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RESUMO

VIEIRA, B. H. Analise do potencial de toxicidade do cromo em popacdes fito e
zooplancténicas e em suas interacdes troficas: aspms estruturais e fisiologicos2014.
141f. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia a@eC3los, Universidade de Sao Paulo,
Séo Carlos, 2014.

O cromo é o sétimo metal mais abundante na crestastre e ocorre naturalmente nos
diversos compartimentos ambientais, porém o inteaso deste metal em atividades
industriais tem aumentado a liberacao deste contate, ocasionando alteracdes na estrutura
e funcionamento dos ecossistemas terrestres ei@gpuatonsiderando as diferentes formas
de exposicdo ao metal pelos organismos, procuroavsdiar os efeitos do cromo nas
populacdes fitoplancténica e zooplancténica e nsgdcdes tréficas entre ambas, com base
em aspectos estruturais e fisioldgicos. Para tdatam realizados ensaios ecotoxicol6gicos
com duas espécies de algBse(idokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris), avaliando
efeitos na densidade celular, concentracdo de pigmes composicdo bioquimica, além de
ensaios com organismos zooplanctonicos (CladoCereodaphnia dubia e Ceriodaphnia
silvestrii) expostos a diferentes vias de contaminacdo, cagua contaminada, alimento
contaminado e a combinacdo de ambas as situacgea @ alimento contaminados),
avaliando efeitos na sobrevivéncia, fecundidadea tade alimentacdo e composicao
bioguimica. Os resultados obtidos demonstraranogeremo, nas condicdes testadas, afetou
0 crescimento, a concentracdo de pigmentos e a agdP bioquimica das algda
subcapitata e C. vulgaris. Nos ensaios realizados cdindubia e C. silvestrii, os diferentes
tratamentos com cromo nao alteraram a sobrevivélesias espécies, porém, nos tratamentos
com meio aquoso contaminado com cromo e exposipd@bioada (meio aquoso e alimento
contaminados com cromo) houve reducdo na fecuneli@adiminuicdo da taxa alimentar
destes organismos. Redugdo no crescimento popoddcie aumento de proteinas,
carboidratos e lipideos totais @edubia e C. silvestrii também foram relacionados a presenca
de cromo. Conclui-se, portanto, que o cromo, naglicfes testadas, foi toxico para as
espécies fito e zooplancténicas, podendo causa&raefies nas cadeias troficas dos

ecossistemas aguaticos.

Palavras chave: Ecotoxicologia, metal, proteinaarbaidratos, lipideos, Cladocera,

Clorophyceae.






ABSTRACT

VIEIRA, B. H. Analysis of the potential toxicity of chromium in phytoplankton and
zooplankton populations and their trophic interactions: structural and physiological
aspects 2014. 141f. Tese (Doutorado) - Escola de Engéaldar S&o Carlos, Universidade de
Séo Paulo, S&o Carlos, 2014.

Chromium is the seventh most abundant metal inetii¢h's crust and occurs naturally in
various environmental compartments, but the heaeyaf this metal in industrial activities
has increased the release of this contaminantingpasanges in the structure and functioning
of terrestrial and aquatic ecosystems. Considahiadlifferent forms of exposure to metal by
organisms, sought to evaluate the effects of chwomon phytoplankton and zooplankton
populations and trophic interactions between thbased on structural and physiological
aspects. For this, ecotoxicological tests were gotail with two species of algae
(Pseudokirchneriella subcapitata and Chlorella vulgaris), assessing effects on cellular
density, pigment concentration and biochemical amsitiwn, and tests with zooplankton
(CladoceraCeriodaphnia dubia and Ceriodaphnia silvestrii  exposed to different ways of
contamination, such as contaminated water, con&etdnfood and a combination of both
situations (contaminated water and food), evalga&ffects on survival, fertility, feed rate
and biochemical composition. The results showetidheomium under the conditions tested,
affected the growth, pigment concentration and Heotical composition of the algde
subcapitata andC. vulgaris. For tests withC. dubia andC. silvestrii, the different treatments
with chromium did not affect survival of these sige¢ however, in treated aqueous medium
contaminated with chromium and combined exposugedaus and food contaminated with
chromium) there was a reduction in fecundity andrel@sed feed rate of these organisms.
Reduction in population growth and increased pmtearbohydrate and lipid &. dubia and

C. silvestrii were also related to the presence of chromiumréefbee, it is concluded that
chromium, in the conditions tested, was toxic tgtpplankton and zooplankton species, may

cause changes in trophic chains of aquatic ecasgste

Keywords: Ecotoxicology, metal, proteins, carbolagds, lipids, Cladocera, Clorophyceae.
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1. INTRODUCAO

O crescimento das atividades econfmicas, notadangnnhdustrial e a agricola,
trouxe consigo o aumento do uso e descarte no atebike substancias quimicas toxicas,
dentre elas os metais (OLIVEIRA NETO, 2000). Embosametais trago existam em baixas
concentracdes na crosta terrestre (BAIRD, 1998)pgds o crescimento da industrializacao,
no século XX, que suas concentragcfes aumentaramficatjvamente no meio ambiente
(CALLENDER, 2004). Muitos dos metais introduzidoe ambiente, como resultado de
atividades humanas, sao nutrientes. No entantqydguaresentes em concentragcdes mais
elevadas do que a natural tornam-se toxicos, padaiedar a biota, incorporando-se ao longo
da cadeia alimentar e, consequentemente, ocasiondanos também a salude humana
(KHAN et al., 2005; NOGUEIRA, 2007).

Diferentemente de alguns poluentes organicos qderpser degradados pela acdo de
organismos heterotréficos, os metais ndo sao dadosdquimica nem biologicamente,
tendendo a se acumular no ambiente (NOGUEIRA, 200®ue pode ampliar os efeitos
toxicos nos ecossistemas. A toxicidade dos metgasfere no ciclo de vida dos organismos,
podendo causar modificacbes sobre a reproducadooeegsos fisiologicos, tais como
crescimento e desenvolvimento. Além disso, os maétdiuenciam o comportamento desses
organismos, tendo como consequéncia uma variedadsfeitos em relacdo as interacdes
biologicas (BRULAND et al.,1991). Desta forma, ateiferéncias irdo afetar a longevidade,
a reproducdo e a dinamica de populacdes, podendearcalesequilibrio ecolégico no
ecossistema aquatico (NOGUEIRA, 2007).

No ambiente aquéatico os metais sdo oriundos deedonaturais, como lavagem
geoldgica de solos e rochas diretamente expostmpua, e por meio de fontes antrépicas,
como efluentes domésticos e industriais, aplicagdéopesticidas na agricultura, agua de

irrigacdo contaminada, queima de biomassa na zora, rcombustdo a carvdo e Oleo,
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emissdes veiculares, incineracdo de residuos usbanmdustriais e, principalmente, por
atividades da mineracao, fundicdo e refinamentoREBIMPOUR e MUSHRIFAH, 2008;
LEMES, 2001).

Considerando os diversos efeitos deletérios, alesia biota torna-se de fundamental
importancia para a previsao dos impactos de metdss outras substancias toxicas presentes
nos sistemas aquaticos. Nesse sentido, programa®miécoramento da qualidade das aguas
gue empregam exclusivamente indices fisicos e gogiiem sido alvo de criticas severas por
varios pesquisadores que apontam a necessidade delisar medidas biolégicas para
obtencdo de uma abordagem ecossistémica (ZAGATBEGRTOLETTI, 2006), o que vem
sendo feito pelos estudos ecotoxicolégicos.

A ecotoxicologia estuda os efeitos de compostosigos e outros xenobioticos sobre
0S organismos aquaticos com énfase especial naesetalversos ou danosos, utilizando
testes com organismos sob condi¢cdes de campoabaiatorio, por meio dos quais tem sido
verificada a toxicidade dos compostos (ARAUJO, 200@imeros testes toxicolégicos s&o
utilizados para avaliar a concentracdo dos agegt#sicos, bem como o periodo de
exposicdo necessario para produzir um efeito prErdéado, ou seja, um teste toxicologico
€ desenvolvido para mensurar o grau da respostiuzida por um nivel especifico de
estimulo ou concentracdo do composto em estudo (RANPETROCELLI, 1985) sob um
determinado organismo teste (RAND et al., 1995).

Dentre os organismos mais recomendados para erdaiaevaliacdo da toxicidade
aguatica estdo as algas, pois sdo produtores pBndominantes na cadeia alimentar no
ecossistema aquatico (PFLEEGER et al., 1991). Assintilizacdo de microalgas em testes
de toxicidade apresenta grande importancia ja quedqger alteracdo na comunidade

fitoplanctonica pode afetar a estrutura e a furtgiitndo o ecossistema (MASUTTI, 2004).
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Segundo ZHOU et al. (2008), a exposicdo aos metaie causar perturbacdes no
metabolismo e nas funcdes bioldgicas das espélgas,acomo a inibicdo da fotossintese,
reducdo do citocromo, mutacédo celular e até a mimteomunidade fitoplancténica. Os
constituintes da parede celular das algas tém yporiante papel na biossor¢cdo de metais,
pois sdo frequentemente porosos, 0 que permitengpléculas e ions passem livremente
atraves deles. A permeabilidade da estrutura dadparelular das algas e os constituintes de
suas células podem disponibilizar estruturas g@sngue promovem a “captura” de ions
metalicos (VOLESKY, 1990).

Além do fitoplancton, os organismos zooplanctonidesempenham importante papel
na cadeia trofica, como elo entre os produtoraagrios e demais consumidores da cadeia
trofica, além de serem responsaveis por grandeelpada regeneracdo de nutrientes e
refertilizacdo da coluna de agua (OLIVEIRA NETO,0@D Nos ultimos anos tem havido
uma crescente preocupacdo com a presenca de raethéta de invertebrados. Portanto,
estudos que investigam os parametros do ciclodke tais como sobrevivéncia e reproducéo
de invertebrados aquéticos em situacfes de exposicanetais por outras rotas de
contaminac&o, além da agua, sdo de interesse mm(@PDGHER e ESPINDOLA, 2008a e
2008b).

Uma nova abordagem nos estudos ecotoxicologicosdisoutido ainda o papel do
alimento, representado pelas células algais, solafeito toxico dos metais em organismos
zooplanctdonicos (RODGHER e ESPINDOLA, 2008b). Degde 0s organismos aquaticos,
no ambiente, tenham alimento disponivel duranteoggfo a poluentes, maior atengao
também deve ser dada ao papel do alimento noss tdstetoxicidade, uma vez que a
capacidade das algas para reter metais e paraitidiza-los aos seus consumidores pode ser
considerada uma rota de contaminacdo a agente$6{iANNO et al.; 1989). Por outro

lado, a toxicidade de metais podera ser reduzid@a@ capacidade das algas em complexar
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tais elementos (LOMBARDI e VIEIRA, 2000). Reconhass portanto, que as rotas de
exposicdo dos metais na cadeia tréfica sdo conglei@nando-se fundamental o
reconhecimento dos mecanismos existentes paragmiear, ou mesmo reduzir, os efeitos
dos toxicantes sobre 0s organismos zooplancténicos.

Em relacdo aos metais, o cromo (objeto de estudta gsquisa) e seus compostos
tém sido amplamente empregados pelas industriasromagem, soldagem, pintura,
acabamentos metalicos e fabricacdo de aco, redaltam grandes quantidades deste
elemento no meio ambiente (NRIAGU e NIEBOER, 1988 natureza o cromo existe
principalmente em dois estados de valéncia, o croexavalente e trivalente, sendo o cromo
hexavalente um metal potencialmente toxico queaastcondicbes ambientais em sistemas
aquaticos (BAGCHI et al., 2005)

Diante da importancia dos metais na contaminac&oedossistemas aquaticos, bem
como a necessidade de melhor entendimento daagfites desses elementos no ambiente, se
faz necessarios estudos que avaliem a influénc@dt@minante em organismos aquaticos e
nas interacfes tréficas em ambientes contaminaml@gje caracteriza a abordagem desta

pesquisa.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar ostefedla exposicdo ao cromo nas
populacdes fitoplanctdnica e zooplancténica e nesacgdes troficas desses organismos com

base em aspectos estruturais e fisiologicos.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos da exposicdo ao cromo sobrenaidade celular e biomassa seca
de organismos fitoplancténicos, tendo como orgaosstaste as algaBseudokirchneriella
subcapitata e Chlorella vulgaris;

Avaliar o efeito de cromo sobre o conteudo fisiaidg(concentracdo de pigmentos e
conteudo intracelular de proteinas, carboidratdpideos) das alga®seudokirchneriella
subcapitata e Chlorella vulgaris;

Determinar os efeitos cronicos do cromo sobre an@icdade, sobrevivéncia e taxa
alimentar de organismos zooplanctonicGer{odaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii) por
meio de trés diferentes vias de exposicdoes ao mgtgila contaminada; alimento
contaminado; combinacdo de agua e alimento congalng), utilizando como alimento a alga
Pseudokirchneriella subcapitata;

Determinar os efeitos cronicos do cromo sobre an@icdade, sobrevivéncia e taxa
alimentar de organismos zooplanctonic®er{odaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii) por
meio de trés diferentes vias de exposicbes ao nfetal &gua contaminada; alimento
contaminado; combinacdo de agua e alimento conéalog), utilizando como alimento a alga
Chlorella vulgaris;

Avaliar o contetudo bioquimico (carboidratos, pnoési e lipideos) e a taxa de
crescimento populacional das populacdes zooplaiet®nexpostas ao cromo via agua

contaminada e alimento contaminado.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Os ecossistemas aquaticos vém sofrendo crescerttespo de contaminagdo oriundo
de atividades industriais, agricolas e urbanas.eNtanto, apenas a mensuracao destes

contaminantes no ambiente n&o traz respostas eslefeitos adversos que estas substancias
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vém causando nos organismos vivos presentes nastbentes (FREIRE et al., 2008),
tornando-se necessaria a utilizacdo de estudosxémaitbgicos para se determinar os efeitos
toxicos dos poluentes.

Entre a grande variedade de poluentes que interfen® metabolismo dos
ecossistemas aquaticos, os metais estdo entreeaquagisiderados ndo degradaveis e mais
comuns na maioria das regibes do mundo (MALLICK ©HN, 2003). Muitos estudos
(OLIVEIRA NETO, 2000; RODGHER, 2005; TUKAJ et al2007; MASUTTI, 2004;
TERRY e STONE, 2002; PENA-CASTRO et al., 2004; PE@RVIAK e KOSAKOWSKA,
1998; OMAR, 2002) tém demonstrado os efeitos adgede metais toOxicos na comunidade
fitoplanctonica, como alteracbes na divisdo, cresoio e atividade fotossintética, aléem do
decréscimo na produtividade, na diversidade eaaif&s na composicao das espécies algais.

Pefia-Castro et al. (2004), por exemplo, realizaaperimentos com cobre, cadmio e
cromo em laboratorio utilizando a al@enedesmus incrassatulus (espécie formadora de
cenodbios com quatro células) e observaram plaatieidenotipica da alga ap0s a exposi¢ao
aos metais que induziram o desenvolvimento de fermmaicelulares e alteragbes nos
parametros fotossintéticos. Segundo os autoresiner de células por cendbio diminuiu
quando a concentracdo de metais aumentou, vedfiea®@ que quando as células algais
contaminadas eram transferidas para meios de audem contaminacdo, a populagdo com
quatro células no cendbio se regenerava. Paratoseesawo desenvolvimento de morfotipos
pode conferir vantagens ecoldgicas faracrassatulus em ambientes contaminados, pois 0s
metais podem diminuir a disponibilidade de eneng@a microalgas através de varios
mecanismos, incluindo danos fotossintéticos pormeée producdo de radicais livres. Este
fato levariaS. incrassatulus a produzir alteracées morfolégicas como a redagdoumero de

células por cendbio, aumentando assim o aproveit@nemergético celular.
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Alteracdes fenotipicas ja foram registradas emasutondicfes de estresse, como em
um estudo de impacto ecoldgico de efluentes desyideaagua doce realizados por Monteiro
et al. (1995). Neste estudo, populacdes unicelilate Scenedesmus armatus foram
dominantes quando concentracfes de metais forama@HKuficiente para inibir o crescimento
de outras microalgas.

Terry e Stone (2002), em um estudo de remocao dmisnpor Scenedesmus
abundans, realizaram ensaios para determinar o efeito dacesdracdo de metais na
viabilidade celular de clorofila. Pré-exposicéo e pds-exposicao de clorofila fonaaalidas
apos 72h de exposicao do metal e os autores aafitque concentracdo acima de 15 mg.L
! de cadmio ou cobre resultou em reducéio estatisticensignificativa da clorofila de S
abundans. Omar (2002), em experimentos com zinco utilizaas@lgas verdescenedesmus
obliquus e Scenedesmus quadricauda, também observou a inibicdo de 24% no crescimgato
S obliquus e de 33% en%. quadricauda quando expostas a 8,0 ppm de Zn. O autor observou
ainda a diminuicdo no teor de aminoécidos de arabasspécies quando expostas a mesma
concentracao de Zn.

Pempkowiak e Kosakowska (1998), em experimentos cdomio utilizando a
espécie Chlorella wulgaris, evidenciaram a diminuicAo no crescimento algdepos
exposicdo ao metal. O nimero de células e a caacéotde clorofila sofreram reducédo de
40% a 60% quando exposta a uma concentracdo degs®’ de cadmio.

