos, químicos, biológicos na água e sedimento, e testes de 

toxicidade na água de diversas nascentes  situadas no município. A pesquisa  realizada por 

Resende  (2009)  amostrou  34  pontos  distribuídos  no município  de Bom Repouso  em  dois 

períodos: em Janeiro e em Julho de 2008.  

Os dados coletados mostraram que a maioria das nascentes estudadas encontrava‐se 

em desacordo com algum critério de qualidade estabelecido pela legislação vigente. Para tal 

comparação, foram consideradas a portaria 518/04 do Ministério da Saúde, e as resoluções 

CONAMA  357/05  (Brasil,  2005)  e  CONAMA  396/08  (Brasil,  2008).  Em  geral,  as  nascentes 

apresentaram valores de oxigênio dissolvido (OD), pH e coliformes (totais e fecais) fora dos 

padrões  estabelecidos,  além  de  efeito  tóxico  crônico  em  diversos  pontos,  critério  em 

desconformidade com a resolução CONAMA 357/05. Entre as nascentes que apresentaram 

efeito  tóxico  crônico,  encontram‐se  majoritariamente  nascentes  da  microbacia  do  rio 

Espraiado,  já  antes  citada  como  área  prioritária  para  conservação  devido  às  pressões 

antrópicas  na  região.  Apesar  de  não  haver  ocorrência  de  metais  e  pesticidas  em 

concentrações superiores aos  limites estabelecidos pela  legislação, há possibilidade destas 

substâncias  induzirem  efeitos  deletérios  às  comunidades  biológicas  a  longo  prazo,  o  que 

torna imprescindível a adoção de medidas para a redução desses impactos e a recuperação 

das áreas degradadas (Resende, 2009).  

Diante do exposto e  considerando a  importância das  regiões de  cabeceira para a 

manutenção  do  equilíbrio  de  toda  a  bacia  hidrográfica  e  os  resultados  da  avaliação 

ecotoxicológica  de  amostras  de  água  de  superfície  do município  de  Bom  Repouso  – MG 

utilizadas  para  abastecimento  e/ou  irrigação,  esse  projeto  pretendeu  utilizar  os 
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procedimentos  de  Avaliação  e  Identificação  da  Toxicidade  (TIE)  para  caracterizar  os 

principais  compostos  ou  grupos  de  compostos  responsáveis  pela  toxicidade  da  água  ou 

sedimento,  contribuindo  para  a  recuperação  da  qualidade  da  água,  proteção  da  biota  e 

minimização dos riscos ecológicos. 

 

2. OBJETIVOS DA PESQUISA 

 

O  objetivo  da  pesquisa  foi  caracterizar  os  principais  grupos  de  ssubstâncias 

relacionadas à  toxicidade crônica da água e do sedimento de nascentes na região de Bom 

Repouso/MG  por  meio  da  Avaliação  e  Identificação  de  Toxicidade.  Adicionalmente, 

procurou‐se avaliar a eficiência desta técnica em amostras que apresentam baixos níveis de 

toxicidade para o organismo Ceriodaphnia dubia. 

 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA – AVALIAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE TOXICIDADE 

 

3.1. Aspectos Metodológicos 

3.1.1. Fase I 

Consiste em uma série de manipulações que evidenciam as características  físico – 

químicas das substâncias tóxicas e envolve as seguintes etapas: filtração, aeração, ajuste de 

pH, extração em coluna de octadecil (C18), graduação de pH, adição de EDTA e Tiossulfato 

de Sódio (Figura 2.). Segundo Botta et. al. (2006) é possível nestas etapas a identificação das 

classes  de  substâncias  responsáveis  pela  toxicidade,  como metais  catiônicos,  compostos 

voláteis, orgânicos apolares e substâncias pH – dependentes (Tabela 3).  
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às mudanças de pH da amostra (pH 3 e 11) apresentam alterações na sua biodisponibilidade 

e consequente modificação na toxicidade  (USEPA, 1991).  

A etapa de graduação de pH, onde a amostra é ajustada para valores de pH dentro 

da faixa fisiologicamente tolerada pelo organismo‐teste (pH 6‐9), pode alterar a solubilidade 

e especiação de alguns metais, assim como o equilíbrio iônico de substâncias como amônia, 

sulfetos,  cianetos  e  compostos  orgânicos  ionizáveis  (USEPA,  1991).  Segundo  Ankley  & 

Schubauer‐Berigan  (1995), a proporção de  formas  ionizadas e não  ionizadas da substância 

pode mudar significativamente de acordo com a mudança do pH, modificando também sua 

toxicidade e propriedades físico‐químicas. 

A  filtração  fornece  informações  sobre  poluentes  associados  ao  material  em 

suspensão ou aqueles que têm solubilidade dependente do pH (filtração com ajuste de pH). 

Tais  compostos  retidos  no  filtro  podem  ser  recuperados  posteriormente  com  a 

ultrasonificação dos  filtros. A eluição pode ser  feita com solventes, para a  recuperação de 

compostos  orgânicos,  ou  com  o  meio  de  cultivo  ajustado  em  pH  3  quando  os  metais 

catiônicos são os possíveis responsáveis pela toxicidade (USEPA, 1991; Schubauer Berigan & 

Ankley , 1991). 

Compostos voláteis, oxidáveis ou subláteis podem ser caracterizados nos testes de 

aeração  (USEPA,  1991;  Ankley  &  Bukhard,  1992).  Testes  complementares  são  feitos  na 

diferenciação das  tres  classes de  compostos. A diferenciação entre os  compostos  voláteis 

dos oxidáveis é feita aerando a amostra com nitrogênio: se ocorrer redução ou remoção da 

toxicidade também com nitrogênio, os compostos presentes são voláteis; caso contrário, os 

compostos  presentes  são  oxidáveis  (USEPA,  1991).  A  toxicidade  dos  subláteis  pode  ser 

recuperada  após  a  lavagem  das  paredes  dos  recipientes  de  aeração  (Ankley &  Burkhard, 

1992).  Substâncias  como  surfactantes  e  resinas  ácidas  podem  ser  caracterizadas  nesse 

processo (Ankley & Burkhard, 1992; Ankley & Schubauer‐Berigan, 1995). 

Para  a  caracterização  de  compostos  orgânicos  apolares,  é  utilizada  a  etapa  de 

extração em fase sólida (SPE – Solid Phase Extraction). Em diferentes pHs da amostra (pH 3, 

pH  9  e  pH  inicial),  a  coluna  de Octadecil‐sílica  (C18)  pode  remover  compostos  orgânicos 

apolares ou moderadamente apolares ácidos, básicos ou neutros (Botta‐Paschoal, 2002). Os 

compostos retidos são eluídos com solventes específicos e a recuperação da toxicidade nos 
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extratos eluidos confirma a evidência da presença de compostos orgânicos apolares (Durhan 

et al., 1993). 

 

Tabela  3.  Classes  de  compostos  identificáveis  nas manipulações  da  Fase  I  (Adaptado  de 

Buratini et al., 2007).  

Tratamento  Compostos Identificados 

Quelação com EDTA 
Metais catiônicos (Cr, Al, Cd, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni, Zn, entre 

outros) 

Redução com Tiossulfato 

de Sódio 
Oxidantes (cloro, peróxidos) e metais (Cu, Cd e Hg) 

Extração em Fase Sólida 
Compostos orgânicos não polares (solventes, pesticidas, 

fenóis) 

Filtração 
Sólidos Orgânicos filtráveis ou com solubilidade dependente 

do pH 

Aeração 
Voláteis (solventes orgânicos), oxidáveis (cloro) e subláteis 

(surfactantes) 

Ajuste de pH  sulfetos, cianetos, amônia, metais, compostos orgânicos 

Graduação de pH 
Amônia, sulfetos, metais, cianetos, substâncias orgânicas 

ionizáveis. 

 

3.1.2. Fase II 

As informações obtidas na fase I fornecem evidencias que auxiliam na identificação 

das  substancias  na  fase  II.  Reduções  na  toxicidade  após  o  tratamento  com  EDTA,  por 

exemplo,  orientam  as  metodologias  de  análises  apropriadas  para  a 

identificação/quantificação  de  metais  (Espectrofotometria  de  Absorção  Atômica,  Plasma 

Indutivamente Acoplado) ou testes complementares podem ser feitos com resinas de troca 

iônica, fornecendo evidências mais fortes para as análises quali‐qantitativas (USEPA, 1993a). 

Diversas  técnicas  de  fracionamento,  concentração  e  detecção  para  substâncias  orgânicas 

apolares  podem  ser  empregadas,  como  Cromatografia  Gasosa,  Cromatografia  Líquida  de 
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Alta  Eficiência,  Espectroscopia  de  Massa  acoplada  à  cromatografia,  etc  (Lukasewycz  & 

Durhan, 1992; Durhan et al., 1993; USEPA, 1993a; Muñoz et al., 1994; Thomas et al., 2001). 

 

3.1.3. Fase III 

O objetivo da  fase  III da AIT é confirmar as  substâncias caracterizadas na  fase  I e 

identificadas  na  fase  II.  Segundo  Botta  (2006)  esta  é  a  etapa  mais  critica  da  AIT,  pois 

artefatos ou erros nos procedimento nas  fases anteriores podem  levar a  falsos  resultados 

sobre os compostos tóxicos. 

Outras técnicas de separação, seguidas de testes de toxicidade também podem ser 

empregadas para a  identificação de substâncias como o uso de resinas específicas como a 

Zeólita  para  a  identificação  de  amônia  (Besser  et  al,  1998; USEPA,  1993a),  Chelex‐100  e 

Amberlite para substâncias cationicas ou aniônicas (Andersen, 2004; Onikura, 2007; USEPA, 

1993a).  

A  correlação  é  uma  ferramenta  estatística muito  utilizada  nesta  fase.  São  feitas 

relações  entre  a  toxicidade  observada  e  a  concentração  das  substâncias  na  amostra.  Por 

meio de testes de sensibilidade com estas substâncias em meio de cultivo ou amostra real 

contaminada  (Spiked)  pode‐se  encontrar  um  padrão  de  toxicidade  da  substância  que  se 

assemelha  com  a  amostra.  Sensibilidade de duas ou mais  espécies, de diferentes hábitos 

também  são utilizados neste estudo e  fornecem  informações  sobre o  comportamento da 

toxicidade (USEPA, 1993b; Ankley & Schubauer‐Berigan, 1995). Procedimentos utilizados na 

fase  I  da  AIT  –  como  SPE,  aeração,  filtração,  tratamento  com  resinas  ‐  em  amostras 

contaminadas  (Spiked)  com o  toxicante  também  fornecem evidencias  confirmatórias, pois 

revelam  o  comportamento  geralmente  inerente  de  certas  substâncias  frente  a  um 

tratamento  específico.  Além  disso,  outra  ferramenta  utilizada  na  fase  III  é  o  estudo 

comportamental  das  espécies  na  amostra  tóxica,  pois  revela  padrões  que  podem  ser 

comparados entre a amostra real e a amostra contaminada com o toxicante suspeito.  

Segundo Ankley & Schubauer‐berigan (1995), o balanço de massa também pode ser 

utilizado  na  confirmação  quando  a  toxicidade  é  removida  ou  reduzida  na  amostra  e 

recuperada  subseqüentemente,  como  na  SPE,  filtração  ou  fracionamento  por HPLC. Cada 
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fração  destes  testes  é  testada  separadamente  e  os  resultados  de  perda  de  toxicidade 

comparados à toxicidade total, estimando‐se a contribuição de cada substância identificada 

na toxicidade total da amostra (USEPA, 1993; Jin et al., 1999; Yang et al., 1999).  