Stauber e Florence (1987) estudaram o mecanismaeoxdeidade do cobre no
crescimento, fotossintese, respiracdo, niveis de Ao transporte de elétrons mitocondrial
em duas diatomaceas marinhidgzschia closterium e Asterioniella glacialis, e na alga verde
de agua doceChlorella pyrenocidosa. Os autores observaram que ions de cobre reduairam
divisdo celular e a atividade fotossintética Amgracialis e emC. pyrenoidosa. ParaN.

closterium o tratamento com cobre causou inchagco celulardde@o alargamento dos
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vacuolos das células, impedindo assim que houwkegséio celular. Neste estudo os autores
citam outros trabalhos que sugerem que o cobrenerourio podem impedir a producao de
metionina, que parece ser necessario para divedétac Também foi proposto que os metais
inibem a divisdo celular do fitoplancton ligand@igi reativos a molécula de tubulina,

importante na formacgéo do fuso mitético.

Shehata e Badr (1980) realizaram bioensaios deitiaxie comScenedesmus sob
condicbes controladas, utilizando as alteracbesameentracdo de clorofila como uma
indicacdo da toxicidade do metal, sendo cobre, @gdniquel, zinco e chumbo os metais
testados. Os autores evidenciaram reducdo do mresim algaceo quando as algas foram
expostas a 0,5 mgiide Cu; 2 mg.* de Ni; 0,5 mg.[' de Cd; 2 mg.L* de Zn e 30 mg.t de
Pb. Andlises de células d&enedesmus com mais de sete dias de exposicdo aos metais
revelaram alteracdes anatdomicas e rompimento doptésto, especialmente em elevadas
concentracdes do contaminante.

Experimentos de curto prazo foram realizados pdajrat al. (2007) para analisar a
toxicidade do cloreto de cAdmio em uma concentrded@3uM (ECsp;24h) para a microalga
Scenedesmus armatus, cultivadas em diferentes concentragdes de O@admio ndo afetou a
viabilidade das células cultivadas por 24h, mascat@amente inibiu o crescimento das algas.
Como consequéncia do tratamento com o metal, asfioagdes na ultra-estrutura celular
foram marcantes. Os cloroplastos mostraram um aenmknnumero de grdos de amido ao
redor do pirendide e este, por sua vez, apresdatoanho reduzido. Em casos extremos,
guantidades de amido ocupavam quase a totalidadelodoplasto. Os autores também
ressaltaram que a principal estratégia de desg#gao de plantas contaminadas por metais é
a producdao de fitoquelatinas e, neste est8dar,matus, em resposta ao tratamento com Cd e

independentemente dos niveis de,@3tados, produziu fitoquelatinas.
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Mallick e Mohn (2003) realizaram um estudo com geto de medir o impacto e o
modo de acédo de cinco metais (Cu, Cd, Ni, Cr enas) caracteristicas de fluorescéncia da
clorofila da microalgaScenedesmus obliquus e concluiram que os metais Cu, Ni, Cd e Cr
causaram alteracdes significativas na fluorescéteimicroalga por impedir o transporte de
elétrons no Fotossistema Il, o que consequentemesuida na diminuicdo da sintese de ATP
e NADPH.

Rocchetta et al. (2006a) avaliaram o efeito do ordraxavalente na composi¢ao de
acidos graxos em duas linhagens Heglena gracilis que foram expostas a duas
concentracdes do metal, sendo uma abaixo e ouina @la Cio. Os autores observaram que
acidos graxos poliinsaturados foram os mais afetgodo cromo, especialmente aqueles
relacionados a estrutura dos cloroplastos. O estlmloultra-estrutura celular mostrou
desorganizacao do tilacéide nas células tratadias ccomo. Para os autores, os resultados
indicam que o cromo hexavalente afeta os niveisaddos graxos, especialmente os
relacionados com a atividade fotossintética, sepapessas alteragdes poderiam ser parte de
uma defesa ou mecanismo de reparacdo com o objdavoeduzir os danos celulares
causados pelo estresse ao cromo.

Romero et al. (2002) realizaram experimentos coalges marinha$etraselmis sp. e
Chaetoceros sp. com o objetivo de determinar o efeito toxieoQH no crescimento celular e
em indicadores fisiolégicos (volume celular, comgraes bioquimicos e concentracdo de
pigmentos). Neste estudo a dose letal para 50%plalar;do apds 96h de exposi¢cdo ao metal
foi de 0,63 e 0,56 mglparaTetraselmis sp. eChaetoceros sp., respectivamente. Os autores
também realizaram um bioensaio com 14 dias de doyapde ambas as espécies mostraram
uma diminuicdo no crescimento celular, na conceatrade pigmentos e um aumento no
volume celular. Os componentes bioquimicos (prateie carboidratos), em ambas as

espécies, manteve-se constante durante as fasesest®Bmento, em contraste com seus
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respectivos controles, que mostraram um aumentpgssivo. Os niveis de mortalidade, para
as duas espécies testadas, aumentaram com copdest@escentes de Cd, sendo que os
maiores efeitos ocorreram antes de 24h. Com relagA@umento do volume celular,
Tetraselmis, quando exposta ao Cd, alcancou os maiores volguasdo comparados ao
controle, sendo 1909m3 para o tratamento com Cd e 15;3&3 para o tratamento sem o
toxico. Chaetoceros teve o volume celular maximo de 5 quando exposta ao Cd e de
180 um® no tratamento controle. Ambas as algas mostraramsma tendéncia no aumento
das concentracGes de proteina nas culturas consealdo quéChaetoceros apresentou 5,05
pg.cel' de proteina &etraselmis atingiu um valor de 16,6 pg.celAs culturas com o toxico
nao apresentaram variacOes significativas no teoprdteina, verificando-se que 0 maior
valor proteico foi produzido pahaetoceros sp., que atingiu 3,62 pg.cel

Verifica-se, com base no anteriormente exposto,auenhecimento dos efeitos de
agentes toxicos em organismos fitoplanctonicos grdede interesse, pois alteracbes em sua
abundancia e na estrutura da comunidade irdo dedesic alteracdes nos niveis tréficos
superiores (MUNAWAR et al., 1989).

A utilizagdo das algas como organismos-teste tembpse seu ciclo de vida curto,
facilitando os estudos de exposi¢cdo com variag;gesa além das altas taxas de crescimento,
da facilidade em manter as culturas e da capacidaderescer em meios sintéticos bem
definidos. Os ensaios com algas sdo fonte de ifgdes quantitativas importantes sobre a
disponibilidade das substancias quimicas, nutrseatesubstancias potencialmente toxicas e
seus efeitos nos ecossistemas. E interessantevabspre a informacdo total obtida nos
ensaios com algas supera o significado da somadde bs dados parciais sobre a abundancia
relativa dos componentes individuais do sistematcp uma vez que a analise quimica
informa a concentragdo das substancias presenses,ndo fornece conhecimento de sua

influéncia na agua, habitat para os diferentesnsgas. Os ensaios com algas, portanto,
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abrem a possibilidade de uma combinacdo de mefisiaas, quimicas e biologicas, que

resulta em informacgdes importantes, incluindo disaée risco ambiental. Nesse sentido, foi
sugerido que, a partir de testes de toxicidade atgas, as substancias quimicas fossem
classificadas quanto a sua toxicidade ambientaijiaodo na avaliagdo do risco ambiental

para os sistemas naturais (VIDOTTI e ROLLEMBER&)4£0

Com o processo de retencdo de metais pelo fitolAnaue desempenha um
importante papel na transferéncia de poluenteseda trofica, ja que tais organismos
constituem o elo primario da cadeia alimentar eepodontaminar organismos que dele
dependem direta ou indiretamente, estudos que amoadcontaminacao por metais na cadeia
trofica sdo de suma importancia (RODGHER, 2005; & WANG, 2004). Destacam-se,
nesse sentido, 0s riscos inerentes a espécie huiigoas grandes "acidentes” ecoldgicos,
por exemplo, decorreram de processos de bioacuéwjlagmo a doenca de itai-itai ocorrida
no Japao, junto ao Rio Jintsu, onde centenas d®ag$oram envenenas por cadmio apos o
consumo de peixes contaminados (KRENKEL, 1973).

Dentre os consumidores aquaticos, 0s organismqidawionicos, particularmente os
microcrustaceos, sdo bastante sensiveis as comgp@edr de metais (OLIVEIRA NETO,
2000). O exame das diversas interacdes que ocamé organismos e seu ambiente revela
gue outros mecanismos podem também desempenhaapghgignificativo no destino final
dos agentes toxicos e de seus efeitos nos ecosasstjuaticos. A reducdo da toxicidade do
metal devido a sua adsorcédo por particulas de alone os efeitos toxicos da ingestédo desse
alimento contaminado devem ser considerados erdasstijue visam entender o impacto dos
metais nos sistemas naturais (RODGHER e ESPINDQDASD).

Rodgher et al. (2008), por exemplo, desenvolveramestudo com o objetivo de
avaliar a toxicidade crbnica do cobre p&@eriodaphnia silvestrii através da exposi¢ao

dietética usanddseudokirchneriella subcapitata como fonte de alimento contaminado. A
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toxicidade foi avaliada nas taxas de sobrevivéncrascimento, reproducdo e taxa de
alimentacédo do cladocero. Os resultados mostraranawumento do efeito toxico sob&
silvestrii com o aumento de cobre em células algais, senelma@umaior exposicdo ao cobre
(68 x 10"°gCu.cel) todos os parametros do ciclo de vida fes@mificativamente afetados. A
seguinte sequencia de eventos foi observada darrparea maior contaminagao por cobre:
reproducdo, taxa de alimentacdo, o comprimento dipoc e, em Ultima analise a
sobrevivéncia foi afetada. Para os autores essmdta#@os podem levar a problemas
ecologicos, como o efeito gradativo na densidadeulpgional e, consequentemente, a
reducao dos predadores e o crescimento descortrdéadlgas.

Sofyan et al. (2007) realizaram um estudo com etMngy de comparar os efeitos da
exposicdo do cadmio ao cladocero de agua @ereodaphnia dubia sob trés condicoes:
contaminagcdo do meio aquoso; alimento contaminguglaecombinacdo de meio e alimento
contaminados. Os resultados mostraram que pararéss denarios de exposicdo a
sobrevivéncia, a taxa de alimentacéo e a reprodig@odubia foram afetadas. Na exposi¢céo
combinada menores concentracdes de Cd foram ndesspara alterar a reproducdo do
cladécero, sendo que essa situacdo somente fajidatirnos outros tratamentos em
concentragcdes maiores de exposi¢cao ao metal. Oeauessaltam que em condi¢cbes naturais
esse cenario poderia causar efeitos negativos omdggdes d€. dubia, como reproducéo
reduzida ou vulnerabilidade & predacéo.

Rodgher e Espindola (2008b) desenvolveram um estoigioo objetivo de avaliar os
efeitos da variacdo da densidade da &gmdokirchneriella subcapitata sobre a toxicidade
cronica do cromo para o cladéceZeriodaphnia dubia, e observaram efeitos diferenciados
guando este organismo foi exposto ao metal diskmlgim agua e em alimento contaminado
(células deP. subcapitata). Os autores verificaram que o tratamento comB4d@L™” de

cromo em concentragdes altas e baixas de alimafdétsu negativamente a sobrevivéncia de
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C. dubia, no entanto, quand@. dubia foi exposta a alta densidade de alimento contaioina
por cromo, o efeito toxico foi menos acentuado de gs obtidos quando o organismo teste
foi exposto ao cromo dissolvido em agua com altesidede de algas. Para os autores a agua
€ uma importante via de exposi¢cao ao cromo pacsédsceros.

Muitos testes baseiam-se em protocolos que examiapemas as respostas de
organismos-teste expostos a elementos toxicosldds® e ndo avaliam o impacto destes
através de uma rota alimentar. O alimento pode cemsiderado tanto uma rota de
contaminacgao de agentes toxicos aos organismos gonretentor de sua toxicidade. Metais
adsorvidos ao alimento podem ser liberados no tlagestivo de organismos filtradores e
exercer efeitos toxicos (RODGHER, 2005). Por olddw, a toxicidade de metais podera ser
reduzida devido a capacidade das algas em complaisaelementos tornando-os menos
disponiveis no sistema aquatico (LOMBARDI e VIEIRZ00).

As informacdes geradas através dos estudos sotae ieseracdes troficas podem
contribuir para a geracdo de procedimentos quenviseontrole da contaminacdo, além de
servir como subsidio para avaliacdo da amplituderdoos de uma contaminagdo ambiental
ocasionada por metais com suas possiveis conségsi@aca biota e para a saude publica em
geral (NOGUEIRA, 2007).

O metal que foi estudado no presente trabalho fairamo, um contaminante
inorganico comum no ambiente e que tem acarret@dossproblemas em ecossistemas de
agua doce e marinho (RODGHER, 2005). O cromo (Gnnémetal cinza aco, com forma
cristalina cubica, sem odor e muito resistenteréoséo, sendo o sétimo metal mais comum
na Terra. O metal ndo é encontrado livre na natueeas estados de oxidacdo mais comuns
do cromo sao Cr (Il), Cr (Ill) e Cr (VI), com asrfeas tri e hexavalente sendo as mais
estaveis. O cromo esta presente na composicaoidiesgsulfatos, cromatos, dicromatos, sais

basicos e etc. (SILVA e PEDROZO, 2001; KOTAS e ST, 2000).
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Em 1820, o dicromato de potassio ja era usado qugroento na industria téxtil e,
desde 1879, o minério cromita, 0 mais abundantgosta de cromo encontrado na natureza,
era rotineiramente utilizado na fabricacdo de téfras de altas temperaturas (MOORE e
RAMAMOORTHY, 1947). De modo geral, a producdo mahdie metais aumentou no
inicio do século 20, tendo um impulso maior en®éQlLe 1990. Para o cromo, um rapido
aumento da producdo ocorreu entre 1975 e 1990da¢wincipalmente ao uso militar em
grande escala. Em 2000 a producdo mundial de C36@ivezes maior que em 1900, cuja
producdo mundial € da ordem de 107 mil toneladasapo (CERVANTES et al. 2001).
Segundo Han et al. (2002) a producdo global acuaute cromo foi estimada em 105,4
milhdes de toneladas desde a era industrial a@@0@.

O cromo é encontrado naturalmente em rochas, asjimpdantas, solo, poeiras e
névoas vulcanicas (ATSDR, 2009). Porém, quasedartomo hexavalente existente no meio
ambiente € proveniente das atividades humanaszaJsé de 60% a 70% do volume total de
cromo produzido na fabricagdo de ligas metalicasteuturas de construcdo civil devido,
principalmente, as suas propriedades mecanicas churera e resisténcia ao atrito e as
propriedades quimicas como resisténcia a corrosm adesgaste. Alguns tipos de ago inox
sao ligas de ferrocromo que tém como constituinésscos o ferro, o cromo e o niquel. Por
meio de processos quimicos, a cromita é transfareadvarios produtos essenciais, que sao
usados na galvanoplastia, na fabricacdo de produtiosicos, utilizados em curtumes como
pigmentos, preservativos para madeira, fertilizgnentre outros (SILVA e PEDROZO,
2001).

Em agua de superficie, o cromo esta presente nafbexavalente e, uma pequena
parte, na forma trivalente em complexos organicedi(A e PEDROZO, 2001). As

propriedades tdxicas do cromo surgem a partir dacsypacidade de difundir livremente
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através das membranas celulares e também por dauseu forte potencial oxidativo que
pode danificar enzimas e outras macromoléculas (MRDBA et al., 2010).

O cromo (VI) € um agente oxidante forte e na pregele matéria organica é reduzido
a Cr (lll), esta transformacdo € mais rapida emiamés acidos (McGRATH e SMITH,
1990). No entanto, altos niveis de Cr (VI) poderpesar a capacidade de reducdo do meio
ambiente e, assim, persistir como um poluente. Adkésso, o Cr (lll) pode ser também
oxidado para Cr (VI) na presenca de excesso detoixigsendo transformados novamente
para a forma mais téxica (VAJPAYEE et al., 2000).

Para o homem e animais, o cromo trivalente € umemt® essencial que desempenha
papel importante no metabolismo de glicose, gosder@roteinas. Acredita-se que a forma
biologicamente ativa do cromo facilite a interagi@insulina com seus receptores celulares,
influenciando o metabolismo de glicose, proteintgideos (SILVA e PEDROZO, 2001).

A Resolucdo n® 357 do Conselho Nacional do Meio ikmte (CONAMA), que
entrou em vigor em 17 de mar¢o de 2005, dispdeesatmiassificacdo dos corpos d’agua e
padrdes de qualidade de agua (BRASIL, 2005). A Redo estabelece que enquanto nao
aprovados os respectivos enquadramentos, as agees serdo consideradas Classe 2. Ainda
conforme a Resolucéo fica estabelecido a concétrde 0,05 mg.L de cromo como padrdo
para corpos d'agua doce que pertencem a Classe Rgéiicia de Protecdo Ambiental
Americana (USEPA) também considera a concentragd®,@bmg.[* como limite méximo
admissivel para corpos d’agua (SINGHVI e CHHABRA132).

No entanto, estudos desenvolvidos no Nucleo dedBsteem Ecologia Aquatico
(NEEA), do Centro de Recursos Hidricos e Ecologdicdda, Universidade de Sdo Paulo
(CRHEA/USP), demonstraram efeitos significativos dmmo tanto em organismos

fitoplanctonicos como zooplanctonicos em conced@agguais ou abaixo das estabelecidas
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pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (MASUTTI, 2004; ROBER, 2005; RODGHER e
ESPINDOLA, 2008b; LIMA, 2010).