A Zeólita é uma resina natural ou sintética composta principalmente por silicatos e 

alumina  que  formam  uma  estrutura  com  carga  negativa  (Burgess  et  al,  2004),  utilizada 

largamente  em  estudos  de AIT  em  casos  de  suspeita  de  toxicidade  por Amônia  e  alguns 

metais (Badaró‐Pedroso, 1999). Burkhard & Jenson (1993) utilizaram a zeólita em efluentes 

municipais  tanto  na  fase  II,  como  forma  de  identificar  a  amônia  por meio  de  testes  de 

toxicidade, e na fase III, combinando‐a com os testes de comparação entre sensibilidades e 

contaminação  da  amostra  (Spiked  test)  com  a  substância  em  questão.  Ankley  e 

colaboradores  (1990)  utilizaram‐na  como  forma  de  confirmar  (fase  III)  a  toxicidade  da 

amonia  em  amostras  de  sedimento  do  complexo  Rio  Fox‐Baía Green,  assim  como  Botta‐

Paschoal (2002), que utilizou em amostras de sedimento dos reservatórios de Salto Grande e 

Rasgão no Brasil; Badaró‐Pedroso (1999) fez uso da zeólita na fase III com efluentes de uma 

indústria petroquímica. 

 

3.2. Produção Científica Relacionada à AIT 

A  identificação  dos  principais  compostos  causadores  da  toxicidade  é  um  fator 

importante para a tomada de medidas e adoção de procedimentos específicos. Dessa forma, 

os procedimentos de AIT  têm  sido utilizados  com  sucesso na  gestão  e  gerenciamento de 

efluentes  industriais,  municipais,  amostras  ambientais,  como  águas  superficiais  e 

sedimentos de ambientes marinhos ou continentais.  

Em  relação  à  produção  científica,  foi  levantado  um  total  de  136  trabalhos 

publicados em periódicos que fazem o uso desta técnica em diversas matrizes. Em relação à 

produção por países, as instituições e pesquisadores dos EUA foram os que mais publicaram 

no período entre 1983 e 2010, correspondendo à aproximadamente 56% do total. Na figura 

3, é apresentado um gráfico com a quantidade de trabalhos publicados por continente. Em 

geral,  a  América  do Norte,  representada  pelos  EUA  e  Canadá,  têm  juntos  62%  do  total, 

seguida pela  Europa  (Alemanha, Bélgica, Croácia,  Espanha, Holanda,  Itália, Reino Unido  e 
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Suécia) com 25%, Ásia e Oceania (China, Japão, Coréia do Sul e Austrália) com 10% e América 

do Sul (Brasil e Chile) e América Central (Trinidad e Tobago) com 3% e 1%, respectivamente. 

 

 

Figura 3. Trabalhos científicos sobre AIT publicados em revistas periódicas no período entre 

1983‐2010 (n=136). 

Analisando separadamente a produção científica de cada país (Figura 4), observa‐se 

que os EUA é o que apresenta maior volume de trabalhos científicos na área (56%), seguido 

pelo  Reino Unido  (6,4%),  Canadá  (5%),  China  (4,3),  Espanha,  Itália  e  Suécia  (3,6),  Japão, 

Holanda e Alemanha  (2,9); Brasil e Coréia do Sul  (2,1); Austrália, Chile e Tinidad e Tobago 

(0,7). 
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Figura 4. Participação dos países na produção de trabalhos científicos sobre AIT publicados 

em revistas periódicas no período entre 1983‐2010 (n=140). 

 

3.3. Principais Aplicações da Avaliação e Identificação de Toxicidade 

3.3.1. Identificação de Substâncias Tóxicas em Efluentes Industriais e Municipais  

Em  efluentes  de  industria  têxtil, Wells  e  seus  colaboradores  (1994)  aplicaram  os 

fracionamentos da AIT e identificaram uma especiação aniônica do Zinco (usada em um dos 

processos de produção) como principal responsável pela toxicidade aguda do efluente para 

Daphnia pulex. O estudo de AIT realizado por Douglas et al. (1996) em efluentes de indústria 

petroquímica lançados em um estuário mostrou que o metal Estanho foi  o responsável pela 

toxicidade ao crustáceo Mysidopsis bahia. O metal foi  identificado por meio de tratamento 

da amostra com resinas de troca iônica e o efeito tóxico foi agravado pela deficiência de íons 

essenciais  como  Potássio  e Magnésio,  e  excesso  de  Cálcio. No  Japão,  estudos  feitos  por 

Onikura  et  al.  (2007)  com  um  efluente  de  uma  indústria  de  papel  e  celulose  utilizaram 

resinas e reagentes para a quelação específica de alguns metais. Os resultados da redução 

de toxicidade por estas técnicas, aliados às análises quantitativas de metais, sugeriram que o 

Níquel  foi  o  principal  responsável  pela  toxicidade  deste  efluente.  Outro  exemplo  de 

utilização da AIT na análise de risco de efluentes  foi o estudo realizado por Mount & Hockett 
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(2000), em uma matriz complexa oriunda de uma  industria nos Estados Unidos. Os autores 

identificaram e confirmaram como principal agente tóxico o Cromo Hexavalente. Para  isto, 

além das técnicas de quelação com EDTA, os autores utilizaram resinas de troca aniônica e 

carvão ativado. 

Em  efluentes  de  uma  indústria  química  chinesa  foram  identificados  em  primeira 

instância  compostos  orgânicos  não  –  polares.  Após  análises  quali  ‐  quantitativas  por 

Cromatografia  Gasosa/Espectroscopia  de  Massa  (GC/MS),  foi  revelada  a  presença  de 

clorobenzeno, nitrobenzeno, naftaleno, Cloro ‐ nitrobenzenos, 2‐naftol e anilina. O teste de 

balanço  de  massa  realizado  na  fase  III  confirmou  essas  substâncias  como  toxicantes 

primários (Yang et al., 1999). Nos efluentes de outra indústria do mesmo setor que a citada 

acima  também  foram  caracterizados  poluentes  orgânicos  não  polares,  posteriormente 

identificados como benzopirenos e  fenóis. A utilização de balanço de massas na  fase  III da 

AIT, mostrou que 44,6% e 32,9% da toxicidade do efluente eram devidos ao benzopirenos e 

fenóis,  respectivamente  (Jin  et  al.,  1999).  Esses  resultados  indicaram  que  esta  classe  de 

substâncias  químicas  é  um  problema  muito  difundido  e  que  medidas  devem  ser 

implementadas para o seu controle enquanto são descartadas (Jin et al., 1999; Yang et al., 

1999). Na Espanha, foram utilizadas técnicas de Micro Extração em Fase Sólida (SPME) para 

a  identificação  de  compostos  orgânicos  presentes  em  uma  estação  de  tratamento  de 

efluentes domésticos e industriais (Fernández et al., 2004). Os principais compostos isolados 

foram os pesticidas Diazinon e Quinalphos, além de outras 30 substâncias orgânicas como 

Fenóis, Ftalatos, Benzenos, Tolueno Diisocianato, entre outros. 

São  encontrados  em  efluentes  domésticos  uma  grande  variedade  de  substâncias 

nocivas  como  surfactantes,  amônia,  organicos  sintéticos  e  desreguladores  endócrinos. Os 

surfactantes  são  largamente  utilizados  em  diversos  produtos,  principalmente  como 

detergentes,  cosméticos  e  carreadores  de  pesticidas,  mas  prejudicam  a  biota  aquática 

(Ostroumov,  2006).  São  substâncias  tensoativas  e  possuem  em  suas  moléculas  uma 

estrutura polar (que dissolve – se facilmente em água) e uma não polar, o que  lhe propicia 

características  hidrofóbicas  e  hidrofílicas  em  uma  mesma  molécula  (Ying,  2005).  Essas 

substâncias  foram  identificadas  em  sistemas  de  tratamento  secundário  que  recebem 

efluentes domésticos, e em conjunto com o cloro, são responsáveis pela toxicidade destes 

efluentes  (Ankley  &  Burkhard,  1992).  Foi  observado  que  o  tratamento  secundário  em 
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questão conseguia reduzir significativamente a toxicidade destas duas substâncias, porém, o 

tratamento primário não era eficiente para a  redução da toxicidade. Segundo Duarte (2006) 

os surfactantes podem apresentar risco às bactérias aeróbias ou anaeróbias dos sistemas de 

tratamento  devido  à  sua  ação  sobre  as  reações  enzimáticas,  membranas  e  excreções 

celulares. 

Substâncias  estrógenas  também  são  comumente  encontradas  nestes  efluentes, 

principalmente  hormônios  naturais  (17β  –  estradiol  e  Estrona)  e  sintéticos  (17α  – 

etinilestradiol)  verificados  por  Desbrow  et  al.  (1998),  além  de  alquilfenóis,  benzofenona, 

metilparabeno  e  Hidrocarbonetos  Policíclicos  Aromáticos  identificados  por  Grung  et  al. 

(2007). Outros estudos  com efluentes municipais  revelaram  também a  toxicidade causada 

por amônia, cloro e Diazinon sendo este último um pesticida largamente usado no controle 

de baratas, formigas, besouros, pulgas, carrapatos e nematódeos (Burkhard & Jenson, 1993; 

Amato et al. ,1992).  

 

3.3.2. Identificação de substâncias tóxicas na água e no sedimento 

Muñoz e colaboradores (1994) realizaram procedimentos de AIT para solucionar um 

caso de mortandade de peixes no rio Tajo, Espanha. Para tal estudo, os autores realizaram 

testes de toxicidade aguda com Daphnia magna e o teste de citotoxicidade  in vitro RTG‐2, 

que utiliza células de Truta Arco‐íris. Foi verificada a  remoção da  toxicidade na  filtração e 

subseqüente  recuperação quando o material particulado  foi  ressuspenso. Após a extração 

líquido‐líquido e as análises no HPLC, revelou‐se a presença do Ácido Dehidroabiético, uma 

resina  ácida  encontrada  comumente  nos  efluentes  oriundos  das  indústrias  de  celulose  e 

papel (Pritchard et al., 1991; Rissanen et al., 2003) e outros efluentes (Muñoz et al., 1994).  

Riveles  &  Gesberg  (1999)  realizaram  estudos  para  caracterizar  os  compostos 

responsáveis pela toxicidade em amostras do rio Tijuana – fronteira entre Estados Unidos e 

México ‐ no período seco e chuvoso. Para tal objetivo, foi aplicada a fase I do protocolo de 

AIT (USEPA, 1991). Nas duas campanhas, etapas de filtração, aeração, tiossulfato de sódio e 

EDTA não apresentaram diferenças significativas de remoção de toxicidade em relação aos 

testes com amostra sem tratamento. Entretanto, os testes com C18 mostraram eficiência na 
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redução  de  toxicidade  no  pH  inicial,  3  e  11. Gesberg  e  colaboradores  (2004)  novamente 

aplicaram  a  fase  I da AIT  com  amostras  coletadas de  janeiro  a  abril de  2001. Os  autores 

obtiveram resultados similares aos do estudo anterior, com redução da toxicidade na SPE e 

subseqüente  recuperação  após  eluição  com  metanol.  As  amostras  coletadas  em  março  

também apresentaram significativa redução de toxicidade  na etapa de aeração (pH inicial e 

pH  11)  e  janeiro  (pH  11),  indicando  nos  dois  estudos  a  toxicidade  de  orgânicos  apolares 

como surfactantes, hidrocarbonetos e pesticidas (RIVELES & GESBERG, 1999; GESBERG et al., 

2004). 