Masutti (2004), por exemplo, ao utilizar a concagdio de 0,05 mgt.de cromo em
experimentos em mesocosmos observou inibicdo ded20fpsoducao primaria nas unidades
experimentais ap0s a contaminacdo com o metal. damioi observado reducdo na
concentracdo de clorofila, mortalidade dos orgaossmlanctonicos e bioacumulacdo em
organismos de diferentes niveis tréficos.

Rodgher e Espindola (2008b) observaram efeitogddxsignificativos na reproducao
e sobrevivéncia do cladoceCariodaphnia dubia exposto a concentragcdes que variam entre 8
e 34 pug.L' de cromo e quando o organismo-teste foi alimentadon a alga
Pseudokirchneriella subcapitata previamente exposta ao cromo. Nota-se que novanasnte
concentracdes toxicas estdo abaixo da estabelggig®esolucdo CONAMA 357/2005.

Assim, diante dos potenciais riscos dos limitesnissiveis de cromo estabelecidos
pela legislacdo vigente para diferentes organisampsgiticos, conforme observados nos
estudos anteriormente citados, bem como a necdssida melhor entendimento das
interacdes desses elementos no ambiente, o prestated foi desenvolvido com o intuito de
verificar os efeitos da exposi¢cdo ao cromo nas llpgpas fitoplanctonica e zooplanctonica e

nas interacdes troficas desses organismos.

4. MATERIAIS E METODOS

Para atender os objetivos propostos, procurouestgrcha mais sistematizada, dividir
a realizacado da pesquisa em trés etapas sequenciais

[) A primeira etapa tem como objetivo avaliar os efeitos da expos@@@romo em
organismos fitoplancténicos. Para isso foram radbs ensaios utilizando duas espécies de

algas como organismos-testseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris. Nestes
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ensaios foram avaliadas as respostas fisiologicastriturais desses organismos, como
descrito nos itens 4.1 a 4.4.

As espéciedseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris foram escolhidas
por serem organismos comuns em ambientes aquamusiyveis e padronizadas para ensaios
ecotoxicolégicos, além de fazerem parte da dietarganismos zooplancténicos, uma vez
gue as mesmas especies algais foram utilizadasnsasos desenvolvidos na segunda etapa
desta pesquisa, conforme descrito abaixo.

II) A segunda etapdoi a execucdo de ensaios com o0 objetivo de earifos efeitos
da exposicao ao cromo em organismos zooplancténicasdo expostos a diferentes vias de
exposicao e contaminacdo. Nesta etapa foram rdafizansaios ecotoxicologicos crénicos
com os organismos-teseriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii, expostos ao cromo
nas seguintes condi¢des: meio aquoso contaminadocoamo, alimento contaminado com
cromo e a combinacédo de ambas as situacfes (mas@g alimento contaminados). Como
alimento foram utilizadas as mesmas espécies algdscritas anteriormente,
Pseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris. A metodologia para a execucéo desta
etapa da pesquisa encontra-se descrita nos iteas7.

[lI) A fim de complementar as informacgdes geradas etapas | e Il, rtarceira etapa
desta pesquisa foram realizados ensaios com ongasizooplancténicos com o objetivo de
determinar o contetdo bioquimico e a taxa de arestio das popula¢des quando expostas ao
meio aquoso e alimento contaminados. Essa etapadependente, uma vez que o baixo
volume e o numero reduzido de animais utilizadostaga Il ndo permitiram que outras
andlises fossem feitas. Ressalta-se que a pastiredaltados gerados na etapa Il, optou-se por
nesta etapa avaliar somente o “pior cenario” e ipelssente o de melhor representacao
ambiental, ou seja, quando 0s organismos zooplaico® estdo expostos simultaneamente ao

meio aquoso contaminado e ao alimento contaminado.
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A concentracdo de cromo utilizada nas 3 etapas gestquisa foi de 0,05 mg-L
concentracdo estabelecida pela Resolugio CONAMA/2863, conforme discutido
anteriormente. Para a contaminacdo da solucdodestensaios desenvolvidos foi utilizada
uma solugéo-estoque de 1000 myde cromo (solugéo padrdo de Cr para absorcao @pmi

marca Merck®).

PARTE |: ENSAIO COM ORGANISMOS FITOPLANCTONICOS

4.1. Cultivo dos organismos-testBseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris

Os exemplares iniciais para o cultivo Flgeudokirchneriella subcapitata e Chlorella
vulgaris foram obtidos das culturas-estoque mantidas neraddrio de Ecotoxicologia e
Ecofisiologia de Organismos Aquaticos do CentrdRdeursos Hidricos e Ecologia Aplicada
(CHREA-USP).

As culturas unialgais de. subcapitata e C. vulgaris foram mantidas em meio de
cultivo L.C. Oligo, conforme metodologia descrita ABNT (2011). A esterilizacdo do meio
de cultivo foi feita em autoclave a 121°C por 20wiws e apds a inoculacdo, que partiu de
uma concentragdo em torno de 1 X t8l.mL*, as culturas foram mantidas com aeracéo

constante, temperatura de 25°C (z 2) e iluminagaé0dO lux.

4.2. Teste de toxicidade corRseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris

Para avaliar os efeitos do cromo em organismogléitectdnicos foram realizados
ensaios ecotoxicolégicos crénicos com os organigesisP. subcapitata e C. vulgaris. Os
testes consistiram na exposicao de célulaB. debcapitata e C. vulgaris na fase exponencial
de crescimento, a uma densidade d2elad cel.mL?, respectivamente, aos tratamentos

controle e contaminado com 0,05 md.de cromo, por um periodo de 96 horas. Essa
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concentracdo do metal foi adicionada ao meio deireylsendo este meio o mesmo utilizado
na manutencao das culturas-estoque (mantidas set@ntoacdo). Para a contaminacédo foi
utilizado um padrédo comercial de cromo (Merck®).tr@tamento controle foi feito em
condicOes normais de crescimento, portanto, segd@adio metal testado.

Os experimentos foram realizados em quadrupliasgasdo frascos de policarbonato
com 2000 mL de capacidade, contendo 1000 mL dg&&olteste. Os frascos foram mantidos
com aeracao constante, temperatura de 25°C (uBjinacado de 4000 lux e fotoperiodo de
16 horas de luz e 8 horas de escuro. Toda a \adeanolvida na manutencédo da alga e nos
testes de toxicidade foi previamente lavada de doaequada e autoclavada a 121°C por 20
minutos, seguindo as recomendacdes da ABNT (2@24)procedimentos de preparo das

solucbes-teste e inoculacéo foram feitos em coedig8sépticas em cabine de fluxo laminar.

4.3. Indicadores estruturais e fisioldgicos das edpies algais

Com o objetivo de verificar os efeitos toxicos dgasicdo ao cromo nas células
algais, foram analisados aspectos estruturais iftheles celular e biomassa seca) e
fisiologicos (pigmentos, contetdo intracelular deot@ina, carboidrato e concentracao

lipidica), conforme descritos nos itens 4.3.1 at4.3

4.3.1. Densidade celular

A densidade celular foi analisada por meio da gmrade células em microscopio
Optico Zeiss, utilizando-se um hemocitdmetro ImpabWeubauer-Bright Line. Aliquotas de
2 mL foram obtidas dos testes de toxicidade apoh@@s de exposicdo. As amostras

destinadas a contagem das células foram fixadasohméo de lugol acético (ABNT, 2011).
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4.3.2. Biomassa seca

A biomassa seca das células algais foi determirmmameio da filtragem de
determinada quantidade de amostra em filtro Whattd@tipo GF/C, com porosidade de
0,45 um, anteriormente incinerado e pesado. Os filtrasnpaeceram por 24 h a 60°C em
uma estufa, e em seguida foram deixados em um adeksepara posterior pesagem. A
biomassa seca foi determinada pela diferenca do ges filtros. Para tanto, as amostras
foram filtradas imediatamente ao encerramento esi®d de toxicidade, ou seja, apos as 96

horas de exposicdo ao tratamento controle e consalmicom cromo (APHA, 1995).

4.3.3. Determinacao de clorofila, feofitina e carotenoides

No final dos testes de toxicidade, aliquotas désc8es-teste foram coletadas para
analise da clorofila, feofitina e carotenoides. As amostras de aguanidiltradas em filtros
de fibra de vidro Whatman do tipo GF/C, com porad& de 0,4mum, em seguida os filtros
foram colocados em envelopes de papel e aconddnsnam frascos escuros, mantidos a
baixa temperatura até 0 momento da extracdo. Aagidr foi realizada segundo o método
descrito em Nusch (1980), em sala escura, atrawéshdque térmico, utilizando-se como
solvente o etanol 80%, aquecido a 75°C. ApoOs aeitr, as amostras continuaram no escuro
por um minimo de 14 horas e em seguida foram fagdgituras em espectrofotdmetro, nos
comprimentos de ondas de 665 nm e 750 nm.

Para a determinacédo da concentracdo de carotenaigeesma amostra foi lida em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de ondas ded88 510 nm. Apds este procedimento
a amostra foi acidificada com HCI 0,4 N e novamédoitéeita a leitura em espectrofotometro
nos comprimentos de ondas de 665 nm e 750 nm pdeteaminacdo da concentragédo de

feofitina.
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A concentracaode clorofila e feofitina foram calculadas segunda a equacawrities

em Lorenzen (1967) e para carotenoides totaisti@ado a equacao de Parsons et al. (1984)

4.3.4. Conteudo intracelular de carboidrato

A determinacdo do conteudo intracelular de carlatiddas células algais foi feita
com fenol e acido sulfarico de acordo com a técdescrita em Liu et. al (1973), utilizando
glicose como padrédo. As amostras para a analisareidrato foram centrifugadas a 3000
rom durante 15 minutos epellet mantido a -20°C até o0 momento da analise. As aasost
foram ressuspendidas com agua destilada e foiomdido solucéo de fenol e acido sulfurico
concentrado, sendo posteriormente centrifugadoO® 30m por 10 minutos. A leitura do

sobrenadante foi feita em espectrofotdmetro no ciongmto de onda de 485 nm.

4.3.5. Conteudo intracelular de proteina

A determinacdo do conteudo intracelular de proteias células algais foi feita de
acordo com o protocolo descrito por Bradford (191ilizando albumina de soro bovino
(BSA) como padrdo. A extracdo do contetdo proticéeito de acordo com Rausch (1981).
As amostras foram centrifugados a 3000 rpm durdbtminutos e @ellet mantido a -20°C
até o momento da andlise.p@let foi ressuspendido com hidréxido de sodio e mangiaio
estufa a 80°C por 40 minutos. Apés este periodorasstras foram resfriadas e centrifugadas
a 3000 rpm durante 15 minutos. Uma aliquota doesatatante foi retirada e entéo adicionado
o reagente de Bradford (0,01% de Comassie bluéy d& etanol e 8,5% de acido fosforico).

A leitura da amostra foi feita em espectrofotometvcomprimento de onda de 595 nm.
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4.3.6. Lipideo

A extracdo de lipideos foi realizada de acordo ararrish (1999), utilizando
cloroférmio e metanol (2:1) como o solvente. As atras foram filtradas em filtros de fibra
de vidro (Whatman do tipo GF/C) previamente incudes (400°C por 12 horas). A todas as
amostras foi adicionado padrao interno (HexadeaudanSigma-Aldrich) antes da extracao.
Para a extracdo foi utilizado ultrassom de ponteifaciclos de 5 minutos cada. As amostras
foram concentradas em evaporador rotativo e gésgeiio ultrapuro, aplicadas em colunas
cromatograficas revestidas com silica-C18 (Chrodwre Slll) e analisadas através de
cromatografia de camada delgada com deteccao piaag@o em chama, utilizando latroscan
TLC-FID MK6S. Para a identificacdo dos picos utlizse curvas de calibracdo obtidas para
nove padrbes lipidicos Sigma-Aldrich (hidrocarbonetlifatico, éster de cera, cetona,
triglicerideo, acidos graxos livres, alcool ali€atilivre, esterol, lipideos polares moveis em
acetona e fosfolipideos).

As condicBes analiticas para o latrscan foram:oflde hidrogénio 173 mL.mi,
fluxo de ar de 2 L.mir e velocidade de leitura de 4 mih.#\ concentracao total de lipideos
em cada amostra foi assumida ser a soma das cayged das diferentes classes lipidicas.
Todos 0s materiais metalicos e de vidro que emtragen contato com as amostras foram
previamente incinerados em mufla a 400°C por 8sh@a materiais de teflon e vidro foram
enxaguados com metanol e cloroformio antes do as® qgduzir a contaminacdo. Todos 0s

reagentes utilizados para a analise bioquimicarfata grau HPLC.

4.4. Analise de metais
No inicio e no final dos testes de toxicidade canalgas, amostras das solu¢des-teste
foram reservadas para determinagdo da concentdgdmromo nas fragcoes dissolvida e

particulada. Foi considerado metal dissolvido gdoaque passou direto em membrana de
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acetato de celulose de Q4&h de porosidade e metal particulado a fracdo aquoel fietida no
filtro (APHA, 1995).

Para a analise de metal dissolvido, as amostrasnfdittradas e entdo acidificadas
para preservacao em acido nitrico (H)N®ara a determinacéo da fracao particulada, apos
filtragem os filtros foram conservados secos e ®ilos a digestdo acida com HNO
concentrado. A concentracdo de metal medida nakaséllgais (que ficaram retidas no filtro)
foi considerada como sendo a concentracdo totatezme nas células (presente na porcéo
intracelular e extracelular). A cada digestdo deosiras foram digeridos 2 filtros para a
determinacao do branco analitico, conforme adapdaddan Loon (1985).

A concentracdo de cromo foi medida utilizando fodeografite em espectrofotdmetro
de absorcéo atbmica. O limite de deteccéao foi 6610ug e o limite de quantificacao foi de

0,002 pg.

PARTE Il: ENSAIOS COM ORGANISMOS ZOOPLANCTONICOS (A SPECTOS

ESTRUTURAIS DAS POPULACOES)

4.5. Cultivo dos organismos-test€eriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii

Os exemplares iniciais para o cultivo @edubia e C. slvestrii foram obtidos das
culturas-estoque mantidas no Laboratério de Ecottogiia e Ecofisiologia de Organismos
Aquaticos do Centro de Recursos Hidricos e Ecoldgiicada (CRHEA-USP). O meio
artificial usado para o cultivo dos animais foi ageconstituida (ABNT, 2010). Os animais
foram mantidos em camara germinativa com temperamstante de 23°C (+ 2), fotoperiodo
de 12 horas e intensidade luminosa de 1000 lux.

Durante o cultivo, foi utilizada como alimento patadubia e C. silvestrii a alga

Pseudokirchneriella subcapitata, em fase exponencial de crescimento, na concéotde 10
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cel.mL? por organismo. Outro alimento administrado fobmposto preparado com fermento
bioldgico seco tipo Fleischmann® e racdo para pékmrmonio®). O alimento composto
foi preparado misturando-se 0,25 g de fermentagiob diluido em 50 mL de agua destilada
em 25 mL do preparado de racdo para peixe e leagsendo utilizado diariamente 1mL.L

deste preparado junto com a suspenséo algal.

4.6. Efeitos da exposicdo ao metal no meio aquosa, dieta e nas condi¢cdes combinadas
(meio aquoso e alimento contaminados) par&eriodaphnia dubia e Ceriodaphnia
silvestrii

Como ja descrito anteriormente, este experimentoefdizado a fim de comparar a
resposta d€. dubia e C. silvestrii quando expostos ao cromo nas seguintes condigEes:
aguoso contaminado com a solucdo metalica, alimeottaminado com metal e a
combinacdo de ambas as situacdes (meio aquosmensd contaminados). Cada um destes
tratamentos esta descrito abaixo, nos itens 4.8.4.3. A Figura 1 representa o delineamento
experimental desta etapa da pesquisa.

A resposta dos organismos zooplanctonicos a esttmmientos foi avaliada pela
sobrevivéncia, reproducdo e taxa de alimentagcéo.takas de consumo de algas pelo
zooplancton foram determinadas subtraindo o narderalgas no inicio com o numero de
algas no final do periodo de 72h, onde ocorreratroaas das solu¢des (meio de ensaio) e de
alimento. As amostras foram fixadas com lugol acéti a contagem celular foi realizada em
hemocitdmetro Neubauer (COUGWLAN, 1969). Para aatados organismos testadds (

dubia e C. silvestrii) e para cada um dos tratamentos foram utilizaBag@icas.
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4.6.1. Exposicao d€eriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii a agua contaminada

Para avaliar os efeitos em organismos zooplana@énguando exposto a agua
contaminada com cromo foram realizados ensaio®xcotogicos cronicos. Nestes ensaios,
o meio de cultivo foi contaminado com 0,05 my.[Para a contaminac&o foi utilizado um
padrdo comercial de cromo (Merck®). Nos testesico@um neonato (entre 6 a 24 horas de
idade) foi colocado em copo plastico atoxico, codte 15 mL do meio de cultivo
contaminado. A cada trés dias, foram efetuadaadrde agua. A duracao do teste foi de sete
a dez dias, periodo necessario para a producéad wiat®ada, sendo registrado o nimero de
neonatos produzidos ao longo do experimento. O®sda@ longevidade foram obtidos
acompanhando-se a mortalidade dos organismos afé@ab do experimento. Alguns
parametros como pH (potencidmetro B374), oxigémedidor de OD YSI), dureza (Hach
DR/2000) e condutividade (condutivimetro 145A) daatestada foram analisadas no inicio
e final dos testes, que foram realizados em terparae 23°C (+ 2) e fotoperiodo de 12
horas (ABNT, 2010). No tratamento controle os oigrans foram expostos a agua de cultivo
sem contaminacdo com cromo. Neste experimento gsnismos zooplanctdnicos foram
alimentados com células de algas®(¢6l.mL* por organismo) e com o composto preparado
com fermento biolégico seco tipo Fleischmann® éwoagara peixe (Vitorménio®). Foram
utilizadas duas espécies de algas como alimemdopsestas espécies as mesmas utilizadas na
fase | desta pesquisa, ou seja, as dhgasdokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris.
Estes ensaios foram realizados separadamente, asglen espécie de zooplancton foi

alimentada confPseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris separadamente.
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4.6.2. Exposicdo de Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii ao alimento
contaminado

Neste experimento 0s organismos zooplanctonicaesfanantidos em meio de cultivo
sem contaminacéo, porém foram alimentados comasttig algas previamente expostas ao
cromo.

Foram utilizadas duas espécies de algas como dbimeendo estas espécies as
mesmas utilizadas na fase | desta pesquisa, ouasegdga$seudokirchneriella subcapitata
e Chlorela wulgaris. O cultivo destas algas foi feito em meio L.C OIli(ABNT, 2011)
contaminado com 0,05 mg'Lde cromo. Apés 96 horas de cultivo algal, a calttoi
centrifugada e o sobrenadante formado foi despoez&l material precipitado foi
ressuspendido em agua reconstituida. Apds estedinoento foram retiradas aliquotas para
analise da concentracédo de cromo retido nas calgass, conforme metodologia descrita no
item 4.7.

As suspensdes algais, utilizadas como alimentanfgoreparadas apos contagem do
namero de células em camara de Neubauer, sob wogios 6ptico. Também foi
administrado como alimento o composto preparado ¢emmento bioldgico seco tipo
Fleischmann® e ragao para peixe (Vitormonio®).

Para verificar os efeitos do alimento contaminadon ccromo nos organismos
zooplanctdnico<C. dubia e C. silvestrii foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos crénicos
(ABNT, 2010). Nos testes, os individuos recém-riscideC. dubia e C. silvestrii foram
expostos a agua reconstituida e alimentados carfasdle algas contaminadas. As condi¢des
de ensaio para este teste foram as mesmas deswitdem anterior. Nos experimentos
controles, as culturas foram mantidas em condigi@@mais de cultivo e, portanto, com

adicdo de alimento sem exposi¢ao prévia ao metal.
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Estes ensaios foram realizados separadamente jagucada espécie de zooplancton

foi alimentada conPseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris separadamente.

4.6.3 Exposicao combinada (dgua e alimento contanaitios)

No experimento de exposicdo combinada foi feiteralinacdo das duas exposicdes
descritas anteriormente (item 4.61 e 4.6.2), owa,sejganismos zooplancténicos foram
expostos a &gua contaminada com cromo na concéatrac0,05 mg.L e foram alimentados
com as diferentes espécies de algas expostas mpentia a 0,05 mg:t de cromo. Nos
experimentos controles, as culturas foram mantasondicdes normais de cultivo e com
adicdo de alimento sem exposicdo prévia ao meta. cdndicbes dos ensaios

ecotoxicoldgicos, conforme ja descrito, foram bdasaxa ABNT (2010).

4.7. Anélise de metais

No final dos experimentos (exposicdo & dgua comiaai; alimento contaminado;
agua e alimento contaminados) os cladéceros forastetaclos e deixados por
aproximadamente 12 horas em agua de cultivo, adéngque fossem eliminadas as células
algais que nao foram assimiladas.

Decorrido esse tempo, os cladéceros foram novancefdeados em agua de cultivo e
coletados por meio de filtragdo com auxilio de utmof de 0,2um de porosidade. Este
procedimento foi feito para avaliar a concentrachd metais retidos nos organismos
zooplanctonicos.

Amostras das solugbes-teste, no final desses imgreps, foram reservadas para
determinacao dos metais dissolvido e particuladetald dissolvidos foram aqueles, de uma
amostra nao acidificada, que passaram direto embna@a de 0,2um de porosidade e os

metais particulados foram considerados aquelesicaram retidos no filtro (APHA, 1995).
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A analise dos metais nas células de algas (queofeecida com alimento) foi
realizada sem lavagem com EDTA, a fim de ndo remosenetais adsorvidos na superficie
da célula. A concentracdo medida de metal nas aldhs algas foi tomada como a
quantidade total de metal acumulada pelas céluassé€ja, metal ligado externamente e
internamente), conforme ja descrito no item 4.4.

Amostras das solucdes-teste, no inicio dos expetwse também foram analisadas
para que a concentracdo nominal do cromo utilizeda contaminar as solucbes-teste fosse
quantificada.

Assim, em cada experimento (e em cada tratameortainf coletadas 6 amostras para
quantificacdo de cromo: amostra da solucdo-tesiaio do experimento; apds 72 horas de
experimento (periodo entre o inicio do experimeat@a 12 troca de meio de cultivo e
alimento); amostra da solucéo-teste da 12 trocas dR2 horas da realizacdo da 12 troca;
amostra da solucao-teste da 22 troca; e na figalizdo experimento.

A concentracdo de cromo foi medida utilizando fodeografite em espectrofotometro

de absorcao atbmica. O limite de deteccéo foi d@lug e o limite de quantificacédo de 0,002

ug.

PARTE lll: ENSAIOS COM ORGANISMOS ZOOPLANCTONICOS ( ASPECTOS
FISIOLOGICOS DAS POPULACOES)

Para uma melhor compreensao dos possiveis efékua®s$ do cromo nas populacdes
e na interacdo tréfica de organismos fitoplanct@ie zooplancténicos, foram realizados
experimentos para avaliar o conteudo fisiolégiamtgina, carboidrato e lipideos) e taxa de
crescimento populacional dos organismos-t€steodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii
expostos a agua contaminada e alimento contamirfadealizacdo deste experimento foi

independente da parte Il desta pesquisa, poisxo balume e o niumero reduzido de animais
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utilizados nos testes ecotoxicolégicos descritoreormente, ndo permitiram que outras
analises fossem feitas.

A principio, nesta etapa seriam utilizadas comanetito para 0s organismos
zooplanctonicos as duas espécies de alfasudokirchneriella subcapitata e Chlorella
vulgaris) utilizadas nas etapas anteriores deste estudémPa partir dos resultados obtidos
na etapa Il, optou-se por utilizar apenas a Blgabcapitata.

Assim, nesta etapa, os organisn@gubia e C. silvestrii foram cultivadas em agua
reconstituida (ABNT, 2010) em erlenmeyer de 2000, rein condi¢cdes laboratoriais
semelhantes as descritas no item 4.5.

Para os ensaios, 4 fémeas com aproximadamenter@6 ¢t idade foram colocadas
em erlenmeyer de 500 mL, contendo 150 mL de meiouitevo. A cada trés dias, foram
efetuadas trocas do meio de cultivo. A duracacedtetfoi de nove dias, periodo necessario
para a producdo da 32 ninhada. Os neonatos nastidamste o experimento foram mantidos
nos recipientes-teste, e a cada troca o volumeeale de cultivo foi aumentado de acordo
com o aumento da populacéo zooplanctonica. Assiemsaio iniciado com 150 mL de meio
de cultivo, foi aumentado para 300 mL na primeiogd e para 500 mL na segunda troca. No
final dos ensaios, os organismos zooplancténic@faoletados com a ajuda de uma malha
de plancton, contados e armazenados para as anidiséogicas. Alguns parametros como
pH (potencibmetro B374), oxigénio (medidor de ODI)YSlureza (Hach DR/2000) e
condutividade (condutivimetro 145A) da agua tesfadam monitorados no inicio e final dos
testes, que foram realizados em temperatura de(232e fotoperiodo de 12 horas.

Nesta etapa apenas dois tratamentos foram testashosratamento controle e outro
onde o0 meio aquoso e o alimento estavam contansnadm cromo. No tratamento
contaminado foi adicionado cromo no meio de cultioconcentracéo de 0,05 mg.k os

organismos zooplanctonicos foram alimentados catgaPseudokirchneriella subcapitata
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previamente exposta a uma concentracdo de 0,0SlmIg.lcromo. No tratamento controle a
agua de cultivo e o alimento estavam em condi¢cOasais de cultivo.

Ressalta-se que cada experimento foi feito sepa@uta com as espécies
Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii. Para cada tratamento de cada um destes
ensaios foram utilizadas 12 réplicas, sendo 3 a&pliusadas na analise de proteinas, 3
réplicas para a analise de carboidratos, 3 parksande lipideos e 3 para o célculo do
crescimento populacional. Estas analises foranmzesks no final dos ensaios, conforme a
metodologia descrita nos itens 4.8.1 a 4.8.4. Aureig2 representa o delineamento

experimental desta etapa da pesquisa.
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Figura 2: Delineamento experimental da etapa Btalpesquisa
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4.8.1 Taxa intrinseca de aumento populacional d€eriodaphnia dubia e Ceriodaphnia
silvestrii

A taxa intrinseca de aumento ou coeficiente inateeu de crescimento populacional
constitui um indice que indica a capacidade ineréet crescimento de uma populacéo. Este
parametro propicia previsdes sobre o tamanho de popalacdo em determinado tempo,
conhecendo-se o tamanho inicial da populacéo ¢oo vd&ara o calculo da taxa intrinseca foi
empregada a formula descrita em Birch (1948):

r=(nN—=InNpy) /t

Onde: r = taxa intrinseca

N; = nimero de individuos no tempo determinado

No = numero inicial de individuos

t = duracdo do experimento

4.8.2. Determinacgéo do conteudo total de proteinas

A determinacdo do conteudo total de proteinas dganesmos zooplancténicds.
dubia e C.silvestrii foi feita de acordo com o protocolo descrito paadord (1976),
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrd extracdo do conteudo proteico foi
feito de acordo com Rausch (1981). Os organismtetacinos no final dos ensaios foram
mantidos a -20°C até o momento da analise. A digdsi feita com hidréxido de sodio em
estufa a 80°C por 40 minutos. Apés este periodorasstras foram resfriadas e centrifugadas
a 3000 rpm durante 15 minutos. Uma aliquota doesw@atante foi retirada e entdo adicionado
o reagente de Bradford (0,01% de Comassie bluég d& etanol e 8,5% de acido fosforico).

A leitura da amostra foi feita em espectrofotometvcomprimento de onda de 595 nm.
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4.8.3. Determinacédo do conteudo total de carboidras

A determinacdo do conteudo total de carboidrat@sadganismos zooplanctonicGs
dubia e C.silvestrii foi feita com fenol e acido sulfurico de acordo cartécnica descrita em
Liu et. al (1973), utilizando glicose como padr#o final dos ensaios, 0s organismos
zooplanctonicos coletados foram mantidos a -20€Coamomento da analise. As amostras
foram ressuspendidas com agua destilada e foi emt#@mwnado solucdo de fenol e acido
sulfurico concentrado, sendo posteriormente cewg@aifio a 3000 rpm por 10 minutos. A

leitura do sobrenadante foi feita em espectrofotémme comprimento de onda de 485 nm.

4.8.4. Lipideo

A extracdo de lipideos foi realizada de acordo ararrish (1999), utilizando
cloroférmio e metanol (2:1) como o solvente. Osaoigmos coletados no final dos ensaios
foram filtrados em filtros de fibra de vidro (Whamdo tipo GF/C) previamente incinerados
(400°C por 12 horas). Para a extracao foi utilizatltassom de ponteira e 2 ciclos de 5
minutos cada. As amostras foram concentradas emord@or rotativo e gas nitrogénio
ultrapuro, aplicadas em colunas cromatograficagstelas com silica-C18 (Chromarods -
Slll) e analisadas através de cromatografia de dardaelgada com detec¢do por ionizagdo em
chama, utilizando latroscan TLC-FID MK6S. Paraentificacdo dos picos utilizou-se curvas
de calibragdo obtidas para nove padrdes lipidiggm&Aldrich (hidrocarboneto alifatico,
éster de cera, cetona, triglicerideo, acidos gréwes, alcool alifatico livre, esterol, lipideos
polares méveis em acetona e fosfolipideos).

As condicBes analiticas para o latrscan foram:oflde hidrogénio 173 mL.mi,
fluxo de ar de 2 L.mir e velocidade de leitura de 4 mih.#\ concentracao total de lipideos
em cada amostra for assumida ser a soma das cagderd das diferentes classes lipidicas.

Todos 0s materiais metalicos e de vidro que emtragen contato com as amostras foram
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previamente incinerados em mufla a 400°C por 8shd@a materiais de teflon e vidro foram
enxaguados com metanol e cloroférmio antes do asa q@duzir a contaminagao. Todos 0s

reagentes utilizados para a analise bioquimicarfala grau HPLC.

4.9. Analise de metais

Como nas etapas anteriores ja haviam sido feitamnakses de metais nas fracdes
dissolvida (meio de cultivo tanto das espéciespliioctonicas como zooplanctdnicas) e
fracdo particulada (presente nas células algais eoomplancton), nesta etapa do trabalho
amostras das solucdes-teste foram analisadas apemnasiicio dos ensaios para a
quantificacdo da concentracdo nominal de cromosdhgdes. A metodologia foi a mesma

descrita nas etapas anteriores, nos itens 4.4 e 4.7

4.10. Destino e tratamento dos residuos gerados

Todos os residuos toxicos produzidos durante dzagdb deste trabalho foram
recolhidos e acondicionados em recipientes aprdpsiaetiquetados e estocados em local
ventilado até serem encaminhados ao laboratériesiduos da Escola de Engenharia de Sao
Carlos e unidade de gestéo de residuos da Unigdssigederal de Sao Carlos, onde recebem

dstino apropriado.

4.11. Analise dos dados

Os resultados dos ensaios com 0s organismos fittiplaicos e zooplancténicos
foram submetidos a andlise de normalidade e honeddpmte. Para verificar a ocorréncia de
diferenca significativa entre os resultados obtidogratamento controle e contaminado com
como, utilizou-se o test t. Esse procedimento dotado para os dados gerados nas etapas | e

[l desta pesquisa. Para a etapa Il, os dados famaatisados pelo teste de comparacdoes
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multiplas de Tukey para verificar se houve difeeelrgtatisticamente significativa entre os
tratamentos. Para a realizacdo dos testes estai$ti utilizado o programa computacional

Toxstat (version 3.3).
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5. RESULTADOS

No sentido de facilitar a analise dos resultad@sfquam obtidos na presente pesquisa,
procurou-se apresenta-los na mesma sequéncia dedaisae métodos, dividindo-os em 3
etapas: efeitos da exposicdo ao cromo em organifitoptancténicos (Etapa 1); efeitos da
exposicdo ao cromo em organismos zooplanctonicggectos estruturais das populacdes
(Etapa 1l) e efeitos da exposicdo ao cromo em sgas zooplanctdnicos: aspectos

fisioldgicos das populacdes (Etapa IlI).

ETAPA |: Ensaios com organismos fitoplanctonicos
Densidade celular, biomassa seca e conteudo biogidm de Pseudokirchneriella

subcapitata e Chlorella vulgaris

Na Figura 3 e Tabelas 2 e 3 estdo representadomnsiddde celular das algas
Pseudokirchneriella subcapitata e Chlorella wvulgaris apdés 96 horas de exposicdo aos
tratamentos controle (C) e contaminado com 0,0%.thde cromo (Cr). Foi possivel observar
um decréscimo na densidade celular de ambas asespé tratamento com cromo, havendo
diferenca estatisticamente significativa entre aate tratamento. Pafa. subcapitata a
densidade celular media no controle foi de 3,9%c#ls.mL* e no tratamento com cromo foi
de 2,4 x 18 cels.mL*, assim a porcentagem de inibicdo do cromo na ctraggio testada
sobre o crescimento desta alga foi de 38%. Baxalgaris a densidade media foi 5,2 x°10
cels.mL* no controle e 3,3 x POcels.ml* no tratamento com cromo, demonstrando que a

presenca do metal provocou 37% de inibicdo no icnesito celular desta alga.
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Figura 3: Densidade celular (cels.Lde Pseudokirchneriella subcapitata (A) e Chlorella vulgaris
(B) ap6s 96 horas de exposicéo ao tratamento der{t) e contaminado com 0,05 mg.te cromo

(Cr).

Os efeitos do cromo sobre a biomassa sec&sdedokirchneriella subcapitata e

Chlorella vulgaris estdo apresentados na Figura 4 e Tabelas 2 @ atdmento com cromo

verificou-se uma diminuicao significativa da bios@aseca da alga subcapitata, uma vez

que no controle a biomassa foi 20 pg’celna presenca do cromo foi de 14 pg-.cBlaraC.

vulgaris ndo foi observada diferenca significativa entretrakamentos, pois no controle a

biomassa foi 51 pg.céle no tratamento com cromo foi 48 pg-cel
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Figura 4: Biomassa seca (pg:etie Pseudokirchneriella subcapitata (A) e Chlorella wvulgaris (B)
ap6s 96 horas de exposicdo ao tratamento con@dlke ¢ontaminado com 0,05 mg.He cromo (Cr).