Os procedimentos da AIT foram utilizados por Thomas et al. (2001) para  investigar 

os possíveis contaminantes que prejudicavam a qualidade de um córrego na  Inglaterra. As 

amostras, coletadas após dois picos de chuva durante a primavera,  foram concentradas e 

fracionadas usando SPE e HPLC semi‐preparativa, respectivamente, submetidas em seguida 

a  testes  de  toxicidade  aguda  com  Daphnia  magna.  Os  concentrados  de  ambas  as 

amostragens  apresentaram  toxicidade  aguda,  especialmente  o  segundo,  que  apresentou 

maior  toxicidade.  Segundo  Thomas  e  colaboradores  (2001),  o  fracionamento  por  HPLC 

possibilitou a identificação das principais frações tóxicas das duas amostras, revelando uma 

correlação entre a toxicidade e o coeficiente de partição octanol‐água (Kow) das substâncias 

orgânicas. Com estas informações e os dados das análises químicas, os autores chegaram à 

conclusão que o pesticida Diuron foi o principal responsável pela toxicidade no primeiro e no 

segundo  período  de  amostragem.  Os  principais  toxicantes  da  segunda  coleta  foram  o 

surfactante Nonilfenol e os pesticidas Endosulfan  Sulfato e Pendimethalin. O Nonilfenol é 

utilizado  em  diversas  formulações,  principalmente  como  carreador  de  pesticidas, 

proporcionando ao composto maior solubilidade em água (Thomas et al., 2001; Oustromov, 

2006).  Esta  substância  também  tem  a  propriedade  de  afetar  adsorção  dos  compostos  à 

matéria  orgânica  do  solo,  causando  a  liberação  de  pesticidas  ligados  ao  solo,  como  o 

Endosulfan  Sulfato  (Thomas  et  al.,  2001).  Essas  substâncias,  geralmente  relacionadas  à 

agricultura, alcançam os  córregos através do  carreamento e drenagem durante as  chuvas 

(Willians et al., 1995) 

Outro exemplo de aplicação da AIT pode  ser observado no  trabalho de Norberg‐

King et al.  (1991)  com amostras de água da Bacia de Drenagem Colusa, área  influenciada 

pelo  rio  Sacramento  –  Califórnia/EUA.  A  água  desse  rio  é  utilizada  para  a  irrigação  das 
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culturas de  arroz,  situadas  em um  vale  à montante do  local de estudo. Ouros  estudos  já 

indicavam  na  região  a  presença  de  pesticidas  como  o  Parathion  (etil  e metil),  Simazine, 

Carbofuran,  entre  outros  (PHILLIPS,  1987  apud  NORBERG‐KING  et  al.,  1991).  O 

fracionamento  consistiu  apenas  em  filtração  ‐  através  de  filtros  de  Fibra  de  vidro  –  e 

Extração em Fase Sólida com coluna C18, eluídas em frações de metanol/água. As alíquotas 

foram  testadas  e  revelaram  redução  total  da  toxicidade  nas  amostras  pós‐coluna  e 

conseqüente  recuperação  de  toxicidade  nas  frações  de metanol/água,  especialmente  na 

fração  80%  de metanol.  As  análises  feitas  por  Cromatografia  Gasosa/Espectrometria  de 

Massa  identificaram  Carbofuran  e  seu  metabólito  (Carbofuran  Fenol),  Metil  Paration  e 

Molinate, corroborando com os resultados obtidos por Phillips (1987 apud NORBERG‐KING 

et al., 1991). Para a Fase  III da AIT, os autores realizaram testes de sensibilidade com cada 

um dos compostos identificados na fase anterior. Os resultados foram correlacionados com 

a concentração encontrada nas amostras e confirmaram que estes pesticidas, especialmente 

o Carbofuran e o Metil Parathion, foram os responsáveis pela toxicidade nas amostras.  

Outro  trabalho  foi  realizado na Califórnia por Anderson et al.  (2006) no  rio Santa 

Maria,  que  recebe  água  de  escorrimento  superficial  oriunda  de  áreas  ocupadas  por 

agricultura. Na fase I da AIT, a centrifugação, a extração em fase sólida com C18 e a adição 

de Piperonyl Butoxide  foram os  tratamentos mais eficientes na  redução da  toxicidade nas 

amostras do  rio  Santa Maria e do estreito Orcutt, o que  indicou  toxicidade  relacionada  a 

compostos  orgânicos.  Diversos  pesticidas  organoclorados  e  organofosforados,  como  o 

dieldrin, DDT, endosulfan, endrin, parathion, malathion e chlorpiryfos foram detectados nas 

amostras com concentrações abaixo de 1 μg L‐1, mas apenas este último foi encontrado em 

concentrações capazes de causar  toxicidade aguda para C. dubia. A  redução da  toxicidade 

das  amostras  de  água  intersticial  para  Hyallela  azteca  após  o  tratamento  com  C18, 

evidenciou  a  toxicidade  causada  por  compostos  orgânicos  apolares.  Entretanto,  a 

recuperação da toxicidade pela eluição da coluna não foi eficiente, bem como as adições de 

PBO e da Enzima Carboxylesterase – cuja ação  inibe a  toxicidade de pesticidas piretróides 

(WHEELOCK  et  al.,  2004)  ‐  não  reduziram  a  toxicidade,  indicando  um  provável  efeito 

combinado entre o Chlorpiryphos e pesticidas piretróides. 

Os  primeiros  estudos  de  AIT  em  sedimentos  foram  executados  por  Ankley  et  al 

(1990) no rio Fox/Green Bay, Winsconsin. A partir dos resultados de testes com os ajustes de 
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pH,  análises  químicas  e  tratamento  com  zeólita  foi  possível  concluir  que  a  amônia  foi  o 

principal  composto  responsável  pela  toxicidade.  Schubauer‐Berigan  &  Ankley  (1991) 

aplicaram a metodologia de AIT em água intersticial e elutriatos de sedimentos do canal Cal‐

Sag, que  liga um  lago ao rio Illinois, EUA. Os autores  identificaram que a toxicidade para C. 

dubia era proveniente de substâncias como amônia, metais e compostos orgânicos apolares 

identificados na fase II. Em um estudo mais recente realizado com amostras de sedimentos 

de uma  lagoa na Itália, Picone et al. (2008) também  identificaram a amônia como principal 

toxicante,  além  de  metais  para  alguns  pontos  amostrais.  Os  autores  testaram  duas 

sequencias diferentes, onde a ordem dos tratamentos era modificada: a primeira seqüência 

consistia em Adição de Tiossulfato e EDTA,  filtração,  SPE e  remoção de  amônia  com  alga 

Ulva  rigida, enquanto na  segunda  seqüência o  tratamento com a alga era  realizado antes 

dos  outros  tratamentos.  Os  autores  concluíram  que  o  segundo  tratamento  apresentava 

melhores  resultados quando  a  toxicidade  era  causada majoritariamente por  amônia, mas 

quando a toxicidade era causada por metais, as duas seqüências obtiveram resultados bem 

semelhantes. 

No  lago Orta, região norte da  Itália,  foi realizado outro estudo de  identificação de 

toxicidade com amostras de água intersticial e testes com V. fisheri. O procedimento de AIT, 

modificado neste trabalho conduzido por Guzzela et al.  (1996), atribuiu a toxicidade a três 

classes de compostos: sólidos em suspensão, metais e orgânicos apolares. Testes realizados 

com  sedimentos  do  rio  Passaic  nos  Estados  Unidos  também  foram  submetidos  aos 

fracionamentos da AIT e testados com os organismos Vibrio fisheri (bactéria luminescente), 

além  do  amfipoda  Ampelisca  abdita.  Os  resultados  indicaram  toxicidade  causada  por 

compostos orgânicos neutros associados ao material particulado (KAY et al., 2007) 

Um outro exemplo de estudos em sedimentos foi realizado por Weston et al. (2007) 

na enseada Del Puerto, California/EUA, que  recebe por escoamento  superficial  a água de 

irrigação  das  plantações  do  entorno.  Estudos  anteriores  indicaram  toxicidade  dos 

sedimentos  e  sua  contaminação  por  diversos  pesticidas.  Desta  forma,  foi  conduzido  um 

estudo de Avaliação e Identificação de toxicidade específica para pesticidas piretróides que 

incluem manipulações de temperatura, além das adições de Piperonyl Butoxide e Esterase. 

Com esses procedimentos foi possível evidenciar a ação tóxica dos piretróides, e por meio de 

técnicas  de  cromatografia  gasosa  o  pesticida  Bifenthrin  foi  identificado  como  toxicante 
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primário,  além  de  outros  piretróides  coadjuvantes  como  o  Lambda‐Cyhalothrin, 

Esfenvalerate e Cyfluthrin.  

Phillips  e  seus  colaboradores  (2006)  utilizaram  além  da  adição  de  Piperonyl 

Butoxide  outras  técnicas  de  identificação  de  pesticidas,  como  a  adição  da  enzima 

Carboxylesterase, a resina Ambersorb 563 e carvão ativado de côco (Coconut Charcoal) em 

testes  com  sedimentos  do  estreito Orcutt,  acima  da  confluência  com  o  rio  Santa Maria, 

Califórnia/EUA,  local  por  onde  escorre  a  água  das  chuvas  e  carreiam  os  resíduos 

provenientes da agricultura. Os  tratamentos  com a  resina e o  carvão obtiveram  reduções 

significativas  na  toxicidade  para  Hyalella  azteca,  o  que  caracterizou  que  um  ou  mais 

compostos  orgânicos  foram  responsáveis pela  toxicidade. A  adição de Piperonyl Butoxide 

aumentou a  toxicidade enquanto a adição de Carboxylesterase reduziu‐a. Esses resultados 

sugerem  fortes  evidências  sobre  toxicidade  causada  por  pesticidas  piretróides,  com  uma 

possível combinação com o organofosforado Chlorpiryphos. 

Na  tabela 4 é mostrado um  sumário dos estudos de Avaliação e  Identificação de 

Toxicidade  citados  anteriormente,  com  os  tipos  de  amostras  e  as  principais  substâncias 

identificadas. 
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Tabela 4. Resumo dos tipos de amostras e respectivos toxicantes identificados em estudos de 

AIT.  A=Água;  SI=Sedimento  (Água  Intersticial);  SE=Sedimento  (Elutriato);  ST=Sedimento 

Total; EM=Efluente Municipal; EI=Efluente Industrial. 

Amostra  Substância(s) Identificada(s)  Referência 

A  Ácido Dehidroabiético  MUÑOZ et al., 1994 
A  Orgânicos Apolares  RIVELES & GESBERG, 1999 
A  Orgânicos Apolares  GESBERG et al., 2004 
A  Nonilfenol, Endosulfan Sulfato e 

Pendimethalin 
THOMAS et al., 2001 

A  Carbofuran e Metil Parathion  NORBERG‐KING et al., 1991 
A/SI  Chlorpiryphos e pesticidas piretróides  ANDERSON et al., 2006 
SI  Amônia  ANKLEY et al., 1990 

SI/SE  Amônia, Orgânicos Apolares e Metais  SCHUBAUER‐BERIGAN & 
ANKLEY, 1991 

SI  Compostos Orgânicos no Material 
Particulado 

KAY et al., 2007 

SI  Amônia e metais  PICONE et al., 2008 
SI  Metais e Orgânicos apolares  GUZZELA et al., 1996 
ST  Pesticidas Piretróides  WESTON et al., 2007 
ST  Pesticidas Piretróides e Organofosforados  PHILLIPS et al., 2006 
EI  Zinco  Wells et al., 1994 
EI  Estanho, Potássio e Magnésio  Douglas et al., 1996 
EI  Níquel  Onikura et al., 2007 
EI  Cromo Hexavalente  Mount & Hockett, 2000 
EI  Benzenos, naftaleno,  2‐naftol e anilina  Yang et al., 1999 
EI  Benzopirenos e fenóis  Jin et al., 1999 

EM/EI  Pesticidas (Diazinon e Quinalphos)  Fernández et al., 2004 
EM  Surfactantes e cloro  Ankley & Burkhard, 1992 
EM  Hormônios, alquilfenóis, benzofenona, 

metilparabeno e HPAs 
Desbrow et al., 1998 

EM  Amônia, cloro e Diazinon  Burkhard & Jenson, 1993 

   

3.3.3. A AIT na América Latina 

Estudos na América do Sul,  feitos por países como o Brasil e o Chile representam 

apenas 3% do  total de  trabalhos publicados em periódicos no mundo. No Brasil, a grande 

maioria  dos  trabalhos  desenvolvidos  é  reportada  em  outros meios  de  divulgação  como 
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dissertações, teses e capítulos de  livros. A seguir são descritos os trabalhos sul‐americanos 

sobre AIT, especialmente os desenvolvidos no Brasil e o resumo dos resultados obtidos são 

apresentados na tabela 5. 