Nas Figuras 5, 6 e 7 e Tabelas 2 e 3 estdo apadssnds resultados obtidos para

concentracdo de clorofila, feofitina e carotenoides. No tratamento com cramaficou-se
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diminuicdo mais acentuada na concentracao de déoegpara a alg®. subcapitata, uma vez
que no tratamento controle obteve-se 0,10 pg.delclorofila e no tratamento com cromo a
concentracao foi 0,04 pg.celA porcentagem de inibicdo que o metal causouodugao de
clorofila para esta alga foi de 64%. P&avulgaris, ndo foi verificada diferenca entre os
tratamentos, cujos valores foram 0,19 pg-ae controle e 0,18 pg.ceho tratamento com
cromo.

Com relagcédo a concentracdo de feofitina, ambas@éces de algas apresentam um
aumento significativo na concentracdo deste pigmeot tratamento com cromo. Pdpa
subcapitata os valores obtidos foram 0,02 pg:teb controle e 0,08 pg.ceha presenca de
cromo; C. wulgaris apresentou 0,04 pg.ceho controle e 0,07 pg.cklno tratamento com
cromo. A presenca do metal provocou um aumentdB8&ozha concentracdo de feofitina em
P. subcapita e de 83% ent. vulgaris (Figura 6 e Tabelas 2 e 3).

A concentracdo de carotenoides diferiu entre dartrantos e as espécies de algas.
ParaP. subcapitata foi observada uma diminuicdo de carotenoides atartrento com cromo
(0,06 pg.céf em C e 0,02 pg.célem Cr, uma reducdo de 66%), enquanto ganraulgaris
observou-se um aumento na concentracdo deste gmmentratamento com cromo (0,07

pg.cel'em C e 0,12 pg.célem Cr, um aumento de 64%) (Figura 7 e Tabela3)2 e
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Figura 5: Concentracdo de cloroféa(pg.cel’) de Pseudokirchneriella subcapitata (A) e Chlorella
vulgaris (B) apds 96 horas de exposicéo ao tratamentoater(€) e contaminado com 0,05 mg.tle
cromo (Cr).
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Figura 6: Concentracdo de feofitina (pg'getle Pseudokirchneriella subcapitata (A) e Chlorella

wulgaris (B) ap6s 96 horas de exposicdo ao tratamentoater{tt) e contaminado com 0,05 mg.de
cromo (Cr).
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Figura 7: Concentraco de carotenoides (pd).ai Pseudokirchneriella subcapitata (A) e Chlorella

wulgaris (B) ap6s 96 horas de exposicdo ao tratamentoater{tt) e contaminado com 0,05 mg.de
cromo (Cr).

O conteudo intracelular de proteinas e carboidrdess algasPseudokirchneriella
subcapitata e Chlorella vulgaris ap0s o tratamento com cromo estdo apresentadésguaas
8 e 9 e Tabelas 2 e 3. A exposicdo ao cromo causouaumento significativo na
concentracdo de proteinas para ambas as espéciagigaR. subcapitata apresentou 1,8
pg.cel' de proteinas totais no tratamento controle e §,8ep' no tratamento com crom@,

wulgaris apresentou 9,2 pg.celde proteinas no tratamento controle e 20,5 py.cel

presenca de cromo.
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Esta tendéncia de aumento também foi observadacpabaidratos totais, uma vez

queP. subcapitata apresentou 3,7 pg.ceho controle e 4,4 pg.cého tratamento com cromo

e C. wulgaris apresentou 15,5 pg.(’fmo controle e 25,5 pg.c';bho tratamento com cromo.
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Figura 8: Contetdo intracelular de proteinas (pg)cde Pseudokirchneriella subcapitata (A) e
Chlorella vulgaris (B) apos 96 horas de exposicao ao tratamentoater{t) e contaminado com 0,05

mg.L"* de cromo (Cr).

Carboidratos (pg.cel?)

C Cr

Carboidratos (pg.cel?)

30

25

20

15

10

Cr

Figura 9: Conteudo intracelular de carboidratosogid) de Pseudokirchneriella subcapitata (A) e
Chlorella vulgaris (B) apos 96 horas de exposicao ao tratamentoater{tt) e contaminado com 0,05

mg.L™" de cromo (Cr).

Na Figura 10 e Tabelas 2 e 3 estdo apresentadesutados obtidos para lipideos

totais das algaPseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris. Foi possivel observar

gue o tratamento com cromo provocou um aumentomnteddo de lipideos totais em ambas

as espécies. PaRa subcapitata este aumento foi de aproximadamente 95%, uma wexnq

tratamento controle a concentracdo de lipideoddfd,02 pg.cél e no tratamento com cromo
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foi de 0,04 pg.cél. C. wlgaris apresentou 0,07 pg.ceio controle e 0,17 pg.ckha presenca
de cromo, um aumento proximo a 150 vezes.

Com relacdo a composicao lipidica, as classes @i diferiram entre os tratamentos
controle e contaminado com cromo para a agaubcapitata foram os lipideos polares
moveis em acetona (que representou 39% do totdidgpem C e 33% em Cr) e fosfolipideos
(7% em C e 14% em Cr). Pafavulgaris, as classes que mais diferiram entre os tratamento
foram acidos graxos livres (3% em C e 8% em Ccpdilalifatico livre (8% em C e 13% em

Cr) e lipideos polares moveis em acetona (15% een8% em Cr), conforme descrito na

Tabela 1.
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Figura 10: Lipideos totais (pg.c&lde Pseudokirchneriella subcapitata (A) e Chlorella vulgaris (B)
ap6s 96 horas de exposicdo ao tratamento con€pke ¢ontaminado com 0,05 mg.He cromo (Cr).

Tabela 1: Composicao lipidica (%) &seudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris apos 96
horas de exposicdo ao tratamento controle (C) &wonado com 0,05 mgide cromo (Cr).

P. subcapitata C. wulgaris
Classes lipidicas (%) C Cr C Cr
Hidrocarboneto (HC) 4 4 10 9
Ester de cera (WE) 4 4 10 7
Triglicerideo (TG) 24 21 3 3
Acidos graxos livres (FFA) 5 4 3 8
Alcool alifatico livre (ALC) 9 8 8 13
Esterol (ST) 7 11 13 11
Lipideos polares moveis em acetona (AMPL) 39 33 15 8

Fosfolipideos (PL) 7 14 38 41
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Tabela 2: Valores médios de densidade celular, d8em seca e composi¢do bioquimica de
Pseudokirchneriella subcapitata apds 96 horas de exposi¢do ao tratamento contromtaminado
com 0,05 mg.! de cromo. ParAmetros com letras diferentes (a e@epjesentam diferenca
significativa (Teste t; p<0,05)

Parametros Controle Cromo
Densidade celular (xf@els.mL") 3,9 2,8
Biomassa seca (pg.c@! 20° 14°
Clorofila a (pg.ceh) 0,10° 0,04°
Feofitina (pg.cel) 0,02° 0,08
Carotenoides (pg.cél 0,06° 0,02°
Proteinas (pg.ce) 1,8° 3,2°
Carboidratos (pg.cé) 3,7° 4.4°
Lipideos totais (pg.ce) 0,02° 0,04

Tabela 3: Valores médios de densidade celular, d8smseca e composi¢do bioquimicLderella
wulgaris apdés 96 horas de exposi¢ao ao tratamento coetrmdataminado com 0,05 mg-lde cromo.
Parametros com letras diferentes (a e b) represafifarenca significativa (Teste t; p<0,05)

Parametros Controle Cromo

Densidade celular (x@els.mL") 5,1° 3,3°
Biomassa seca (pg.c3l 51° 48°

Clorofila a (pg.cet) 0,19° 0,18
Feofitina (pg.cet) 0,04° 0,07°
Carotenoides (pg.cél 0,07 0,12°
Proteina (pg.cé) 9,2° 20,5
Carboidrato (pg.cé&) 15,5° 25,5°
Lipideos totais (pg.ce) 0,07° 0,17°

Analise de metais

Nas Tabelas 4 e 5 estdo apresentadas as concestoizOGromo das solucdes-teste no
inicio dos ensaios comseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris e apos 96 horas
de exposicao. Foi possivel observar que no tratemwmtrole de ambas as espécies nao foi
detectado cromo nas solucdes-teste, enquanto queatamento que recebeu cromo, as
concentra¢des quantificadas foram bem préoximaséeraracdo nominal de 0,05 mg.L

No inicio do ensaio corR. subcapitata e C. wulgaris, as maiores concentracdes de
cromo foram observadas na fracdo dissolvida, seu@oapos as 96 horas de exposicao as
maiores concentracdes do metal estavam na fragéiouteda, ou seja, retido nas células

algais.
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Tabela 4: Concentracdo de cromo (m.quantificada nas solugdes-teste no inicio dosieasom
Pseudokirchneriella subcapitata e apds 96 horas de exposicdo

Fracao dissolvida Fracao particulada

Inicio do ensaio Tratamento controle 0 0
Tratamento com cromo 0,042 +0,001 0,009 +0,003

Apés 96h Tratamento controle 0 0
Tratamento com cromo 0,006 +0,002 0,046 +0,001

Tabela 5: Concentracdo de cromo (mf.quantificada nas solugdes-teste no inicio dosieasom
Chlordlavulgaris e apds 96 horas de exposicao

Fracdo dissolvida  Fracdo particulada

Inicio do ensaio Tratamento controle 0 0
Tratamento com cromo 0,048 +0,002 0,002 +0,001
ApGS 96h Tratamento controle 0 0
P Tratamento com cromo 0,010 +0,003 0,039 +0,002
ETAPA Il: Ensaios com organismos zooplanctonicos: spectos estruturais das
populacdes

Sobrevivéncia, fecundidade e taxa de alimentacao slensaios de toxicidade crénica com

Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii

Nas Figuras 11 e 13 e Tabelas 6 e 7 estdo repadssnds resultados dos testes de
toxicidade crbénica conCeriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao
tratamento controle (C) e contaminado com cromoaliimento contaminado (AC), meio
aquoso contaminado (MC) e combinacédo de alimenmtei®e aquoso contaminados (AMC),
sendo que como alimento foi utilizada a akgaudokirchneriella subcapitata. Nas Figuras 12
e 14 e Tabelas 8 e 9 estédo os resultados obtidosdguas espécigd dubia e C. silvestrii
foram expostas as mesmas condic¢des, porém alingasntadh a alg&hlorella vulgaris.

Foi possivel observar que ndo houve diferencafgigtiva para a sobrevivéncia @e
dubia e C. silvestrii entre os tratamentos. Portanto, o cromo nas coeslitestadas nao

provocou mortalidade destes organismos (Figuras 1% Tabelas 6 a 9).
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No ensaio conC. dubia (utilizandoP. subcapitata como alimento), a sobrevivéncia
dos organismos zooplanctonicos esteve entre 90984 €onsiderando todos os tratamentos
(C, AC, MC e AMC). Par&. silvestrii, a sobrevivéncia esteve entre 93% e 100%.

Valores semelhantes foram observados garalubia e C. silvestrii utilizando C.
vulgaris como alimento. Nos tratamentos C, AC, MC e AMCphrsvivéncia deC. dubia
esteve entre 90% e 100% eClesilvestrii entre 90% e 100%.

Com relacédo a fecundidade dos organismos zooplano&) em geral verificou-se
que nos tratamentos com meio contaminado (MC)meealio e meio contaminado (AMC)
ocorreu uma diminuicdo no numero de neonatos pradsizor fémea. No tratamento com
alimento contaminado (AC) nao foi verificado difega do tratamento controle e, portanto,
ndo alterou a fecundidade @e dubia e C. silvestrii. Portanto, C = AC; C e A@ MC e
AMC; MC = AMC.

Estes resultados foram observados nos experimeeatigados conC. dubia e C.
silvestrii alimentados cor®. subcapitata. O mesmo ocorreu no experimento cOnsilvestrii
alimentado comC. wulgaris. Somente no experimento cod dubia alimentada conC.
vulgaris ndo foi observada diferenca significativa entretrasamentos (Figuras 11 e 12;

Tabelas 6 a 9).
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Figura 11: Fecundidade (nimero médio de neonatmdupidos) e sobrevivéncia (%) dieriodaphnia dubia (A) e Ceriodaphnia silvestrii (B) quando
expostas ao tratamento controle (C) e contaminadoaromo via alimento contaminado (AC), meio aquosataminado (MC) e combinacéo de alimento e
meio aquoso contaminados (AMC), sendo utilizadaacalimento a alg&seudokirchneriella subcapitata.
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Figura 12: Fecundidade (nimero médio de neonatmdupidos) e sobrevivéncia (%) driodaphnia dubia (C) e Ceriodaphnia silvestrii (D) quando
expostas ao tratamento controle (C) e contaminadoaromo via alimento contaminado (AC), meio aquomataminado (MC) e combinacéo de alimento e
meio aquoso contaminados (AMC), sendo utilizadaacaliimento a alg&hlorella vulgaris.
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Figura 13: Taxa de alimentacdo @eriodaphnia dubia (A) e Ceriodaphnia silvestrii (B) quando expostas ao tratamento controle (Grgaminado com
cromo via alimento contaminado (AC), meio aquosotaminado (MC) e combinacédo de alimento e meio sguontaminados (AMC), sendo utilizada
como alimento a algBseudokirchneriella subcapitata.
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Figura 14: Taxa de alimentacdo @eriodaphnia dubia (C) e Ceriodaphnia silvestrii (D) quando expostas ao tratamento controle (GQregaminado com
cromo via alimento contaminado (AC), meio aquosotaminado (MC) e combinacdo de alimento e meio sguontaminados (AMC), sendo utilizada
como alimento a alg@hlorella vulgaris.
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Tabela 6: Sobrevivéncia, fecundidade (nUmero médioeonatos produzidos) e taxa de alimentagéo
de Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e mwdmé@o com cromo via
alimento contaminado (AC), meio aquoso contamin@d@) e combinacdo de alimento e meio
aquoso contaminados (AMC), sendo utilizada comuoaito a algdPseudokirchneriella subcapitata.
Parametros com letras diferentes (a e b) reprasatifarenca significativa (Tukey; p<0,05)

Tratamentos Sobrevivéncia Fecundidade Taxa de alimentacdo (xf@el.mL™)
(%) 12 troca 22 troca Final

C or 12° 81° 92° 98°

AC 97° 12° 82° 92° 08°

MC 90° 2 75° 87" 971°

AMC 97° 2" 74° 87" 8g’

Tabela 7: Sobrevivéncia, fecundidade (nUmero médioeonatos produzidos) e taxa de alimentagéo
de Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e camaalm com cromo via
alimento contaminado (AC), meio aquoso contamin@d@) e combinacdo de alimento e meio
aquoso contaminados (AMC), sendo utilizada comuoeito a algdPseudokirchneriella subcapitata.
Parametros com letras diferentes (a e b) represatifarenca significativa (Tukey; p<0,05)

Tratamentos Sobrevivéncia Fecundidade Taxa de alimentacdo (xE@el.mL™)

(%) 12 troca 22 troca Final
C 100 12° 92° 08° 08°
AC 100° 12° 92° 9F 99°
MC 93° 7 84° g7° 95°
AMC 100° 7° 85° g7° 95°

Tabela 8: Sobrevivéncia, fecundidade (nUmero médioeonatos produzidos) e taxa de alimentagéo
de Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e mwomé@o com cromo via
alimento contaminado (AC), meio aquoso contamin@d@) e combinacdo de alimento e meio
aquoso contaminados (AMC), sendo utilizada commeaito a algaChlorella vulgaris. Parametros
com letras diferentes (a e b) representam difersiggaficativa (Tukey; p<0,05)

Tratamentos Sobrevivéncia Fecundidade Taxa de alimentacédo (xf@el.mL™)

(%) 12 troca 22 troca Final
C or 19° 76 oF og
AC 90° 19° 75° 99° 99°
MC 93° 20° 76 oF og
AMC 100° 18° 75° oF og

Tabela 9: Sobrevivéncia, fecundidade (nUmero médioeonatos produzidos) e taxa de alimentagéo
de Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e mim&o com cromo via
alimento contaminado (AC), meio aquoso contamin@d@) e combinacdo de alimento e meio
aquoso contaminados (AMC), sendo utilizada commeaito a algaChlorella vulgaris. Parametros
com letras diferentes (a e b) representam difersiggificativa (Tukey; p<0,05)

Tratamentos Sobrevivéncia Fecundidade Taxa de alimentacdo (xf@el.mL™)

(%) 12 troca 22 troca Final
C 97 19° 84° 08° 99°
AC 97° 19° 85° 08° 99°
MC 90° 13 71° 95° og®

AMC 100° 14° 73° 9 og
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Na Figura 13 e Tabelas 6 e 7 estdo representadesutados da taxa de alimentacéo
de Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C)
e contaminado com cromo via alimento contaminad®)(Aneio aquoso contaminado (MC) e
combinacéo de alimento e meio aquoso contaminag&M€), sendo que como alimento foi
utilizada a algaPseudokirchneriella subcapitata. Na Figura 14 e Tabelas 8 e 9 estdo os
resultados obtidos quando as espé€iesiubia e C. silvestrii foram expostas as mesmas
condicOes, porém alimentadas com a &b@rella vulgaris. As amostras para analisar a taxa
de alimentacédo foram coletadas 3 vezes duranteperiexento. Assim a identificacdo “12
troca” corresponde a taxa alimentar do organismaplanctdnico a partir do inicio do
experimento até a realizacdo da primeira troca €@ ohe cultivo e alimento; a identificacéo
“22 troca” corresponde a taxa alimentar entre ae 122 troca de meio e alimento; a
identificacdo “final” corresponde ao periodo erar2* troca e a finalizacdo do experimento.