No Brasil, o primeiro estudo de Avaliação e Identificação de Toxicidade foi feito por 

Badaró‐Pedroso  (1999) com efluentes de uma  indústria petroquímica. Foram  feitos ajustes 

de pH (6.5, 7.5 e 8.5), filtração, extração em fase sólida com coluna C18, adição de EDTA e 

Tiossulfato de sódio e as amostras submetidas aos fracionamentos foram testadas com três 

espécies de ouriços‐do‐mar:  Strongylocentrus purpuratus,  Lytechinus  variegatus  e Arbacia 

puctulata. Os tratamentos indicaram que os compostos orgânicos apolares e amônia foram 

os principais compostos responsáveis pela toxicidade e os metais e as substâncias associadas 

ao material particulado contribuíram em menor proporção com a toxicidade das amostras. 

Os  tratamentos com Zeólita e com a alga Ulva  lactuca  foram utilizados na confirmação da 

amônia (Fase III). 

Pires  (2006) realizou um estudo que abrangeu efluentes  líquido do pólo  industrial 

de Belfor Roxo/RJ e o Rio Sarapuí, também localizado na região e onde são despejados estes 

efluentes. No estudo, foi aplicado o procedimento completo da fase I proposta pela USEPA 

(1991), além do emprego de resinas de troca  iônica em testes agudos com Daphnia similis. 

No efluente, o autor observou reduções de toxicidade nas etapas de Filtração  (pH  inicial e 

11), Aeração  (pH 3 e  inicial) e uma acentuada  redução com a amostra  tratada com  resina 

aniônica.  Tais  resultados  sugerem  a  influência  de  ânions  (como  cloreto  e  sulfeto)  na 

toxicidade  final  do  efluente,  além  dos  sólidos  suspensos.  Na  fase  II,  o  ion  Cloreto  foi 

identificado  nas  análises  químicas  em  concentrações  acima  de  4000  mg  L  ‐1.  Para  as 

amostras  do  Rio  Sarapuí,  a  fase  I  indicou  os  Sólidos  Suspensos,  a  Amônia  e  Sulfeto  de 

Hidrogênio  como  principais  toxicantes,  especialmente  de  acordo  com  os  resultados  de 

redução de toxicidade na filtração (todos os pHs), ajustes de pH (3 e 11) e aerações (todos os 

pHs). 

Os efluentes industriais tambem foram o objetivo de estudos realizados por Furley 

(2009), que analisou efluentes de diversas etapas do  tratamento de água  residuárias de 4 

indústrias produtoras de Celulose e Papel. O procedimento completo de caracterização de 

toxicidade  foi  aplicado  e  avaliado  por meio  de  ensaios  com  Ceriodaphnia  dubia  e  com  o 
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ouriço marinho Echinometra  lucunter. O balanço geral da toxicidade dos efluentes destas 4 

indústrias  revela  que  os  principais  compostos  responsáveis  são  os  sólidos  dissolvidos, 

amônia, metais e oxidantes, além dos compostos voláteis e  sólidos  suspensos geralmente 

gerados nos processos da Estação de Tratamento Biológica. 

Outro  estudo  com  efluentes  foi  realizado  no  Chile  por  Cooman  e  colaboradores 

(2003), que avaliaram e  identificaram a  toxicidade de efluentes gerados por curtumes. Os 

testes com Daphnia pulex revelaram que os seguintes tratamentos obtiveram mais de 40% 

de redução na toxicidade: ajuste de pH 3, graduação de pH (6,9), aeração (pH inicial, 3 e 11), 

filtração  (pH 3) e tratamentos com resinas de troca  iônica. Van Sprang &  Janssen  (1997) e 

Burgess et al.  (2003) consideram que a redução da toxicidade pós tratamento com resinas 

catiônicas e aeração, principalmente em pHs básicos, são fortes evidências que a toxicidade 

tenha  sido  causada por  amônia. Além desta  substância, os  autores  também encontraram 

evidências que o cloro contribuia na toxicidade final do efluente. 

Em  ambientes  aquáticos,  Botta‐Paschoal  (2002)  realizou  um  estudo  completo  de 

AIT (fase I, II e III) em elutriatos de sedimentos dos reservatórios de Barra Bonita, Rasgão e 

Salto  Grande,  estado  de  São  Paulo.  Os  organismos‐teste  utilizados  no  estudo  foram  a 

bactéria luminescente Vibrio fisheri e o microcrustáceo Ceriodaphnia dubia.  

No reservatório de Barra Bonita, as amostras submetidas à aeração em pH 3 e 11, 

às graduações de pH (pH 6 e 9) e adição de EDTA obtiveram reduções totais na toxicidade, 

caracterizando a presença de metais como cobre, chumbo, níquel zinco ou cádmio. 

Em  dois  reservatórios  (Salto  Grande  e  Rasgão)  a  amônia  foi  identificada  como 

responsável pela  toxicidade  causada à C. dubia. A perda de  toxicidade nos  testes após os 

ajustes de pH e ajuste/aeração em pH 7 e 11, as análises químicas para determinação dos 

teores de amônia, e a redução da  toxicidade após o  tratamento das amostras com zeólita 

(fase III) confirmaram a evidência da amônia. Além da amônia, compostos ácidos voláteis e 

orgânicos  apolares  (como  o  benzotiazolinone  e  nonilfenol,  identificados  nas  amostras  de 

água  intersticial)  foram  responsáveis pela  toxicidade para V.  fisheri  (Botta‐Paschoal, 2002; 

Araújo, 2006).  
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Em estudos apresentados por Botta‐Paschoal (2002) e Botta‐Paschoal et al. (2004) 

no  reservatório de Salto Grande, os  resultados  revelaram uma possível  interação entre os 

compostos  tóxicos e o pH  ácido das  amostras.  Substâncias  como  alguns metais e  amônia 

apresentam  aumento  da  toxicidade  em  meio  ácido,  devido  principalmente  a 

biodisponibilização ou mudança para suas formas mais tóxicas como ocorre com a amônia. 

Buratini  e  colaboradores  (2007)  utilizaram  a metodologia  de  AIT  (fase  I  e  II)  em 

amostras  de  água  do  rio  Baquirivu‐Guaçu,  Bacia  do  Alto  Tietê/SP.  e  os  resultados  da 

caracterização apontaram para  compostos orgânicos apolares em duas amostras e metais 

catiônicos para uma  amostra. A redução da toxicidade após tratamento com EDTA, mas não 

com  tiossulfato  de  sódio  (substância  que  não  interfere  na  toxicidade  do  zinco)  e  a  as 

concentrações  detectadas  nas  amostras,  confirmaram  o  zinco  como  o metal  responsável 

pela toxicidade.  

Recentemente, Nilin  (2009) utilizou um procedimento  simplificado de AIT  (adição 

de  EDTA  e  Tiossulfato  de  Sódio,  fltração,  aeração  e  adição  de Ulva  sp)  em  elutriatos  de 

amostras de sedimento do estuário do Rio Ceará. Os testes realizados com o ouriço‐do‐mar 

Lytechinus variegatus mostraram que nos 4 pontos de amostragem, os principais compostos 

causadores  da  toxicidade  foram  substâncias  cloradas,  metais  (Cu  e  Mn)  e  amônia, 

confirmada pelo tratamento com Ulva sp.  
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Tabela 5. Resumo dos tipos de amostras e respectivos toxicantes identificados em estudos de 

AIT  na  América  do  Sul.  AS=Água  doce  superficial;  SI=Sedimento  (Água  Intersticial); 

SE=Sedimento (Elutriato); SE‐E=Sedimento Estuarino (Elutriato); EI=Efluente Industrial 

Amostra  Substância(s) Identificada(s)  Referências 

EI  Compostos orgânicos apolares e amônia  Badaró‐Pedroso 
(1999) 

EI  Sólidos dissolvidos, amônia, metais, oxidantes, 
compostos voláteis e sólidos suspensos  Furley (2009) 

EI  Amônia e Cloro  Cooman et al. (2003) 

SE  Metais, amônia, compostos ácidos voláteis e orgânicos 
apolares 

Botta‐Paschoal 
(2002); Botta‐

Paschoal et al. (2004) 

SI  Amônia, compostos ácidos voláteis e orgânicos 
apolares  Araújo et al, 2006 

AS  Compostos orgânicos apolares e metal (Zinco)  Buratini et al. (2007) 

EI/AS  Sólidos suspensos e cloreto/ sólidos suspensos, amônia 
e H2S 

Pires (2006) 

SE‐E  Oxidáveis/voláteis (substâncias cloradas), metais (Cu e 
Mn) e amônia  Nilin (2009) 

 

 

3.4. Considerações Finais 

É possível observar que em geral a utilização das técnicas de AIT majoritariamente 

se restringem à solução de casos de contaminação e diagnóstico em amostras ambientais e 

efluentes.  Tal  tendência  é  seguida  na  América  Latina,  onde  os  estudos  ainda  são  pouco 

distribuídos.  

As substâncias identificadas são diversas, desde hormônios naturais e sintéticos em 

efluentes municipais, pesticidas usados em diversas atividades, metais e  surfactantes. Nos 

estudos  latino‐americanos  e  principalmente  nos  EUA,  a  amônia  é  uma  substância 

comumente  identificada,  tanto  em  efluentes  industriais  como  em  sedimentos  e  águas 

superficiais.  A  fonte  de  amônia  nestes  casos  é  variada.  Em  amostras  ambientais,  por 

exemplo,  a origem da  amônia pode ocorrer pelo despejo de efluentes domésticos. Outra 

fonte é a degradação dos compostos orgânicos nitrogenados por bactérias, e seu acúmulo é 
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facilitado pelas condições anaeróbias presentes em sedimentos com altas cargas de matéria 

orgânica e decomposição bacteriana (Ankley & Schubauer‐Berigan, 1995).  

No  caso  de  alguns  metais  e  compostos  orgânicos,  sua  origem  tem  relação  as 

atividades  humanas.  Metais  como  Chumbo,  Mercúrio,  Cádmio,  Cromo  e  Zinco  em 

concentrações elevadas nos ecossistemas aquáticos  são  resultado do despejo  inadequado 

dos  rejeitos  de  mineração,  subprodutos  do  tratamento  de  madeira,  papel  e  celulose, 

curtume, entre outros. Os  compostos orgânicos podem  ser  introduzidos no ambiente por 

diversas  formas,  carreados  pela  chuva  em  áreas  agrícolas  que  utilizam  agroquímicos,  em 

efluentes domésticos não tratado ou sem tratamento adequado, em efluentes  industriaias, 

como subprodutos, entre outros. 

Os  estudos  de Avaliação  e  Identificação  de  Toxicidade  podem  ser  utilizados  com 

outros  propósitos  além  dos  expostos  anteriormente,  como  redução  de  toxicidade  em 

efluentes  e monitoramento  ambiental  de  áreas  contaminadas,  por  exemplo.  Sua  adoção 

pode  ser  extendida  para  questões  jurídicas,  nas  investigações  de  casos  de  contaminação 

ambiental  indicando  os  possíveis  poluídores,  avaliação  da  extensão  dos  impactos, 

estabelecimento de termos para recuperação dos ambientes ou penas para o poluidor. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Amostragem 

Com base nos  resultados obtidos por Resende  (2009), apenas os pontos amostrais 

caracterizados  como  nascente  e    que  apresentaram  indícios  de  toxicidade  aguda  e/ou 

toxicidade  crônica  foram  selecionados  para  o  presente  estudo,  resultando  em  3  pontos 

amostrais: o ponto 2,  localizado no bairro Campo Alegre; e os pontos 22 e 24, nos bairros 

Brandões de Baixo e Brandões de Cima, respectivamente (Tabela 6; Figura 5).  
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Foram  realizadas duas  campanhas para  coleta de  amostras de  água nas nascentes 

descritas anteriormente: a primeira, realizada em Julho de 2008, teve por objetivo definir os 

pontos  prioritários  para  aplicação  da  AIT  e  a  segunda,  em  Novembro  de  2008,  foram 

coletadas amostras para a realização dos ensaios de AIT. O sedimento destas nascentes foi 

coletado apenas na campanha de Novembro. Os seguintes procedimentos foram aplicados 

para as amostragens:  

a) As  amostras de  água  foram  coletadas diretamente  em  garrafas de polipropileno. Duas 

alíquotas  foram  separadas:  a  primeira  para  os  testes  de  toxicidade  crônica  iniciais  foram 

resfriadas até o momento dos testes. A alíquota reservada aos testes de AIT foi congelada, 

pois os ensaios foram realizados após a obtenção dos resultados preliminares de toxicidade 

crônica. A norma NBR 13373 (ABNT, 2005) recomenda a refrigeração das amostras utilizadas 

a curto prazo e o congelamento das amostras utilizadas a longo prazo. 

b) As amostras de sedimento foram coletadas com uma pá, homogeneizadas e armazenadas 

em  potes  plásticos  de  1L.  O  mesmo  procedimento  para  preservação  utilizado  com  as 

amostras de água foi aplicado nas amostras de sedimento.  

As  amostras  de  sedimento  foram  preparadas  previamente  para  a  realização  dos 

ensaios  crônicos. Devido  às  características  granulométricas,  onde  predominam  as  frações 

arenosas  (Resende,  2009),  as  amostras  foram  solubilizadas  por  meio  dos  seguintes 

procedimentos: 

• As  amostras  descongeladas  foram  novamente  homogeneizadas  e  uma  parte  de 

sedimento misturada  a 4 partes de  água utilizadas para o  cultivo dos organismos‐

teste; 

• Em  seguida, as amostras  foram  submetidas a uma mesa agitadora de movimentos 

circulares por 24 horas;  

• O sobrenadante foi extraído por centrifugação à 2500 g, à temperatura de 4 °C e por 

1  hora,  de  acordo  com  a  metodologia  descrita  por  Schubauer‐Berigan  &  Ankley 

(1991). O elutriato então foi utilizado imediatamente nos testes de toxicidade.  
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4.2. Cultivo dos Organismos 

Os cultivos são mantidos de acordo com as normas estabelecidas pela ABNT (2005) 

para  Ceriodaphnia  dubia  no  Laboratório  de  Ecotoxicologia  e  Ecofisiologia  (USP  –  EESC  – 

CRHEA – NEEA). São mantidos 70 indivíduos adultos de C. dubia em cristalizadores com 2L de 

água de cultivo (água natural reconstituída e filtrada) com dureza total entre 40 e 48 mg/L 

CaCO3 e pH entre 7,0  ‐ 7,6. O alimento, recomendado na norma supra citada, é composto 

por  uma  suspensão  da  alga  Pseudokirchneriella  subcaptata  na  proporção  de  1  –  5  x  105 

células por organismo de C. dubia e 0,2mL de um outro alimento complementar (ração para 

peixe  fermentado  e  levedura  –  “RL”)  por  litro  de  meio  de  cultivo.  Os  recipientes  são 

mantidos em  incubadora a 23°C ± 2°C, fotoperíodo de 16 horas claro e 8 horas escuro e a 

troca da água dos cristalizadores, bem como a alimentação são feitas 3 vezes por semana. 

Um resumo das condições do cultivo é apresentado na tabela 7. 

 

Tabela 7. ‐ Resumo das condições de cultivo e dos testes com Ceriodaphnia dubia. 

Condições do Cultivos  Espécie 

Temperatura  23°C ± 2°C 

Fotoperíodo  16 horas de luz/8 horas de escuro 

Água de Cultivo  Água Natural Reconstituída 

pH  7,0 – 7,6 

Dureza Total  40 – 48 mg/L CaCO3 

Recipiente  Cristalizador de 2L 

Volume da Água de Cultivo/Recipiente  2 Litros 

Troca da Água  3 vezes por semana 

N° de indivíduos/recipiente  70 

Alimento  P. subcaptata e ração de peixe fermentada 

Quantidade de Alimento 

P. subcaptata 
1 – 5 x 105 células/ind. 
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4.3. Controle de Qualidade ‐ Testes de Sensibilidade 

Os  testes  de  sensibilidade  são  realizados  mensalmente  de  acordo  com  as 

recomendações da norma técnica (ABNT, 2005), com a substância de referência (cloreto de 

sódio ‐ NaCl) em um teste de toxicidade aguda para avaliar as condições fisiológicas do lote 

de organismos – teste (Zagatto, 2006). Os resultados devem estar compreendidos entre os 

dois  desvios  ‐  padrão  (superior  e  inferior)  da média  acumulada  de  uma  série  de  testes 

mensais que compõem a carta‐controle (USEPA, 1992a; ABNT, 2005; ZAGATTO 2006). 

 

4.4. Testes de Toxicidade Crônica 

Nos  ensaios  crônicos  com  C.  dubia,  os  efeitos  observados  são  a  sobrevivência  e  a 

reprodução  (número  médio  de  neonatos  por  fêmea)  dos  organismos‐teste  durante  um 

período de exposição de 7‐8 dias.  Fêmeas neonatas  com  idade entre 6 e 24 horas  foram 

mantidas  individualmente  em  15 ml  de  amostra  (total  de  10  réplicas  por  amostra)  com 

alimento  (Tabela  8).  A  cada  48  horas  e  até  atingir  a  3ª  cria,  são  feitas  renovações  das 

soluções  teste e do  alimento em  cada  réplica, observando –  se o número de organismos 

vivos  e  de  neonatas.  Em  todos  os  ensaios,  foram mensuradas  no  inicio  e  ao  final,  nas 

amostras  e  nos  controles,  as  variáveis  potencial  hidrogeniônico  (pH),  oxigênio  dissolvido 

(OD), condutividade elétrica e dureza total de CaCO3, (ABNT, 2005). 
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Tabela 8. Resumo dos requisitos para os ensaios de toxicidade crônica 

Requisitos  Espécies 

Tipo de Ensaio  Semi – estático 

Duração  Aprox. 7 dias (~168 h) 

Idade dos Organismos ‐ teste  6 a 24 horas 

Água de diluição  Água Natural Reconstituída 

Volume da solução ‐ teste  15mL 

Número de réplicas por diluição  10 

Número de indivíduos por réplica  1 

Renovação da solução teste  Sim, a cada 48 h 

Alimentação  Sim, a cada 48 h 

Temperatura  23°C ± 2°C 

Fotoperíodo  16 horas de luz/8 horas de escuro 

Endpoint  Sobrevivencia/ reprodução 

Expressão dos resultados  Tóxica/ Não Tóxica 

 

4.5. Avalição e Identificação de Toxicidade 

  Os procedimentos descritos a seguir foram aplicados às amostras e brancos (água de 

cultivo, de acordo com o protocolo da USEPA (1992b). 

 

4.5.1. Ajuste de pH 

  Alíquotas de 250 mL das amostras e meio de cultivo (Brancos) tiveram seus valores 

de pH ajustados para 3 e 11 ‐ com a adição de Ácido Clorídrico (HCl) 1N e/ou 0,1N (Merck), e 

Hidróxido de Sódio (NaOH) 1N e/ou 0,1N (Merck), respectivamente, sem que o volume total 

de ácido ou base não ultrapassasse 10% do  volume da amostra, ou  seja, 25mL. Após um 

período de 3 horas em repouso, os valores de pH das alíquotas foram reajustados ao valor 

inicial com a adição de HCl e NaOH. 
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4.5.2. Filtração 

  Neste procedimento, alíquotas de 250 mL do controle, sem tratamento prévio e em 

seu pH  inicial,  foram  filtradas à vácuo por meio de  filtros de Acetato de Celulose Millipore 

com 0,45 μm de porosidade e previamente lavados com água ultra purificada. Em seguida, o 

mesmo volume de amostra foi também filtrado e armazenado para os testes, bem como o 

filtro, mantido sob refrigeração para testes posteriores. 

 

4.5.3. Aeração 

  As alíquotas de 250 mL das amostras e dos brancos foram dispostos em Erlenmeyers 

de 500mL para aeração. Em seguida, foi introduzido no interior e posicionadas ao centro de 

cada recipiente uma pipeta de vidro, conectada por meio de uma mangueira de silicone a 

uma bomba de aquário e mantidas por 1 hora sob aeração moderada  (cerca de 500mL de 

ar/minuto). Ao final do processo, o volume foi retirado com pipetas para que não houvesse 

contato  com  a  parede  interna  do  recipiente  e  a  fase  sublátil  se misturasse  novamente  à 

amostra tratada. Então, após a retirada total da amostra, o recipiente foi lavado com 50mL 

da água de cultivo e consequentemente armazenado sob refrigeração para possíveis testes 

posteriores. 

 

4.5.4. Extração em Fase Sólida 

  A extração foi feita com colunas de Octadecil‐sílica (C18) com as amostras e brancos 

sem  tratamento.  Inicialmente,  a  coluna  foi  pré‐lavada  com  15mL  de Metanol marca  J.T. 

Baker  e  25mL  de  água  ultra‐pura,  para  que  fosse  retirado  qualquer  resíduo  que  pudesse 

contaminar a amostra/brancos. Em seguida, a coluna  foi condicionada com um volume de 

25mL de água de cultivo (posteriormente descartada) e um volume de 300mL do branco foi 

tratado  e  recolhido  para  os  testes.  Na  mesma  coluna,  tais  procedimentos  de 

condicionamentos e extração foram aplicados também à amostra.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Controle de qualidade ‐ Sensibilidade dos organismos‐teste 

Assim  como  os  diversos  métodos  de  análise  ambiental,  testes  de  toxicidade 

apresentam também variações em seus resultados, atribuídas à diversos  fatores bióticos e 

abióticos,  como  as  condições  dos  organismos,  do  cultivo,  alimento,  meio  de  cultura, 

variedade genética, condições do ensaio, diferenças entre as manipulações dos operadores, 

dentre outras (Zagatto, 2006). Mesmo com a uniformização das práticas de manutenção das 

culturas e realização dos testes, existe a necessidade de avaliar a qualidade dos organismos‐

teste.  São  critérios  de  avaliação  da  qualidade  a  taxa  de  reprodução,  sobrevivência  dos 

organismos nas culturas e nos controles dos testes, presença de formas resistentes (efípios) 

longevidade  e  comportamento  natatório,  e  principalmente,  a  utilização  de  testes  de 

toxicidade  com  substâncias  de  referência  para  avaliar  as  condições  fisiológicas  dos 

organismos (USEPA, 1991). 

No presente estudo, utilizou‐se para o controle de qualidade dos organismos de C. 

dubia, testes de toxicidade aguda (48 horas de duração) com a substância Cloreto de sódio 

(NaCl),  já  utilizada  no  Laboratório  de  Ecofisiologia  e  Ecotoxicologia/USP/NEEA  e 

recomendada pela norma ABNT (2005).   

A  carta  controle  apresenta  valores de CE50 de 17 ensaios  realizados entre 2008 e 

2009  (Figura 9), período em que os  testes com as amostras  também  foram  realizados. Os 

resultados de CE50 variaram entre 1,08 (‐2σ)e 1,96 g L‐1(+2σ), com a média de 1,52 g L‐1 e 

coeficiente de variação de 14,5%,  indicando que as culturas, bem como os procedimentos 

utilizados  nos  testes  são  adequadas,  pois  estão  dentro  dos  limites  de  aceitabilidade 

estabelecidos pela ABNT (2005), ou seja, quanto à distribuição das médias entre os 2 desvios 

padrões  (±2σ)  e  pela  Environmental  Canadá  (1990),  quanto  ao  coeficiente  de  variação 

(≤30%). 
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Figura 9. Carta‐controle da sensibilidade dos organismos de C. dubia à substância Cloreto de 

sódio (NaCl). Valores de CE50, 48h.  

 

5.2. Testes de Toxicidade – Água e Sedimento 

Os parâmetros físicos e químicos das amostras e dos controles, obtidos no início e ao 

final dos ensaios encontram‐se listados no anexo B. 