Para a taxa de alimentacdo dos organismos zoopacas, obteve-se 0 mesmo
padrdo de resposta observado na fecundidade. De gerdl, o tratamento com alimento
contaminado (AC) néo diferiu do tratamento contr@e tratamentos com meio contaminado
(MC) e alimento e meio contaminado (AMC) foram gigativamente diferentes do controle.
Também se observou que o tratamento MC néo ditkritratamento AMC. Portanto, C =
AC; C e AC£MC e AMC; MC = AMC (Figuras 13 e 14; Tabelas 6 a 9).

Foi possivel observar que nos tratamentos C e Ataxa de alimentacdo dos
organismos zooplanctdnicos foi maior, enquanto tnsmentos MC e AMC o consumo
alimentar foi menor. Estes resultados foram obsEwvanos experimentos realizados cGm
dubia e C. silvestrii alimentados cor®. subcapitata. O mesmo ocorreu no experimento com
C. silvestrii alimentado conC. vulgaris. Somente no experimento cdin dubia alimentada
comC. vulgaris néo foi observada diferenca significativa entrérasamentos. Este padréo de

resposta foi observado na “12 troca”, “22 trocdfiral”.
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Analise de metais

Nas Tabelas 10 e 11 estdo apresentados os vaksesodcentracdes de cromo das
solucbes-teste utilizadas nos ensaios de toxicidadaica comCeriodaphnia dubia e
Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e womé@o com
cromo via alimento contaminado (AC), meio aquosotaminado (MC) e combinacéo de
alimento e meio aquoso contaminados (AMC), senaoapmo alimento foi utilizada a alga
Pseudokirchneriella subcapitata. Nas Tabelas 12 e 13 estdo apresentados os desufiara
C. dubia e C. silvestrii quando foram expostas as mesmas condicdes, ptirtem@das com
a algaChlorella vulgaris.

No ensaio con€C. dubia utilizando a algd#. subcapitata como alimento, a quantidade
de cromo na fragéo dissolvida esteve entre 0 €@L* em C; 0,001 e 0,003 mg'lem
AC; 0,017 e 0,045 mgt em MC; e 0,009 e 0,059 mg‘'Lem AMC. Para a fracéo
particulada, os valores estivem entre 0 e 0,016.thgm C; 0,005 e 0,015 mg'Lem AC;
0,007 e 0,036 mg:tem MC; e 0,009 e 0,049 mg'lem AMC, conforme descrito na Tabela
10.

No ensaio comC. silvestrii utilizando a algaP. subcapitata como alimento, a
quantidade de cromo na fracdo dissolvida esteve é®01 e 0,003 mgilem C; 0,001 e
0,002 mg.[* em AC; 0,015 e 0,037 mg'iem MC; e 0,024 e 0,048 mg'lem AMC. Para a
fracdo particulada, os valores estivem entre 0600809 mg.L* em C; 0,007 e 0,024 mg'L
em AC; 0,019 e 0,038 mg'iem MC; e 0,017 e 0,036 mg‘lem AMC, conforme descrito na
Tabela 11.

No ensaio con€. dubia utilizando a alg&. vulgaris como alimento, a quantidade de
cromo na fracdo dissolvida esteve entre 0 e 0,0l hem C; 0,002 e 0,003 mg'lem AC;

0,007 e 0,035 mg:tem MC; e 0,007 e 0,033 mg‘lem AMC. Para a fracéo particulada, os
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valores estivem entre 0,007 e 0,010 ni'gelm C; 0,011 e 0,020 mg?Lem AC; 0,010 e 0,021
mg.L*em MC; e 0,018 e 0,024 mg‘lem AMC, conforme descrito na Tabela 12.

No ensaio con€. silvestrii utilizando a algaC. vulgaris como alimento, a quantidade
de cromo na fracdo dissolvida esteve entre 0,000@2 mg.L* em C; 0,002 e 0,004 mg'L
em AC; 0,011 e 0,037 mg'Lem MC; e 0,009 e 0,053 mg'Lem AMC. Para a fragéo
particulada, os valores estivem entre 0,011 e 0ffg2™* em C; 0,015 e 0,019 mgiLem
AC; 0,015 e 0,037 mg:item MC; e 0,021 e 0,054 mg'lem AMC, conforme descrito na
Tabela 13.

De modo geral, no tratamento C a concentracao a@acesteve em torno de 0,01
mg.L* e em AC a concentracdo méxima foi de 0,02 mg.No tratamento MC a
concentracdo quantificada de cromo esteve bem rped®i concentracdo nominal de 0,05
mg.L* e no tratamento AMC o cromo esteve acima da coraxgid nominal proposta neste
estudo. Isto se deve a adicdo de alimento contamifpaeviamente exposto ao cromo).

Conforme descrito no item 4.6.2, o alimento conteaddo com cromo foi preparado
em 1000 mL de meio LC Oligo (contaminado com 0,@bLim de cromo) e apds o periodo de
96 horas de crescimento, as células algais forantriftjadas e ressuspendidas com
aproximadamente 10 mL de meio de cultivo do zoapéin(meio ASTM). Mesmo apdés este
procedimento, o0 cromo permaneceu absorvido ou @dsoas células algais, uma vez que a
concentracdo de cromo na suspensado alg&. debcapitata utilizada como alimento nos
ensaios foi de 0,05 mgilL(fracdo dissolvida) e 0,64 mg'l(fracdo particulada). No alimento
preparado cor. wulgaris as concentragdes de cromo foram 0,01 mgftacéo dissolvida) e
1,112 mg.[* (fracdo particulada), conforme descrito na Tabkla Ressalta-se que esta
elevada concentracdo de metal se deve ao fato desolmgdo algal preparada em 1000 mL
(de meio LC Oligo contaminado com 0,05 myde cromo) ter sido ressuspendida em 10 mL

de meio ASTM. Quando este alimento foi adicionadsofucdo-teste dos ensaios com
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zooplancton, novamente esta concentracao sofreudumegdo. Portanto, acredita-se que os
valores de cromo das solucdes-teste do tratamelG Aos ensaios cort. dubia e C.
silvestrii estiveram acima da concentracdo nominal propasste restudo em funcéo deste
procedimento. Na Tabela 14 estdo descritas as mtvacées de cromo da suspenséao algal de
P. subcapitata e C. vulgaris oferecidas como alimento para o zooplancton.

Com relacdo a concentracdo de cromo nos organigougdanctonicos, acredita-se
gue o namero de animais utilizados na analisenfificiente para uma quantificacao precisa,
uma vez que ndo houve grande variagcdo na concaotde& cromo entre 0s tratamentos.
Ressalta-se que para a analise de metais, todémaas adultas (vivas) obtidas no final de
experimento foram coletadas e armazenadas juntagreminica amostra. Assim, para cada

tratamento foram utilizadas aproximadamente 30 &me
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Tabela 10: Concentracdo de cromo (my.lquantificada nas solucdes-teste e nos organismos
zooplancténicos utilizados no ensaio de toxiciderdmica comCeriodaphnia dubia quando expostas

ao tratamento controle (C) e contaminado com crei@alimento contaminado (AC), meio aquoso
contaminado (MC) e combinagédo de alimento e meumsq contaminados (AMC), sendo utilizada
como alimento a algBseudokirchneriella subcapitata.

Fracdo dissolvida Fracdo particulada
Tratamento controle (C)
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,000 0,000
Apbs 72h do inicio do experimento 0,002 0,016
Solucéo-teste da 12 troca 0,002 0,004
ApGs 72h da realizagdo da 12 troca 0,002 0,010
Solucao-teste da 22 troca 0,002 0,007
Final do experimento 0,001 0,008
Organismos zooplanctbnicos - 0,016
Tratamento alimento contaminado (AC)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,002 0,006
Apbs 72h do inicio do experimento 0,003 0,015
Solucéo-teste da 12 troca 0,002 0,014
Apbs 72h da realizacdo da 1 troca 0,001 0,015
Solucao-teste da 22 troca 0,001 0,005
Final do experimento 0,003 0,011
Organismos zooplanctbnicos - 0,020
Tratamento meio aguoso contaminado (MC)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,042 0,009
ApGs 72h do inicio do experimento 0,019 0,033
Solucéo-teste da 12 troca 0,043 0,007
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,017 0,036
Solucéo-teste da 22 troca 0,045 0,007
Final do experimento 0,020 0,035
Organismos zooplancténicos - 0,012
Tratamento alimento e meio aquoso contaminados (AMC
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,048 0,010
ApGs 72h do inicio do experimento 0,025 0,039
Solucao-teste da 12 troca 0,059 0,009
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,009 0,049
Solucéo-teste da 22 troca 0,044 0,010
Final do experimento 0,012 0,048

Organismos zooplancténicos - 0,016
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Tabela 11: Concentracdo de cromo (my.lquantificada nas solucdes-teste e nos organismos
zooplancténicos utilizados no ensaio de toxicidad&nica comCeriodaphnia silvestrii quando
expostas ao tratamento controle (C) e contaminadoaomo via alimento contaminado (AC), meio
aquoso contaminado (MC) e combinagao de alimenteei® aquoso contaminados (AMC), sendo
utilizada como alimento a ald@seudokirchneriella subcapitata.

Fracao dissolvida Fracdo particulada
Tratamento controle (C)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,001 0,008
Apbs 72h do inicio do experimento 0,003 0,003
Solucéo-teste da 12 troca 0,001 0,006
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,002 0,007
Solucao-teste da 22 troca 0,001 0,009
Final do experimento 0,003 0,008
Organismos zooplanctbnicos - 0,014
Tratamento alimento contaminado (AC)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,001 0,017
ApGs 72h do inicio do experimento 0,002 0,007
Solucéo-teste da 12 troca 0,001 0,016
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,002 0,014
Solucéo-teste da 22 troca 0,001 0,024
Final do experimento 0,002 0,017
Organismos zooplancténicos - 0,013
Tratamento meio aguoso contaminado (MC)
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,029 0,019
ApGs 72h do inicio do experimento 0,020 0,027
Solucao-teste da 12 troca 0,037 0,020
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,018 0,023
Solucéo-teste da 22 troca 0,030 0,019
Final do experimento 0,015 0,038
Organismos zooplancténicos - 0,016
Tratamento alimento e meio aguoso contaminados (AMC
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,042 0,020
Apbs 72h do inicio do experimento 0,027 0,036
Solucdo-teste da 12 troca 0,048 0,017
ApOs 72h da realizacdo da 12 troca 0,036 0,033
Solucéo-teste da 22 troca 0,041 0,022
Final do experimento 0,024 0,036

Organismos zooplanctbnicos - 0,014
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Tabela 12: Concentracdo de cromo (my.lquantificada nas solucdes-teste e nos organismos
zooplancténicos utilizados no ensaio de toxiciderdmica comCeriodaphnia dubia quando expostas

ao tratamento controle (C) e contaminado com crei@alimento contaminado (AC), meio aquoso
contaminado (MC) e combinagédo de alimento e meumsa contaminados (AMC), sendo utilizada
como alimento a alg@hlorella vulgaris.

Fracao dissolvida Fracdo particulada
Tratamento controle (C)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,001 0,009
Apbs 72h do inicio do experimento 0,001 0,010
Solucéo-teste da 12 troca 0,001 0,008
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,001 0,008
Solucao-teste da 22 troca 0,001 0,007
Final do experimento 0,001 0,008
Organismos zooplanctbnicos - 0,002
Tratamento alimento contaminado (AC)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,003 0,015
ApGs 72h do inicio do experimento 0,002 0,012
Solucéo-teste da 12 troca 0,002 0,020
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,002 0,011
Solucéo-teste da 22 troca 0,002 0,018
Final do experimento 0,002 0,014
Organismos zooplancténicos - 0,002
Tratamento meio aguoso contaminado (MC)
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,035 0,010
ApGs 72h do inicio do experimento 0,006 0,017
Solucao-teste da 12 troca 0,023 0,015
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,007 0,015
Solucéo-teste da 22 troca 0,024 0,016
Final do experimento 0,008 0,021
Organismos zooplancténicos - 0,002
Tratamento alimento e meio aguoso contaminados (AMC
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,022 0,022
Apbs 72h do inicio do experimento 0,007 0,019
Solucdo-teste da 12 troca 0,033 0,024
ApOs 72h da realizacdo da 12 troca 0,008 0,018
Solucéo-teste da 22 troca 0,027 0,020
Final do experimento 0,008 0,020

Organismos zooplanctbnicos - 0,002
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Tabela 13: Concentracdo de cromo (mg.L-1) quaatific nas solucdes-teste e nos organismos
zooplancténicos utilizados no ensaio de toxicidad&nica comCeriodaphnia silvestrii quando
expostas ao tratamento controle (C) e contaminadoaomo via alimento contaminado (AC), meio
aquoso contaminado (MC) e combinagédo de alimenteei® aquoso contaminados (AMC), sendo
utilizada como alimento a alg@zhlorella vulgaris.

Fracao dissolvida Fracdo particulada
Tratamento controle (C)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,002 0,010
Apbs 72h do inicio do experimento 0,002 0,011
Solucéo-teste da 12 troca 0,002 0,013
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,001 0,011
Solucao-teste da 22 troca 0,001 0,011
Final do experimento 0,001 0,011
Organismos zooplanctbnicos - 0,004
Tratamento alimento contaminado (AC)
Solucao-teste do inicio do experimento 0,003 0,017
ApGs 72h do inicio do experimento 0,003 0,015
Solucéo-teste da 12 troca 0,003 0,019
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,002 0,016
Solucéo-teste da 22 troca 0,004 0,018
Final do experimento 0,002 0,016
Organismos zooplancténicos - 0,004
Tratamento meio aguoso contaminado (MC)
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,037 0,015
ApGs 72h do inicio do experimento 0,013 0,019
Solucao-teste da 12 troca 0,026 0,026
Apbs 72h da realizacdo da 12 troca 0,012 0,037
Solucéo-teste da 22 troca 0,028 0,025
Final do experimento 0,011 0,028
Organismos zooplancténicos - 0,003
Tratamento alimento e meio aguoso contaminados (AMC
Solugéo-teste do inicio do experimento 0,037 0,034
Apbs 72h do inicio do experimento 0,010 0,033
Solucdo-teste da 12 troca 0,053 0,021
ApOs 72h da realizacdo da 12 troca 0,009 0,054
Solucéo-teste da 22 troca 0,032 0,036
Final do experimento 0,012 0,036

Organismos zooplanctbnicos - 0,004
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Tabela 14: Concentracdo de cromo (miy.lda suspensdo algal oferecida como alimento nos
tratamentos AC (alimento contaminado) e AMC (alitoez meio contaminado) dos ensaios cronicos
comCeriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii.

Fracdo Fracdo

dissolvida particulada
Suspensao algal de. subcapitata
Suspensao algal no inicio do crescimento (meio LgoD 0,048 0,006
Suspenséo algal apos 96 horas de exposicao (melig®) 0,006 0,044
Suspensao algal ressuspendida em meio ASTM 0,051 6390,
Suspenséo algal d€. vulgaris
Suspenséo algal no inicio do crescimento (meio LoD 0,050 0,002
Suspensao algal apds 96 horas de exposi¢cdo (melligQ) 0,006 0,041
Suspensao algal ressuspendida em meio ASTM 0,010 1121,

PARTE Ill: ENSAIOS COM ORGANISMOS ZOOPLANCTONICOS: ASPECTOS

FISIOLOGICOS DAS POPULACOES

Taxa de aumento populacional e conteudo total de pteinas, carboidratos e lipideos de

Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii

Nas Figuras 15 a 18 e Tabelas 15 a 17 estdo repadss os resultados dos ensaios
fisiolégicos comCeriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii. Nesta etapa apenas dois
tratamentos foram testados: um tratamento conf@)ee outro onde 0 meio aquoso e o
alimento estavam contaminados com cromo (AMC). Natamento contaminado foi
adicionado cromo no meio de cultivo na concentragéo0,05 mg.I' e os organismos
zooplancténicos foram alimentados com a d&gaudokirchneriella subcapitata previamente
exposta a 0,05 mg'.]Lde cromo.

A taxa de aumento populacional (r) @edubia e C. silvestrii quando expostas ao
tratamento C e AMC estdo descritas na Figura 1akel@s 16 e 17. Foi possivel observar
uma reducdo no crescimento populacional de ambespa&gies no tratamento AMC, havendo

diferenca significativa entre controle e tratamesdm contaminante. Pa dubia a taxa de
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aumento populacional no tratamento controle foDd@d e no tratamento AMC foi de 0,30.
ParaC. silvestrii o valor de r em C foi de 0,37 e em AMC foi de 0,26

O conteudo total de proteinas e carboidratosCdelubia e C. silvestrii quando
expostas ao tratamento C e AMC estdo descritagigasas 16 e 17 e Tabelas 16 e 17. O
tratamento AMC causou um aumento significativo oacentracdo de proteinas para ambas
as espécieCeriodaphnia dubia apresentou 0,50 pg.org de proteinas totais nanteaito
controle e 0,99 ug.org no tratamento AMEeyiodaphnia silvestrii apresentou 0,73 pg.org de
proteinas no tratamento C e 1,30 pg.org em AMC.