Os ensaios de toxicidade crônica, onde foi avaliado o número de neonatas produzidas 

pela fêmea adulta durante o período do testes (7 dias), realizadas com as amostras de julho 

mostraram que houveram diferenças significativas  (P<0.05) entre o controle e dois pontos 

dos três testados: o P2 (Campo Alegre) e o P22 (Brandões de Baixo) (Figura 10). O método 

estatístico  utilizado  para  avaliar  os  resultados  deste  ensaio  foi  o  Teste  de Wilcoxon  com 

ajuste de Bonferroni, pois os dados não apresentaram homogeneidade na variância quando 

submetidos ao Teste de Hartley, apesar de apresentarem normalidade segundo o Teste do 

Qui‐quadrado. O resultado detalhado dos testes estatíticos são apresentados no anexo C.  

Tais  resultados  corroboram  em  parte  com  os  dados  de  toxicidade  crônica  para  a 

espécie Ceriodaphnia  silvestrii, obtidos por Resende  (2009) na mesma  campanha, pois os 
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testes estatísticos também indicaram toxicidade para o P2 e P22, entretanto, foi evidenciada 

diferenças significativas entre o controle e a amostra do ponto P24 no teste com C. silvestrii, 

o que não foi observado no teste com C. dubia.  

Segundo  diversos  autores,  as  diferenças  entre  as  características  físico‐químicas  da 

amostra e da água de cultivo pode causar stress nos organismos‐teste e isso pode interferir 

negativamente na reprodução dos mesmos (Brigante & Espíndola, 2003; Resende, Ibid.). Os 

indivíduos  utilizados  para  os  ensaios  são  cultivados  em  água  natural  reconstituída  que 

apresenta dureza entre 40 e 44 mg L‐1 de CaCo3 e pH entre 7,2 e 7,8. As características das 

amostras em questão eram bem distintas, pois apresentavam valores de pH e dureza abaixo 

dos 6,5 e 12 mg L‐1, respectivamente (Tabela 9). 

  Entretanto,  para  eliminar  a  suspeita  de  que  a  reprodução  dos  organismos  era 

influenciada  significativamente  por  diferenças  de  pH,  dureza  ou  condutividade  entre  as 

amostras  e  controle,  foi  inclusa  no  ensaio  uma  amostra  de  referência  (C.C.),  com 

características semelhantes às amostras. Foi utilizada a mesma água natural empregada no 

cultivo e nos controles, porém, sem ser reconstituída conforme as normas da ABNT (2005). 

 

Tabela  9.  –  Parâmetros  físico‐químicos  mensurados  antes  do  teste  com  amostras  da 

campanhas de julho e novembro de 2008. 

Amostra  pH  OD (mg L‐1) 
Condutividade 

(μS cm‐2) 
Dureza (mg L‐1) 

Julho  Novembro  Julho  Novembro  Julho  Novembro  Julho  Novembro 

Controle  7,4  7,38  7,39  7,32  156,2 157,6  42  40 
C.L.  6,01  6,70  7,28  7,35  26,1  24,9  10  10 
P2  6,32  6,47  7,72  8,24  15,4  18,3  8  10 
P22  6,33  6,36  7,84  8,90  21  21,6  8  8 
P24  6,38  6,13  7,93  8,94  28,3  22,7  12  10 
 

O  teste estatístico  revelou não haver diferenças  significativas entre o Controle e  a 

amostra de referência (Figura 10), o que aumenta as evidências de que a toxicidade crônica 

não é causada por stress e sim por outros fatores, como micropoluentes.  
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Figura 10. Média de neonatas de C. dubia por  fêmea adulta nos bioensaios de  toxicidade 

crônica  com  água  no mês  de  julho  e  novembro  de  2008. As  colunas  em  destaque  são  as 

amostras que apresentaram diferenças significativas em relação ao Controle. 

 

Os  seguintes  metais  dissolvidos  na  água  foram  analisados  por  Resende  (2009): 

cádmio,  chumbo,  cobre,  cromo,  zinco, níquel, manganês,  ferro,  cobalto,  alumínio  e  sódio 

(Tabela 10). Nos pontos de  coleta  selecionados no presente estudo, apenas o  zinco  (P2 e 

P24) e sódio (nos 3 pontos) estiveram acima do limite de detecção, mas abaixo dos padrões 

exigidos pela legislação (Brasil, 2005).  

  No  mesmo  estudo,  foram  quantificados  no  sedimento  os  metais  citados 

anteriormente. Da mesma forma que na água, não houve nenhum metal em concentrações 

superiores às estabelecidas na resolução CONAMA 344/04 (Brasil, 2004). Entretanto, nota‐se 

que metais como manganês, zinco, cobre, cromo,  ferro, sódio e alumínio são encontrados 

em concentrações bem superiores aos limites de quantificação (Tabela 11).  

Lima (2010) também salienta as altas concentrações de ferro e alumínio em amostras 

de  solos  oriundas  da  zona  rural  de  Bom  Repouso/MG.  Além  disto,  muitas  vezes  estes 

elementos desempenham funções importantes em organismos vivos. e ocorrem às vezes até 

em  concentrações  elevadas,  devido  principalmente  às  características  geomorfológicas  da 
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bacia onde está inserido o corpo d´água (Sperling1, 1998 apud Brigante et al., 2003), uma vez 

que a bacia do rio Mogi‐Guaçu é formada principalmente por substratos rochosos ricos em 

ferro e solos do tipo Latossolo Vermelho‐Amarelo, rico em alumínio (Baruqui et al., 1985).  

Apesar das baixas concentrações encontradas, é  importante ressaltar a presença de 

metais biocumulativos, e que podem causar efeitos deletérios aos organismos expostos em 

um  longo período de  tempo ao  sedimento destes pontos, bem como a combinação entre 

estas substâncias pode potencializar os efeitos (Chapman, 1992).  

Resende  (2009)  detectou  nas  amostras  de  julho  de  2008  agrotóxicos  como  o 

Clordano  no  ponto  2  (0,016  μg  L‐1)  e Metolacloro  no  ponto  22  (0,0135  μg  L‐1), mas  em 

concentrações  abaixo  dos  limites  estabelecidos  pela  legislação. No  sedimento,  apenas  foi 

encontrada em pequenas concentrações Abamectina e Alfa – BHC, em pontos diferentes dos 

selecionados  para  o  presente  estudo.  No  solo,  Lima  (2006)  detectou  em  baixas 

concentrações o Metolacloro em uma área de cultivo de morango, Abamectina em áreas de 

mata e em um solo com plantação de morango e Carbofuran (solo das áreas de mata, cultivo 

de batata e de morango). 

 

                                                            
1 Sperling, E. V. Qualidade da água em atividades de mineração  (1998)  In: Dias,  L. E.;Vargas De Mello,  J. W. 
Recuperação de áreas degradadas. Universidade Federal de Viçosa, Depto. de Solos, Sociedade Brasileira de 
Recuperação de Áreas Degradadas, Viçosa/MG. pp. 95‐105. 
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No sedimento elutriato foi observado efeito na sobrevivência das fêmeas expostas à 

amostra do ponto P22, onde apenas 30% sobreviveram ao final dos 7 dias de testes (tabela 

12).  

Tabela 12.  ‐ Resultado do  teste de  toxicidade  crônica  com a  fase  líquida do  sedimento da 

campanha de novembro de 2008. 

Pontos 
Número de organismos 

Sobrevivência (%) 
Inicial  Final 

Controle  10  10  100 
P2  10  10  100 
P22  10  3  30 
P24  10  7  70 

 

  A toxicidade no ponto P22 é coincidente com o aumento nos níveis pluviométricos na 

região. Enquanto que no mês de julho não houve precipitação (0 mm), o valor total no mês 

de outubro (mês que antecedeu a coleta, realizada no dia 1 de novembro) foi de 130,1 mm, 

e seu pico máximo de 76,1 mm foi registrado em 30 de outubro, apenas dois dias antes da 

coleta (Figura 11). 

 

Figura 11. Precipitação diária nos meses de outubro e novembro de 2008. A  seta  indica a 

data da coleta (1º de novembro). Fonte: Posto pluviométrico de Inconfidentes (MG), código 

26056 (ANA, 2008).    
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5.3. Avaliação e Identificação de Toxicidade  

  AIT ‐ Água 

Os  testes  com  os  controles  dos  tratamentos  (Brancos)  da  AIT  realizados 

paralelamente aos das  amostras  contribuem para a  redução de  incertezas e aceitação de 

falsos positivos entre os resultados, evdenciando problemas na manipulação, nos materiais 

utilizados ou mesmo nos organismos‐teste. No presente estudo, os  testes com os brancos 

revelaram diferenças na sobrevivência e reprodução entre o controle (sem tratamento) e o 

branco  da  Extração  em  Fase  Sólida,  apesar  de não  ser observada  toxicidade  em  nenhum 

outro branco. Diversas causas podem ser atribuídas a esse resultado, como contaminação do 

cartucho,  erros  de manipulação,  a  própria  toxicidade  residual  da  resina  Octadecil‐sílica, 

entre outros. Entretanto, o método de preparação (clean‐up e condicionamento) da coluna 

C18  recomendada  pela  USEPA  (1991)  ajuda  a  reduzir  qualquer  contaminação  para  a 

amostra, visto que, após a pré‐lavagem do cartucho, passa‐se água de cultivo (os primeiros 

25 mL da água de cultivo são descartados, o mesmo procede‐se com a amostra) e só após 

estes processos a amostra é tratada.  

Após ser passada pela coluna C18, a amostra P22 em pH  inicial também apresentou 

aumento de  toxicidade em  relação ao  teste base  inicial, ou  seja, apenas 20% das  fêmeas 

expostas  sobreviveram  ao  final  do  ensaio,  enquanto  que  na  amostra  não‐tratada  (teste 

base), este percentual foi 80%. Estes resultados descartam a hipótese de que a toxicidade da 

amostra  tenha  sido  causada por  compostos orgânicos apolares, o que não  significa que a 

suspeita  por  contaminação  por  pesticidas,  por  exemplo,  seja  completamente  descartada. 

Diversos estudos afirmam que muitos compostos orgânicos  (algumas classes de pesticidas, 

por exemplo) não são bem adsorvidos pela C18 ou não são removidos com o Metanol, pois 

têm características distintas e que necessitam de técnicas específicas, o que torna difícil sua 

caracterização  e  identificação  (Durhan  et  al.,  1993;  Ankley,  &  Schubauer‐Berigan,  1995; 

Botta‐Paschoal, 2002). 

Outros  tratamentos  também não  foram eficientes na  redução de  toxicidade, e em 

alguns, como nos  tratamentos com EDTA  (3,0 e 8,0 mg L‐1) e  filtração, houve aumento na 

toxicidade  como  ocorreu  à  SPE.  O  tratamento  EDTA  1  (3,0  mg  L‐1)  causou  40%  de 

mortalidade, e nenhuma neonata  foi produzida, enquanto o EDTA 2  (8,0 mg L‐1) causou a 
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morte de 60% e a filtração de 100% dos organismos expostos. Os demais tratamentos, como 

ajuste de pH 3, ajuste de pH 11, Graduação de pH 9, aeração e Tiossulfato 2 (25 mg L‐1), não 

causaram  nenhuma  alteração  na  toxicidade  da  inicial  da  amostra.  Assim,  puderam  ser 

descartadas  quaisquer  suspeitas  para metais  catiônicos  (Cu,  Fe,  Pb,  Ni,  Zi, Mn,  Co,  Al), 

voláteis  (cloro,  amônia  e  sulfetos),  subláteis  (surfactantes)  e  associadas  ao  material 

particulado (USEPA,1992b). 

As etapas de graduação em pH 7 e no tratamento com 10 mg L‐1  de Tiossulfato de 

sódio (Tiossulfato 1) reduziram a toxicidade da amostra (Figura 12). 

 

 

Figura  12. Médias  de  reprodução  em  cada  tratamento  da  Fase  I  na  amostra  de  água  do 

ponto 22. As colunas em destaque (em cinza escuro) indicam os tratamentos que reduziram 

significativamente a toxicidade crônica da amostra. 
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A  amostra  foi  ajustada  para  o  pH  7  ao  invés  do  6,  pois  inicialmente  a  amostra 

apresentava  um  valor  de  pH  6,05.  Esta  manipulação  mostrou  aumento  significativo  na 

quantidade  de  juvenis,  indicando  redução  da  toxicidade.  A  biodisponibilidade  de  alguns 

metais catiônicos pode ser aumentada em valores de pH mais baixos do que o neutro (7,0) 

(Stumm & Morgan),  entretanto,  os  resultados  negativos  para  redução  de  toxicidade  nos 

tratamentos com EDTA contradiz tal afirmação para esta amostra.  

Assim, o efeito tóxico da amostra pode ser atribuído a um conjunto de fatores, como 

o baixo pH na amostra e a presença de substâncias que, mesmo em baixas concentrações, 

poderiam  ter  seus  efeitos  maximizados.  A  redução  da  toxicidade  pelo  tiossulfato  pode 

indicar  a  presença  de  substâncias  oxidáveis  ou  que  são  complexadas  por  este  reagente. 

Dentre as  listadas por outros estudos, estão o cloro, ozônio, ânions de bromo, manganês, 

selênio  e  cromo,  e metais  como  cobre,  cádmio,  prata  e mercúrio  (USEPA,  1991;  Botta‐

Paschoal, 2002; Hockett & Mount, 1996). Entretanto, algumas substâncias redutíveis como o 

cloro  por  exemplo,  são  removidos  na  aeração  por  ser muito  volátil.  Se  o  cloro  estivesse 

presente  na  amostra  em  concentrações  suficientes  para  causar  efeito  aos  organismos,  é 

muito provável que o tratamento aeração tivesse médias de reprodução mais próximas ao 

controle. 

Segundo  Hockett  & Mount  (1996),  além  de  ser  um  agente  redutor,  o  tiossulfato 

forma  complexos  com alguns metais, que  também  são  removidos  também pelo EDTA. Os 

autores realizaram testes de toxicidade com 16 espécies químicas (como o Cd, Cu, Hg, Cr VI, 

Ag, Zi, Ni, Pb, Al, Fe, As III e V, Mn, Se IV e VI). Os ensaios revelaram que o EDTA reduziu a 

toxicidade  de  zinco, manganês,  chumbo  e  níquel melhor  do  que  o  tiossulfato;  as  formas 

químicas  de  Fe,  Cr,  Al,  As  e  o  Se  IV  (selenito)  não  tiveram  sua  toxicidade  reduzida  por 

nenhum  dos  dois  reagentes;  e  o  Tiossulfato  reduziu  com mais  eficiência  a  toxicidade  do 

selenato (Se VI) e da prata em água com menor dureza, enquanto o EDTA não foi capaz de 

fazê‐lo nestas condições. Um resumo dos resultados do referido estudo estão apresentados 

na figura 13. 

 

66



64 
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Figura  13.  Redução  da  toxicidade  de metais  para  C.  dubia  quando  tratados  com  EDTA  e 

tiossulfato de sódio (Hockett & Mount, 1996). 

 

5.3.1. AIT ‐ Sedimento 

  Na  caracterização  da  toxicidade  com  o  elutriato  do  sedimento  da  amostra  P22, 

observa‐se nos testes com os brancos um efeito negativo na reprodução de C. dubia quando 

expostas às duas concentrações de EDTA  (3,0 e 8,0 mg L‐1) e à concentração mais alta de 

tiossulfato (25 mg L‐1). Segundo a Botta‐Paschoal (2002), as concentrações utilizadas nestes 

testes  são  calculadas  em  função  dos  valores  de  concentração  efetiva  para  as  espécies. A 

tabela 13 mostra os valores de IC50, IC25, CENO (Concentração de efeito não‐observado) e 

CEO (Concentração de efeito observado) para C. dubia em relação à dureza da água que as 

amostras e a água de cultivo apresentaram. 
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Tabela  13.  –  Toxicidade  crônica  do  EDTA  para  a  espécie  Ceriodaphnia  dubia  (7  dias)  em 

relação à dureza do meio. Valores em mg L‐1. (USEPA, 1992b) 

Tipo de água  Dureza  CIp50  CIp25  CENO  CEO 

ARMM  8‐20(1)  4.5 
(3,6‐6,0) 

3,0 
(2,1‐3,9)  2,5  5,0 

ARM  40‐48(2)  7,5 
(6,2‐8,3) 

4,9 
(3,7‐5,7)  3,1  6,3 

CENO: Concentração de Efeito Não Observado; 
CEO: Concentração de Efeito Observado; 
CIp50: Concentração de Inibição da reprodução em 50% da população; 
Cip25: Concentração de Inibição da reprodução em 25% da população; 
ARMM: Água Reconstituída Muito Mole (Very Soft Reconstitued Water); 
ARM: Água Reconstituída Mole (Soft Reconstitued Water); 
(1): Faixa de dureza encontrada nas amostras e no elutriato;  
(2): Faixa de dureza da água de cultivo utilizada nos testes.  
 

  Os  valores  baseiam‐se  em  testes  com  efluentes,  onde  pode  haver  altas 

concentrações  de  outros metais  e  o  EDTA  portanto  não  reagiriam  com metais  essenciais 

para  os  organismos,  como  o  Cálcio  e  o Magnésio. Neste  caso,  as  altas  concentrações  de 

EDTA  (8,0 mg L‐1) causariam os efeitos, tanto por remover os elementos essenciais quanto 

por  sua  toxicidade  (USEPA,  1992b).  Por  outro  lado,  o  tratamento  da  amostra  P22  com  o 

EDTA  não  interferiu  na  toxicidade,  o  que  pode  reforçar  as  evidências  de  que  outras 

substâncias que não interagem com o EDTA possam ter causado a toxicidade. 

  O mesmo se aplica ao tiossulfato, em que os valores também são definidos de acordo 

com a concentração de efeito. As concentrações utilizadas no  teste  (10 e 25 mg L‐1) estão 

abaixo  da  CENO,  ou  seja,  da maior  concentração  que  não  causa  efeitos  significativos  na 

população  (Tabela 14).  Entretanto, na AIT  com  a  água e  sedimento do ponto P22,  foram 

observados efeitos negativos na reprodução nas amostras e brancos testados com a maior 

concentração de tiossulfato de sódio (25 mg L‐1). 

Assim, para algumas situações em que as amostras são pouco tóxicas, recomenda‐se 

cautela ou até dispensa‐se o uso destes agentes quelantes e oxidantes em concentrações 

próximas aos níveis de efeito (USEPA, 1992b). 

68



66 
 

 
 

Tabela 14. – Toxicidade crônica do Tiossulfato de sódio para a espécie Ceriodaphnia dubia (7 

dias) em relação à dureza do meio. Valores em mg L‐1. (USEPA, 1992b) 

Tipo de água  Dureza  CIp50  CIp25  CENO  CEO 

ARM  40‐48( (1)  39 
(30‐42) 

26 
(15‐33)  30  60 

CENO: Concentração de Efeito Não Observado; 
CEO: Concentração de Efeito Observado; 
CIp50: Concentração de Inibição da reprodução em 50% da população; 
CIp25: Concentração de Inibição da reprodução em 25% da população; 
ARMM: Água Reconstituída Muito Mole (Very Soft Reconstitued Water); 
ARM: Água Reconstituída Mole (Soft Reconstitued Water); 
(1): Faixa de dureza da água de cultivo utilizada nos testes.  
 

  Apenas três tratamentos reduziram significativamente a toxicidade nas amostras de 

sedimento elutriato: Extração em Fase Sólida, Graduação de pH 7 e 9 (Figura 14). Para estes 

dados,  foi uilizado o  teste  estatístico  Steel’s Many One, pois não houve normalidade nas 

médias de reprodução das fêmeas segundo o teste do Qui‐quadrado.  

  As  reduções  de  graduação  de  pH,  como  já  exposto  anteriormente  no  item  3.1. 

(Aspectos  Metodológicos  da  AIT),  indicam  a  toxicidade  causada  por  substâncias  pH‐

dependentes,  como a amônia e  sulfetos  (Botta‐Paschoal, 2002). No  teste  com a amostra, 

nota‐se a  redução de  toxicidade em valores de pH superiores, e que em conjunto com os 

resultados negativos para a redução de toxicidade pela aeração, descartam a possibilidade 

de  toxicidade por sulfetos  (H2S e HS‐) e surfactantes; metais pH‐dependentes  também são 

descartados devido aos resultados de EDTA e Tiossulfato (USEPA, 1991).  
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Figura 14. Médias de reprodução em cada tratamento da Fase I na amostra de sedimento do 

ponto 22. As colunas em destaque (em cinza escuro) indicam os tratamentos que reduziram 

significativamente a toxicidade crônica da amostra. 

 

Assim, as evidências apontam para substâncias orgânicas,  já que a  toxicidade pôde 

ser  reduzida  pós  extração  em  fase  sólida.  Entretanto,  os  testes  de  recuperação  da 

toxicidade, com os eluatos de metanol não demonstraram toxicidade. Após a extração dos 

compostos pela coluna C18, a mesma foi eluída com 2mL de metanol 100%. O extrato final 

estava 150x mais concentrado, e os  testes de  recuperação  foram ordenados em 3x e 1,5x 

mais concentrados que na amostra. Os extratos foram adicionados à água de cultivo (300 e 

150 μL em 15 mL para cada  réplica), bem como 300 μL de metanol puro  foi adicionado e 

serviu como controle positivo. 

Os  testes  de  toxicidade  crônica  com  C.  dubia  com  os  eluatos  da  coluna  C18  não 

mostraram  diferenças  significativas  com  o  controle  negativo,  ou  seja,  não  houve 
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recuperação  da  toxicidade.  Quando  a  toxicidade  é  removida  na  coluna  e  o  extrato  de 

metanol não  recupera  toxicidade, não  significa que  a possibilidade de  toxicidade  causada 

por orgânicos apolares está  totalmente descartada, pois existem  compostos que  são bem 

adsorvidos  pela Octadecil‐silica  e  que  podem  ser  removidos  com  solventes mais  polares 

(Lukasewycz & Durhan, 1992; USEPA, 1992).  Isto pode  ser  feito diluindo‐se o metanol em 

água,  formando  várias  frações  diferentes  (100%,  95%,  90%,  85%  etc...)  aumentando 

consequentemente a polaridade, ou em alguns casos, utilizar outros tipos de solvente ou até 

mesmo outras fases sólidas. 

Situação  semelhante  foi  descrita  por  Anderson  e  colaboradores  (2006)  em  dois 

corpos  d`água  na  California. Os  ensaios  da  fase  I  da  AIT  com  C.  dubia  e Hyalella  azteca 

mostraram reduções na toxicidade em amostras de água e sedimento após tratamento com 

C18. A coluna foi eluída com metanol 100%, mas o extrato não recuperou a toxicidade. De 

acordo  com  as  análises  químicas,  o  metanol  foi  capaz  de  recuperar  apenas  fração  de 

Chlorpyrifos presente na C18.  

Os  autores  ainda  utilizaram  a  adição  de  enzimas  para  caracterizar  a  toxicidade 

causada  por  algumas  classes  de  pesticidas.  A  adição  de  Piperonyl  Butoxide  (PBO)  nas 

amostras de água reduziu a toxicidade, forte evidência que sugere a toxicidade causada por 

Compostos  Ativados  Metabolicamente.  A  toxicidade  de  alguns  pesticidas  como  o 

Chlorpyrifos,  encontrado na  amostra,  é  reduzida quando  a  ação do Citocromomo P450  é 

inibida  por  enzimas  como  a  PBO  (Ankley  et  al.  1991).  No  sedimento,  a  adição  de  PBO 

aumentou  toxicidade da amostra,  indicando  também a presença de pesticidas Piretróides, 

devido ao sinergismo entre estas duas substâncias (Anderson et al., 2006) 

Outros autores também utilizam enzimas na caracterização de toxicidade em corpos 

d`água  influenciados  por  atividades  agrícolas.  A  enzima  Carboxyl  Esterase  e  Piperonyl 

Butoxide, por exemplo, foram utilizadas por Phillips e colaboradores (2006) para caracterizar 

a  toxicidade  de  pesticidas  Piretróides  (Permethrin,  Esfenvalerate  e  Fenvalerate)  e 

organofosforados  (Chlorpyrifos e Diazinon),  respectivamente; em um  córrego  influenciado 

por agricultura na Califórnia, Weston e colaboradores (2007) caracterizaram a toxicidade de 

piretróides  com  a  combinação  de  resultados  dos  testes  de  adição  da  PBO,  de  esterase  e 

diminuição da temperatura nas amostras; a toxicidade associada aos pesticidas piretróides 
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permethrin e bifenthrin em amostras de água e sedimento  (água  intersticial)  foi  removida 

pela  adição  de  Carboxylesterase  em  ensaios  com  C.  dubia  e H.  Azteca  (Wheelock  et  al., 

2006). 