Com relacdo ao conteudo de carboidratos, as espgeadiebia e C. silvestrii tiveram
respostas diferentes aos tratamentos C e AMC. Raraubia, houve um aumento
significativo no conteudo de carboidratos em AMC5Q0ug.org) quando comparado a C
(0,11 pg.org). Par@. silvestrii ndo foi observada diferenca significativa entréramentos,
uma vez que em C o conteudo de carboidratos fd),d pg.org e em AMC foi de 0,06

pg.org, conforme descrito na Figura 17 e Tabelas 1'B.
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Figura 15: Taxa de aumento populacional (riCddodaphnia dubia (A) e Ceriodaphnia silvestrii (B)
guando expostas ao tratamento controle (C) e aioagdn de alimento e meio aquoso contaminados
com cromo (AMC) sendo utilizada como alimento a#&geudokirchneriella subcapitata.
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Figura 16: Conteudo total de proteinas (pg.orgCeleodaphnia dubia (A) e Ceriodaphnia silvestrii
(B) quando expostas ao tratamento controle (C) eombinacdo de alimento e meio aquoso
contaminados com cromo (AMC) sendo utilizada conlimmemto a algaPseudokirchneriella

subcapitata.
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Figura 17: Conteludo total de carboidratos (ug.atg)Ceriodaphnia dubia (A) e Ceriodaphnia
silvestrii (B) quando expostas ao tratamento controle (Crengbinacdo de alimento e meio aquoso
contaminados com cromo (AMC) sendo utilizada conlimmemto a algaPseudokirchneriella

subcapitata.

Na Figura 18 e Tabelas 16 e 17 estdo descritogsagtados obtidos para lipideos
totais de Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii. Foi possivel observar que o
tratamento AMC provocou um aumento significativocontetdo de lipideos totais em ambas
as espécies. Pafa dubia o conteudo de lipideos no tratamento controlelédb7 ng.org e no
tratamento AMC foi de 103 ng.or@. silvestrii apresentou 164 ng.org em C e 531 ng.org em

AMC.
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Com relacdo a composicao lipidica@edubia, as classes que mais diferiram entre os
tratamentos C e AMC foram alcool alifatico livrauggrepresentou 9% da composicao lipidica
em C e 14% em AMC), esterol (8% em C e 13% em AkI€@)sfolipideos (60% em C e 46%
em AMC). ParaC. slvestrii ndo foi observado grande variacdo na porcentagem d
contribuicdo das classes lipidicas entre os traitoee apenas em fosfolipideos que

representou 83% do total no tratamento C e 86% BI@ Aonforme descrito na Tabela 15.
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Figura 18: Conteudo total de lipideos (ng.org)Qgeiodaphnia dubia (A) e Ceriodaphnia silvestrii
(B) quando expostas ao tratamento controle (C) eorabinacdo de alimento e meio aquoso
contaminados com cromo (AMC) sendo utilizada conlimmemto a algaPseudokirchneriella

subcapitata.

Tabela 15: Composicdao lipidica (%) @eriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii quando expostas
ao tratamento controle (C) e a combinagdo de atmnenmeio aquoso contaminados com cromo
(AMC) sendo utilizada como alimento a alseudokirchneriella subcapitata.

C. dubia C. silvestrii

Classes lipidicas (%) C AMC C AMC
Hidrocarboneto (HC) 5 8 2 2
Ester de cera (WE) 5 7 2 2
Triglicerideo (TG) 5 5 1 1
Acidos graxos livres (FFA) 5 6 2 1
Alcool alifatico livre (ALC) 9 14 7 5
Esterol (ST) 8 13 3 2
Lipideos polares moveis em acetona (AMPL) 1 - -
Fosfolipideos (PL) 60 46 83 86
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Tabela 16: Valores médios da taxa de aumento padpuk e contetdo de proteinas, carboidratos e
lipideos deCeriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e aicagéo de
alimento e meio aquoso contaminados com cromo (ANK)do utilizada como alimento a alga
Pseudokirchneriella subcapitata. Par@metros com letras diferentes (a e b) repi@sediferenca
significativa (Teste t; p<0,05)

Parametros C AMC
Taxa de aumento populacional (r) 0,41 0,30
Conteldo total de proteinas (j1g.org) 4,50 0,99°
Conteldo total de carboidratos (ug.org) 0,11 0,50
Lipideos totais (ng.org) 57° 103"

Tabela 17: Valores médios da taxa de aumento padpuk e contetdo de proteinas, carboidratos e
lipideos deCeriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e dicagio de
alimento e meio aquoso contaminados com cromo (ANK)do utilizada como alimento a alga
Pseudokirchneriella subcapitata. Par@metros com letras diferentes (a e b) repi@sediferenca
significativa (Teste t; p<0,05)

Parametros C AMC
Taxa de aumento populacional (r) 0,37 0,26
Conteudo total de proteinas (jug.org) 6,73 1,30°
Conteldo total de carboidratos (ug.org) 6,05 0,06°
Lipideos totais (ng.org) 164° 531"

Analise de metais

Como nas etapas anteriores deste estudo ja hamarfegas as analises de metais nas
fracOes dissolvida (meio de cultivo tanto das @sgéitoplancténicas como zooplanctonicas)
e particulada (presente nas células algais e ngldaucion), nesta etapa do trabalho amostras
das solucbes-teste foram analisadas apenas no bhdsi ensaios para a quantificacdo da
concentracdo nominal de cromo.

Nas Tabelas 18 e 19 estdo apresentados os vaksesodcentracdes de cromo das
solucbes-teste utilizadas nos ensaios doeniodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii
quando expostas ao tratamento controle (C) e a icagdn de alimento e meio aquoso
contaminados com cromo (AMC), sendo que como alimefoi utilizada a alga
Pseudokirchneriella subcapitata.

As concentracbes de cromo das solucOes-teste feeamelhantes as observadas na

etapa Il desta pesquisa. No ensaio €mdubia a quantidade de cromo na fracdo dissolvida
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do tratamento controle foi 0,001 mg.le na fracdo particulada a concentracédo de cromo
esteve entre 0,008 e 0,011 md.LNo tratamento AMC, a fracdo dissolvida estevireen
0,050 e 0,051 mg:te a fracdo particulada entre 0,014 e 0,018 thgNeste tratamento, a
concentracdo de cromo estava acima da concentragéimal de 0,05 mg:t, novamente
pela adicdo alimento contaminado ao meio aquostaconado.

No ensaio cont. silvestrii, no tratamento C a fracao dissolvida de cromaléo0,002
mg.L? e a fracdo particulada esteve entre 0,008 e Oy@LP*. No tratamento AMC, a fracdo

dissolvida esteve entre 0,050 e 0,060 rifeela fracdo particulada entre 0,010 e 0,013 thg.L

Tabela 18: Concentracdo de cromo (riy.lquantificada nas solucdes-teste do ensaio com
Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e capéo de alimento e meio
aquoso contaminados (AMC), sendo utilizada comueaiiio a alg&seudokirchneriella subcapitata.

Fracdo dissolvida Fracdo particulada

Tratamento controle (C)

Solugéo-teste do inicio do experimento 0,001 0,011
Solucéo-teste da 12 troca 0,001 0,009
Solucao-teste da 22 troca 0,001 0,008
Tratamento alimento e meio aguoso contaminados (AMC

Solugéo-teste do inicio do experimento 0,050 0,014
Solucao-teste da 12 troca 0,051 0,015
Solucdo-teste da 22 troca 0,050 0,018

Tabela 19: Concentracdo de cromo (riy.lquantificada nas solucdes-teste do ensaio com
Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e cwgéo de alimento e meio
aquoso contaminados (AMC), sendo utilizada conmoeaito a alg&seudokirchneriella subcapitata.

Fracao dissolvida Fracdo particulada

Tratamento controle (C)

Solucao-teste do inicio do experimento 0,002 0,008
Solucao-teste da 12 troca 0,002 0,010
Solucéo-teste da 22 troca 0,002 0,012
Tratamento alimento e meio aguoso contaminados (AMC

Solucao-teste do inicio do experimento 0,050 0,010
Solucao-teste da 12 troca 0,060 0,012

Solugéo-teste da 22 troca 0,054 0,013
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6. DISCUSSAO

O cromo é o sétimo metal mais abundante na creststre e ocorre naturalmente nos
diversos compartimentos ambientais. Este metaldielm largamente utilizado na industria
em processos como a galvanoplastia, curtumes, @alonpintura, fabricacdo de pigmentos e
preservacdo de madeira. Estas atividades antr@@icalevado a uma ampla contaminacéao do
meio ambiente (VOLLAND et al., 2012; KOTAS e STASIE, 2000; NACORDA et al.,
2010), tendo como consequéncia a perda da divdesidaologica, 0 aumento da
bioacumulacdo e a ampliacdo de substancias tOrxi@asadeia alimentar (AFKAR et al.,
2010) em ecossistemas terrestres e aquaticos.

Diante da importancia dos metais na contaminac&oedossistemas aquaticos, bem
como a necessidade de melhor entendimento daaghtes desses elementos no ambiente, no
presente estudo avaliou-se a influéncia do cromooeganismos aquaticos e em suas
interacdes troficas por meio de ensaios de toxiedeom organismos fitoplancténicos e
zooplanctonicos.

Os resultados demonstraram efeitos significativas @omo nos organismos
fitoplanctonicos Pseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris. Para ambas as
espécies, as célulasmtadas com cromo foram significativamente difegerdo tratamento
controle nos parametros estruturais e fisiologiaealiados (exceto para biomassa seca e
concentracdo de clorofila de C. wulgaris). Estes dados estdo coerentes com os de outros
autores, os quais relatam o efeito do cromo ncicnesito celular e a atividade fotossintética
de organismos fitoplanctonicos. Wium-Andersen (39pdr exemplo, demonstrou que o Cr
(VI), na concentracdo de 0,3 mg,Lafetou o crescimento das algditzschia palea e
Chlorella pyrenoidosa, enquanto uma concentracdo de 1,0 mgéduziu a fotossintese.

Nacorda et al. (2007) relataram a inibicdo de amemato em Chlorella vulgaris em
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concentracdes de cromo superiores a 0,1 thg.asheen et al. (1989) observaram declinio na
densidade de algas verdes na presenca de cromoneentracbes compreendidas entre 0,25
e 3,0 mg.L*. Volland et al. (2012) relataram que o cromo (emcentracées que variaram de
10 uM a 1 mM) inibiu o desenvolvimento celular ei@sas de divisdo da alddicrasterias.

Rai et al. (2013) observaram reducéo do crescimmaitdar deC. vulgaris em concentracdes
crescente de cromo. Horcsik e Balogh (2002) redatareducdo do crescimento @
pyrenoidosa em funcdo da concentracdo de cromo, assim comchBtta et al. (2003 e
2006b), que também observaram reducdo de cresareamEuglena gracilis em funcédo da
concentracdo de cromo. Para Ali et al. (2006),k@dgao de crescimento em diversas espécies
de algas € comum na fitotoxicidade de metais.

No presente estudo o tratamento com cromo iniltescimento celular das algas
subcapitata e C. vulgaris e provocou reducdo na biomassa secd.dsubcapitata. Com
relacdo aos pigmentos fotossintéticos, verificougge o cromo, nas condicdes testadas,
reduziu a concentracdo de clorofdae carotenoides dB. subcapitata. ParaC. vulgaris a
concentracdo de carotenoides aumentou na preseng@mo. Com relagdo a concentracédo
de feofitina, para ambas as espécies de algasvobse® um aumento deste pigmento no
tratamento contaminado com cromo. Estes resultalodenciam danos na atividade
fotossintética destas algas na presenca do cromo.

Os estudos desenvolvidos por Rodriguez et al. (2@fue avaliaram os efeitos do
cromo na atividade fotossintética da atfdamydomonas reinhardtii, também demonstraram
0 aumento da concentracdo de feofitina na presgmcaomo. Segundo 0s autores, 0 estresse
oxidativo causado por espécies reativas de oxig@R{@S), provocado pela toxicidade de
metais, pode destruir a membrana do tilacéide sazalanos nos pigmentos localizados nesta
membrana, gerando assim uma feofitizacdo da dayalevido & exposicdo ao conteudo

acido do lumen dos tilacéides. Os resultados dderesl mostraram que as células de
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Chlamydomonas tratadas com 1 e 5 mM de cromo podem modular daddotes
cloroplasmaticos e se aclimatar ao estresse oxadatiduzido pelo metal, atenuando ou
eliminando os danos causados a maquinaria fotésiseat Porém, quando a concentracao de
cromo aumenta para 10 mM, a exposicdo ao meta-ggraguda e, sob estas condicdes, os
niveis de ROS formados excedem a capacidade demsis@antioxidante, danificando
compostos celulares. Assim, ha uma reducdo na l@#bspva dos compartimentos
fotossintéticos e feofitinas substituem clorofilas.

Outros trabalhos da literatura com diferentes dsgaos também corroboram com os
nossos resultados. Rai e Mehrotra (2008) verifroagae concentracdes crescentes de Cr (VI)
levaram a uma diminuicdo na biomassa da &twdlantus amarus e ainda induziram uma
degradacdo de pigmentos fotossintéticos, especignwdorofila e carotenoides. Volland et
al. (2012) também observaram que o tratamento comareduziu em até 20% o conteudo
de clorofila deMicrasterias, enquanto Unal et al. (2010) observaram inibigdiossintética na
alga verdeUlva lactuca apds o tratamento com cromo. Hoércsik et al. (20@ftaram
diminuicao da clorofila e b deChlorella pyrenoidosa em fungc&o da concentracdo de cromo.

Para Pinto et al. (2003), a fotossintese € prowasaie 0 processo metabdlico mais
afetado pela toxicidade dos metais. Sela et aB9JlBelacionam a presenca do cromo com a
diminuicdo da absor¢cdo de magnésio e nitrogéni@ $AD componentes essenciais na
molécula de clorofila. Alguns autores (WONG e CHANKS91; CERVANTES et al., 2001;
RAI et al., 1992; ALI et al., 2006; MALLICK e MOHN003; RODRIGUEZ et al., 2007),
como ja discutido anteriormente, em estudos decittede com cromo, tém relacionado
alterac6es na sintese de clorofila com a presemgandestresse oxidativo. Para estes autores
a inibicdo no transporte de elétrons no Fotosseténpor fatores exdgenos, provoca a
formacao de radicais de oxigénio e, consequentenentestresse oxidativo. Como um

mecanismo antioxidante para eliminar estas espgziisas de oxigénio, gerado em resposta
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a toxicidade do cromo, tem sido relatado tanto dughdo quanto a degradacdo da
concentracio de carotenoides (RODRIGUEZ et al.72B@\l et al., 1992; RAI et al., 2004;
HORCSIK et al., 2006).

No presente estudo, foi observado tanto o aumardatg a diminuicdo no contetdo
de carotenoides das espécies algais utilizadas cogamismos-teste. PaPa subcapitata, o
tratamento com cromo reduziu em 66% a concentragdaarotenoides em relacdo ao
tratamento controle, enquanto p&awulgaris a presenca do cromo aumentou em 64% a
concentracdo deste pigmento.

Resultados semelhantes foram relatados por Rail.et(1®92) em ensaios de
toxicidade do cromo utilizando a al@aucocystis nostochinearum. Os autores observaram
um declinio elevado na concentracéo de carotenoidgeesenca do cromo. Nichols et al.
(2000) também observaram reducéao de carotenoideSal@mia minima exposta ao cromo.
Por outro lado, Rai et al. (2013), utilizando commanismo-teste a alg&. vulgaris,
observaram aumento na concentracdo de carotencoteso aumento da concentragdo de
cromo, em concentragcbes que variaram entre 0,010 epdmL®. No entanto, em
concentracdes maiores de cromo foi observado dedécarotenoides. Horcsik et al. (2006)
relataram aumento na concentracdo de carotenoideS. gyrenoidosa em fungdo da
concentracao de cromo.

Carotenoides desempenham o papel de antioxidahtiarce eliminam os radicais
livres, reduzindo o dano celular (CZERPAK et alD20PINTO et al., 2003). Para Kupper et
al. (2002), niveis mais altos de antioxidantesaséindamental para suportar o estresse
oxidativo provocado por uma reduzida capacidade utiBzacdo de energia, como
consequéncia de toxicidade de metais.

Portanto, no presente estudo, alteragdes na coac&atde carotenoides evidenciam

um estresse provocado pelo cromo. O aumento deepardes, como observado el
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vulgaris, pode representar um mecanismo de reparacaocdamke, sendo que a diminuicao
deste pigmento, como observado Bnsubcapitata, pode significar que esta capacidade de
reparacao foi ultrapassada/danificada pelo crorsacaadi¢des testadas.

Os resultados também mostraram que o tratamenta@i@mno levou a um aumento na
concentracdo de proteinas, carboidratos e lipitdetass deP. subcapitata e C. wulgaris.
Resultados semelhantes estdo descritos na literatr trabalhos com cromo e diversos
metais, como em Rocchetta et al. (2006b), que vlasan aumento de proteinas Eoglena
gracilis apdés exposicdo ao cromo. Harish et al. (201ajaedm aumento na concentracao de
proteinas totais em culturas @e vulgaris expostas ao lixiviado de cobre. Haneda et al.
(2014) observaram aumento de proteinas apés aoadigdcobre em meio de cultura
modificado em ensaios com al@asorokiniana. Osman et al. (2004) relataram aumento no
teor de proteinas nas alg&enedesmus obliquus e Nitzschia perminuta em baixas
concentracdes de cobalto e niquel. Einicker-Lamaal.e(1996) observaram aumento de
proteinas emEuglena gracilis exposta ao cadmio, cobre e zinco. Afkar et al.1(20
registraram aumento no teor de proteina€deulgaris quando expostas ao cobre e zinco,
mas também relataram que em concentracbes maiadakvde metais pode ocorrer
decréscimo no conteudo proteico. Resultados senteth&oram encontrados por Chia et al.
(2012) que também observaram aumento de proteinds gulgaris para somente uma das
concentracgdes testadas de caddmio. Osman et a#t)(20Gerem que o acumulo de proteinas
em baixas concentragfes de metais pode ser unfardess através das quais as algas podem
suprimir os seus efeitos toxicos. Para Pinto e{24l03) as células algais podem induzir a
sintese de proteinas como uma alternativa paraemasitmetais fora da célula, sintetizando
proteinas antioxidantes e quelantes (como metakitias e fitoquelatinas).