Estes resultados mostram a eficiência da utilização de enzimas em conjunto com os 

procedimentos de avaliação e identificação de toxicidade tradicionais, propostos pela USEPA 

(1991).  Em  casos  como o de Bom Repouso,  a utilização das enzimas poderia  aumentar o 

peso  da  evidência  da  contaminação  causada  por  pesticidas.  Em  um  recente  trabalho 

publicado por Weston & Lydy (2010), os autores propõem a utilização de uma metodologia 

focada para os pesticidas,  com  a utilização de enzimas e  redução de  temperatura para  a 

caracterização da toxicidade em ambientes aquáticos influenciados por atividades agrícolas. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

  Os  testes de  toxicidade mostraram que as amostras de água apresentaram apenas 

toxicidade crônica, e que poderia perder toxicidade ao ser diluída. Entretanto, efeitos mais 

sérios (mortalidade) sobre os organismos testados foi observado no sedimento do Ponto 22, 

circundado por plantações de morango, batata e pasto para pecuária.  

  Os resultados dos ensaios com uma amostra de referência aumentaram as evidências 

de que o efeito sobre os organismos não era apenas causado por stress devido às diferenças 

físicas e químicas entre as amostras e a água em que foram cultivados.  

Assim,  a  AIT  com  as  amostras  de  água  permitiu  observar  que  os  efeitos  eram 

causados  por  uma  combinação  de  fatores,  como  o  baixo  pH  e  dureza  da  amostra  e  a 

presença  de  substâncias  como  o  ferro  e  cromo,  por  exemplo.  A  AIT  em  amostras  de 

sedimento elutriato revelou um panorama diferente do visto com as amostras de água, pois 

os testes demonstraram reduções de toxicidade nas fases de graduação e extração em fase 

sólida,  o  que  também  caracteriza  combinação  de  fatores  como  stress  dos  organismos  e 

presença de substâncias orgânicas. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A  avaliação  ambiental  na  atualidade  tem  uma  importância  considerável,  visto  que 

devido as atividades humanas, a pressão sobre os recursos naturais apenas aumentou desde 

a revolução industrial em meados do século XVIII. Observa‐se que hoje existem milhares de 

substâncias químicas que são lançadas no ambiente pontualmente ou difusamente, resíduos 

das atividades humanas. 

Devido  à  essa  complexidade,  as  técnicas  de  avaliação  da  saúde  ambiental, 

especialmente  dos  ecossistemas  aquáticos,  devem  integrar  ferramentas  para  que  se 

reduzam  as  incertezas  e  se  estabeleçam  medidas  de  controle  e  recuperação.  Assim,  a 

Avaliação e  Identificação de Toxicidade assume no mundo atual um  importante papel nos 

estudos  de  ambientes  degradados  por  substâncias  químicas  e  resíduos  gerados  pelas 

atividades humanas 

Em ambientes em que há suspeitas de toxicidade, e em que existem diversos fatores 

de risco, como o uso extensivo de agroquímicos e falta de saneamento básico, e despejo de 

efluentes  domésticos  e  industriais,  é  interessante  o  desenvolvimento  de  estudos  de  AIT, 

tanto  para  a  avaliação  de  risco  sobre  os  ecossistemas,  quanto  para  a  saúde  humana. 

Entretanto,  a  rotina  completa  ainda  é  muito  cara  e  dispendiosa,  e  muitas  classes  de 

contaminantes ainda não são bem caracterizados na fase  I, o que dificulta a realização em 

projetos com baixo orçamento e pessoal reduzido. 

No caso de Bom Repouso, em que existe risco potencial por conta da agricultura de 

morango e batata, e por ser a região em que as nascentes são abundantes, foi justificada a 

utilização  da  técnica,  motivada  por  resultados  de  toxicidade  crônica  em  campanhas 

anteriores. Para estudos futuros nos corpos d’água de Bom Repouso ou outras regiões onde 

há  possível  contaminação  causada  por  atividades  agrícolas,  recomenda‐se  a  utilização  de 

metodologias de Avaliação e  Identificação de Toxicidade, mais específicas à caracterização 

de  classes  de  pesticidas,  como  a  adição  de  enzimas  e  utilização  de  outras  técnicas  na 

Extração em Fase Sólida. 
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A  resolução de qualquer problema  relacionado à  toxicidade nas nascentes de Bom 

Repouso, assim  como  já demonstrado em estudos anteriores, está na adoção de políticas 

públicas para a solução dos problemas de saneamento básico; conscientização da população 

quanto ao problema do uso extensivo de agroquímicos;  incentivo aos meios de produção 

mais  sustentáveis,  como a agricultura orgânica, por exemplo; a  recuperação das áreas de 

entorno com vegetação nativa, para minimizar quaisquer efeitos causados pelo escoamento 

superficial,  evitando  que  as  substâncias  usadas  nas  plantações  de  entorno  alcancem  os 

corpos  d`água;  e  por  fim,  projetos  de monitoramento  ambiental mais  frequentes  e  com 

maior duração, que poderão subsidiar quaisquer ações de manejo de forma mais completa. 
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ANEXO B 

REGISTRO DOS BIOENSAIOS DE TOXICIDADE CRÔNICA PARA AS AMOSTRAS DE ÁGUA DO 

MÊS DE JULHO 

Organismo‐teste: C.dubia  Julho de 2008

Pontos  Número de 
organismos 

Sobrevivência 
(%) 

Neonatos pH OD (mg L) Condutividade 
(uS cm) 

Dureza 
(mg L) 

   I  F    total média I F I F I  F  I  F
C.L.  10  10  100  120  12 7,4 7,81 7,39 7,52 156,2  173,3  42 44

Ref.  9  8  88,8  84  9,3 6,01 7,3 7,28 7,53 26,1  34,2  10 12

P2  9  8  88,8  59  6,5 6,32 7,16 7,72 7,67 15,4  19,3  8 8

P22  10  10  100  82  8,2 6,33 7,21 7,84 7,63 21  25,5  8 9

P24  9  9  100  90  9 6,38 7,19 7,93 7,61 28,3  33,4  12 13

 

REGISTRO DOS BIOENSAIOS DE TOXICIDADE CRÔNICA PARA AS AMOSTRAS DE ÁGUA DO 

MÊS DE NOVEMBRO 

Organismo‐teste: C.dubia  Novembro de 2008

Pontos  Número de 
organismos 

Sobrevivência 
(%) 

Neonatos pH OD (mg L) Condutividade 
(uS cm) 

Dureza 
(mg L) 

   I  F    total média I F I F I  F  I  F

C.L.  10  10  100  75  7,5 7,38 7,67 7,32 7,67 157,6  171,8  40 44

P2  10  7  70  47  4,7 6,47 7,63 8,24 7,63 18,3  19,4  10 10

P22  10  7  70  28  2,8 6,36 7,28 8,9 7,66 21,6  23,2  8  8

P24  10  10  100  61  6,1 6,13 7,26 8,94 7,66 22,7  26,4  10 6

 

REGISTRO DOS BIOENSAIOS DE TOXICIDADE CRÔNICA PARA AS AMOSTRAS DE SEDIMENTO 

DO MÊS DE NOVEMBRO 

Organismo‐teste: C.dubia  Novembro de 2008

Pontos  Número de 
organismos 

Sobrevivência 
(%) 

Neonatos pH OD (mg L) Condutividade 
(uS cm) 

Dureza 
(mg L) 

   I  F    total  média I F I F I  F  I  F

C.L.  10  10  100  71  7,1 7,31 7,77 7,59 7,42 170,1  167,6  40 46

P2  10  10  100  77  7,7 7,09 7,22 7,51 7,41 118,9  124,8  20 12

P22  10  3  30  51  5,1 6,39 6,36 7,49 7,4 101  106,1  20 14

P24  10  7  70  75  7,5 7,01 7,08 7,43 7,35 122,7  124,5  14 20
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ANEXO D 

PARÂMETROS INICIAIS DOS BIOENSAIOS DE TOXICIDADE CRÔNICA PARA AS AMOSTRAS DE 

ÁGUA – AVALIAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE TOXICIDADE 

 

Tratamentos  pH  OD (mg L ‐1)  Cond. (μS cm‐2) Dureza (mg L ‐1) 
Controle  7,61  8,81  171,8  42 
Branco SPE  7,53  8,77  172,7  44 
Branco Filtração  7.60  8,63  179,3  42 
Branco Aeração  7,61  8,66  181,2  42 
Branco Ajuste pH 3  7,49  8,79  384  44 
Branco Ajuste pH 11  7,67  8,92  501  46 
Branco Graduação pH 6  7,35  8,71  198  46 
Branco Graduação pH 9  7,75  8,81  227  44 
Branco EDTA 3 mg L ‐1  7,67  8,64  172,9  40 
Branco EDTA  8 mg L ‐1  7,62  8,84  169,9  38 
Branco Tiossulfato 10 mg L ‐1  7,68  8,48  181  42 
Branco Tiossulfato 25 mg L ‐1  7,7  7,96  180,3  42 
P22 Teste Base  6,01  8,51  25,7  10 
SPE  7,32  7,98  27,9  12 
Filtração  7,3  8,45  28,9  8 
Aeração  7,2  8,48  25,4  6 
Ajuste pH 3  7,11  8,5  209  8 
Ajuste pH 11  7,34  8,77  341  10 
Graduação pH 7  7,53  8,75  57,4  12 
Graduação pH 9  7,63  8,46  80,3  8 
EDTA 3 mg L ‐1  7,15  8,73  29,3  6 
EDTA  8 mg L ‐1  7,12  8,91  33,7  8 
Tiossulfato 10 mg L ‐1  7,19  8,39  25,6  10 
Tiossulfato 25 mg L ‐1  7,09  7,98  25,6  8 

 

107



105 
 

 
 

PARÂMETROS INICIAIS DOS BIOENSAIOS DE TOXICIDADE CRÔNICA PARA AS AMOSTRAS DE 

ÁGUA – AVALIAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE TOXICIDADE 

 

Tratamentos  pH  OD (mg L ‐1)  Cond. (mS cm‐2)  Dureza (mg L ‐1) 
Controle  7,77  7,56  177,0    
Branco SPE  7,84  7,35  198,7    
Branco Aeração  7,86  7,37  187,7    
Branco Ajuste pH 3  7,69  7,28  423,0    
Branco Ajuste pH 11  8,11  7,28  539,0    
Branco Graduação pH 6  7,55  7,31  245,0    
Branco Graduação pH 9  7,96  7,26  208,0    
Branco EDTA 3 mg L ‐1  7,77  7,39  177,5    
Branco EDTA  8 mg L ‐1  7,79  7,19  182,1    
Branco Tiossulfato 10 mg L ‐1  7,75  7,00  198,1    
Branco Tiossulfato 25 mg L ‐1  7,70  7,35  201,0    
P22 Teste Base  6,48  7,37  123,0    
SPE  6,92  7,21  122,0    
Aeração  6,58  7,23  107,7    
Ajuste pH 3  6,55  7,57  286,0    
Ajuste pH 11  7,25  7,46  541,0    
Graduação pH 7  7,18  7,47  135,0    
Graduação pH 9  7,86  7,40  118,3    
EDTA 3 mg L ‐1  6,43  7,05  111,5    
EDTA  8 mg L ‐1  6,39  7,32  113,2    
Tiossulfato 10 mg L ‐1  6,12  7,26  123,4    
Tiossulfato 25 mg L ‐1  5,38  7,05  148,6    
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