Com relagdo ao conteudo de carboidratos, Rodriguaiz (2007) também observaram

acumulacéo de carboidratos €nlamydomonas reinhardtii submetida ao cromo, o que para
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0s autores indica o impacto deste metal no metaholicelular. Gorbi e Corradi (1993)
observaram aumento de carboidratosSeamedesmus acutus ap0s exposi¢ao ao cromo, assim
como Rocchetta et al. (2003 e 2006b), que tambéificaeam aumento de carboidratos em
Euglena gracilis apds exposicdo ao cromo. Em estudos realizados ncaonofitas foram
obtidos resultados semelhantes, como em Wilson-Elafidani (1997), que observaram
aumento de carboidratos efmolla caroliniana na presenca de cromo. Nichols et al. (2000)
observaram aumento significativo de carboidratoSati@nia minima na presenca de cromo e
relacionaram este acumulo com menores taxas dercdbsae carbono e reducdo na
respiracdo. Ainda segundo estes autores, a acudoutie carboidratos em células tratadas
com cromo indica o impacto deste metal no metamaoliselular. A diminuicdo da taxa de
utiizacdo do fotossintato, e a consequente acwaala podem ser uma provavel
consequéncia de uma relacdo fonte-dreno alterattaigalmente devido a inibicdo da
fotossintese e processos de divisao celular.

Para Juneja et al. (2013), a quantidade de cartixamo em carboidratos e lipideos é
altamente influenciada por fatores ambientais. 8@guHaneda et al. (2014) o aumento na
concentracdo de carboidratos e lipideos sugerasjwélulas do fitoplancton pode estar em
uma situacdo desfavoravel para o crescimento, sgundoGuschina e Harwood (2006a)
mencionam que 0s poluentes ambientais, incluindtaimesdo conhecidos por afetar o
metabolismo lipidico das algas. No presente estaddém foi observado um aumento na
concentracdo de lipideos totais Blesubcapitata e C. vulgaris quando expostas ao cromo.
Com relagdo a composicdo lipidica, p&asubcapitata os lipideos polares moéveis em
acetona (AMPL) e fosfolipideos (PL) foram as clasgaee mais variaram em relacdo ao
controle. EmC. wulgaris as classes que mais diferiram entre os tratamdatam acidos

graxos livres (FFA), alcool alifatico livre (ALC) AMPL.
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Os lipideos séo os principais componentes de memmabe por conseguinte, sdo vitais
para a sua funcdo (MURATA e SIEGENTHALER, 1998)éml disso, 0 metabolismo dos
lipideos é capaz de se ajustar de forma apropeadeondicdes de estresse ambiental (CHIA
et al. 2013a e 2013b; HU et al. 2008). Na presedecaetais, varios aspectos da bioquimica
lipidica tém sido frequentemente relatados poresdtteracdes, as quais incluem alteracdes
qualitativas e quantitativas (GUSCHINA e HARWOODQBb).

Apesar da resposta fisiologica das algas para snetad depender somente da
especiacdo metalica utilizada, mas também da cbtacéo e duracdo da exposicéo
(McLARNON-RICHES et al., 1998), o aumento de lipideem células algais expostas a
diferentes metais tem sido frequentemente relataditeratura. Einicker-Lamas et al. (1996),
por exemplo, observaram aumento no conteudo ftkebp totais d&uglena gracilis exposta
ao cadmio, sendo que colesterol e fosfolipideoss@mtaram as maiores concentracdes apos o
tratamento com metal, 0 mesmo ocorrendoEergracilis quando exposta ao cobre e zinco
(EINICKER-LAMAS et al., 2002), que novamente obsgam aumento no teor de lipideos.
Souza (2011) observou aumento de lipideos totaisCenwvulgaris exposta ao cobre.
McLarnon-Riches et al. (1998) verificaram aumenéligideos, especialmente oleato, em
Selenastrum capricornutum apdés exposicdo ao cobre, zinco e cadmio. Segundaitores, a
capacidade de algas para modificar o seu metalwlipidico em resposta as mudancas nas
condicbes ambientais € essencial para o seu cessitimee sobrevivéncia. No entanto, essas
adaptacdes muitas vezes séo respostas especHEa@spkcies e raramente sdo aplicaveis a
todos os membros do grupo (MCLARNON-RICHES et1#98).

Rocchetta et al. (2006a) também obtiveram resutadmelhantes aos encontrados no
presente estudo. Os autores observaram aumentonteido de lipideos totais deiglena

gracilis em umas das concentracdes de cromo testadasomelado este aumento como um
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mecanismo de defesa ou reparacdo com o objetivedieir os danos celulares causados
pelo estresse ao cromo.

Com relacéo a composicao lipidica, os resultadgarelsente estudo mostraram que as
classes mais afetadas apos a exposicdo ao croam fipideos relacionados com a clorofila,
como os lipideos polares moveis em acetona. Salpiseo AMPL geralmente esta
relacionado com a clorofila, uma vez que cercaGfé He sua composicédo € constituida por
este pigmento fotossintético (PARRISH e WANGERSKY987, LOMBARDI e
WANGERSKY, 1991). Assim, era esperado que houvdsseuicdo desta fracdo lipidica,
uma vez que houve reducdo na quantidade de chomfppigmentos fotossintéticos apds a
exposicdo ao cromo. Nos ensaios realizados €bnsubcapitata, também se obsevou
alteracdo no conteudo de fosfolipideos, que sapriosipais constituintes de membranas
celulares e possuem funcéo estrutural (BABA e SHVWRA, 2013). Esta alteracdo pode estar
relacionada com a integridade da membrana (WU.e2@D5). Einicker-Lamas et al. (1996)
também observaram alteracfes no conteudo de fosfetis da alg&. gracilis exposta ao
cadmio. Além destes, no ensaio realizado &htorella vulgaris também se observou uma
alteracdo no contetudo de acidos graxos livres. &tz et al. (2006a) obteve resultados
semelhantes em ensaios céngracilis, ao observarem que o cromo afetou os niveis de
acidos graxos, especialmente os relacionados atimidade fotossintética.

Diante dos resultados obtidos no presente estuogereou-se que O cromo, nas
condicdes testadas, afetou o crescimento, a coacéot de pigmentos fotossintéticos e a
composicao bioquimica das algassubcapitata e C. vulgaris. Outra consideracao importante
€ que grande parte do cromo adicionado ao meiaulter& ficou adsorvido ou absorvido
pelas células algais, podendo assim ser incorparadadeia alimentar.

Neste estudo também foram realizados ensaios cobjetivo de verificar os efeitos

do cromo em organismos zooplanctdnicos quando &gasdiferentes vias de exposicao e
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contaminacdo. Para isso foram feitos ensaios eicotogicos crénicos com 0s organismos-
teste Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii, expostos ao cromo nas seguintes
condicBes: meio aquoso contaminado com cromo, atomeontaminado com cromo e a
combinacdo de ambas as situacdes (meio aquosmensd contaminados). Como alimento
foram utilizadas as mesmas espécies algais desaiiteriormentePseudokirchneriella
subcapitata e Chlorella vulgaris.

Os resultados mostraram que o0 cromo, nas condig@stadas, ndo afetou a
sobrevivéncia d€. dubia e C. silvestrii, o que era esperado, uma vez que a concentracéo de
cromo utilizada neste estudo (0,05 mb).lestava abaixo da GEpara estas espécies
conforme descrito na literatura. Rodgher (2005), g@gemplo, encontrou GE 48h de 69
ng.L* de cromo par&. dubia e Masutti (2004) obteve o valor médio desgée 55 pg.L,
mas com valores que variaram entre 28 e 111 i lnabarawy et al. (1986) obtiveram uma
CEso de 195 pg.I! de cromo par&. dubia e Oliveira-Neto (2000) obteve uma &HHe 60
ng.L*! de cromo par€. silvestrii.

Porém, o cromo afetou a fecundidade dos organigomsanctonicos nos tratamentos
com meio contaminado (MC) e alimento e meio contand (AMC), provocando uma
diminuicdo no numero de neonatos produzidos pore&&n®© tratamento com alimento
contaminado (AC) néao diferiu do tratamento contrdlenesma resposta foi obtida ao avaliar
a taxa de alimentacdo dos organismos zooplancgnmms nos tratamentos MC e AMC
houve redugéao do consumo alimentaCddubia e C. silvestrii.

Dessa maneira, no presente estudo, parece queocoanpsdso foi a principal via de
contaminagdo para 0s organismos zooplanctdnicogedamgdo a reproducdo. Rodgher e
Espindola (2008b) obtiveram resultados semelhaate®bservarem efeitos toxicos mais
pronunciados erg. dubia quando exposta ao cromo dissolvido em meio aquasoparado

a exposicdo ao metal via alimentacdo. Para Gulal. 1988) a perda de exuvia e muda
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periodica dos organismos zooplancténicos, como ladoceros, pode levar a uma maior
absorcéo atraves da superficie do corpo de matédidcos em solucdo, o que pode aumentar
a vulnerabilidade destes animais ao metal. Algurtsras (BAUDIN e FRITSCH, 1989;
MILLER et al., 1993; RODGHER e ESPINDOLA, 2008b; RATA et al., 2002) tém
discutido os mecanismos de assimilacédo de difeserdmpostos por organismos aquaticos,
sendo observada diferenca de assimilacdo por wasage dietética, com respostas mais
acentuadas na exposicado aquosa.

Para Handy et al. (2005), a dificuldade na inteégm@o de experimentos com metal
via dieta alimentar surge porque muitos dos prinsifundamentais da ecotoxicologia séo
derivados de estudos de exposicdo pela agua, assipnocessos de exposicdes via dieta
alimentar podem ser diferentes. Para os autorepadses de sensibilidade das espécies
podem ser diferentes na exposicao via agua e eia diimentar. Além disso, @udpoints
experimentais apropriados para exposicdo ao metahgua pode ndo ser pertinente para a
exposicdo via dieta alimentar. A biodisponibilidagleos processos fisicos e quimicos dos
metais nos alimentos e no trato digestivo dos @sgaoss provavelmente também diferem dos
processos que ocorrem na agua, com consequeritesefieie a toxicidade.

Desta forma, no presente estudo, apesar da cormeéoirpor cromo via meio agquoso
parecer refletir maior toxicidade pata dubia e C. silvestrii, os parametros avaliados nesta
etapa da pesquisa podem néo ter sido significatpaya avaliar a toxicidade via dieta
alimentar. Ainda assim é importante ressaltar gsta ®ia de toxicidade ndo deve ser
negligenciada, uma vez que diversos autores (SOF¥RAAl., 2007; GULATI et al., 1988;
TAYLOR et al., 1998; RODGHER e ESPINDOLA, 2008a @8b; MUNGER e HARE,
1997; HOOK e FISHER, 2001; DE SCHAMPHELARE et abp4) mostram que a dieta e a
exposicdo combinada (agua e alimento contaminad@io)texicologicamente relevantes e

podem ser tdo importantes como a exposi¢do a agua.
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Gulati et al. (1988) reforcam esta afirmacédo aeulis que os diferentes grupos do
zooplancton tem uma vulnerabilidade diferente paaasimilacdo de metais via alimentacao,
estabelecendo uma relacdo entre o tamanho da ypartddimentar e assimilacdo do
contaminante. Os Cladocera e Copepoda Calanoidaxemplo, filtram particulas menores
de alimentos, quando comparadas ao alimento de podpeCyclopoida, que recolhem
particulas maiores. As particulas maiores de aliosercom menores taxas de crescimento,
podem assimilar menos metal, assim a entrada deamorantes para Cyclopoida via
alimentacdo pode ser menor em comparacdo com arafigio de Cladocera. A dieta mais
onivora reduz a assimilacgdo de contaminantes c@upam uma dieta de origem
fitoplanctonica, diminuindo assim a vulnerabilidaat® material toxico via alimentacdo. Os
resultados dos autores reforcam a importancia deatale contaminacdo em estudos de
toxicidade e a possibilidade de acumulacéo de mataiongo da cadeia alimentar.

Como no presente estudo nédo foi possivel quantiicaoncentracdo de cromo
adsorvido ou absorvido p@:. dubia e C. silvestrii apds o0s ensaios de toxicidade, ndo poderao
ser feitas afirmac¢des quanto ao risco de acumuld&&oomo por estes organismos.

Outra possivel explicacdo por ndo ter havido difggiena toxicidade nos tratamentos
com alimento contaminado é que a transferénciaaloa@ao longo da cadeia alimentar alga -
dafinideos nédo é eficiente. Gorbi e Corradi (1983%orbi et al. (1996) sugeriram que o
cromo é acumulado por algas em formas quimicasdiggmniveis para 0s organismos de
consumo. Jouany et al. (1982) igualmente ndo oasmrvuma relacéo direta na transferéncia
de cromo em experimentos com magna e C. wulgaris. Rodgher e Espindola (2008b)
também ndo observaram alteragBes na sobrevivérfeieuadidade d€. dubia alimentada
com P. subcapitata previamente exposta a diferentes concentracoesod® (94 a 380 pug.L

1. Alguns autores (NI et al., 2000; BRICELJ et 4094) consideram o cromo inerte quando
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associado ao alimento devido a sua baixa assimilagéalgumas espécies de invertebrados
aquaticos.

Com relacdo aos resultados obtidos para sobreva/éac fecundidade, dados
semelhantes tém sido descritos na literatura. Gkeal@gbashy (2003) obtiveram resultados
analogos comDaphnia magna ao testar concentracdes mais baixas que as usiizad
presente estudo. Os autores observaram que 17 dg.tromo permitiram a sobrevivéncia,
mas afetaram a fecundidadel@emagna. Gorbi et al. (2002) observaram efeitos negatnes
sobrevivéncia e fecundidade Bemagna na concentracéo de 14 ud.te cromo associada a
diferentes condicfes alimentares. Biesinger e @&mges (1972) também observaram reducéo
na reproducéo dB. magna exposta ao cromo, porém em concentracdes ma8eug. ).
Rodgher (2005) observou efeitos significativos earaducdo d€. dubia quando exposta a
concentracéo de 40 pg-de cromo, porém n&o foram observados efeitos nawebncia do
organismo.

Com relagdo a taxa de alimentacéddCdelubia e C. silvestrii, assim como observado
no presente estudo, a reducdo na atividade alimdatarganismos zooplancténicos apds a
exposicdo ao cromo tem sido mencionada por diveagties. Moraitou-Apostolopoulou e
Verriopoulos (1982), por exemplo, observaram pregji@ reducdo na capacidade alimentar
do copepodaicartia claus quando exposto a concentragcdes crescentes de.c@imay e
Habashy (2003) observaram melhor conversdo alimemba crustaceoMacrobrachium
rosenbergii no tratamento controle quando comparado ao tratmno®m cromo. Para outros
metais também tém sido descritos resultados sentetheSofyan et al. (2007) realizaram um
experimento onde avaliaram o efeito da toxicidadecddmio na &gua, no alimento e
exposicdo combinada (dgua e alimento), utiliza@lodubia como organismo-teste. Os
autores obsevaram redugcdo no consumo alimentargamiemo zooplancténico, associando

esta resposta com um possivel “evitamento ao aloheu danos digestivos causados pela
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toxicidade. Taylor et al. (1998) também observacu® a ingestado de células @evulgaris
contaminada com cadmio foi inibida, levando a réduga reproducdo deaphnia magna.

Os autores sugeriram alguns mecanismos que podanligados a diminuicdo do consumo
alimentar, como interferéncia no processo de aliagéo por inibicdo da filtragem ou nos
apéndices toracicos, ou a rejeicdo do alimento pelmal. Outra possibilidade é que as
células algais contaminadas sao recolhidas e gagemormalmente, mas o0 contaminante
interfere na digestao.

Para alguns autores (ALLEN et al., 1995; TAYLORa&t 1998; BAILLIEUL e
BLUST, 1999; MOORE e FOLT, 1993) a reducédo na it@gesle alimentos induzida por
contaminantes pode acarretar consequéncias nakapdes zooplanctbnicas, como reduzida
reproducéo ou vulnerabilidade a predacao, altesagadransparéncia da agua e nas taxas de
regeneracdo de nutrientes e, em ultima analisefagio do tamanho da populacdo de
invertebrados e vertebrados predadores. Jak efl@96) destacaram este problema ao
demonstrar que niveis subletais de contaminanteanmuiente aquatico pode promover a
eutrofizacdo pela inibicdo toxica das taxas deggash de claddceros.

Para Taylor et al. (1998) a reducéo da taxa desaliagdo em consumidores primarios
pode resultar em mudancas profundas na populagéoyez que sobrevivéncia, reproducéo e
0 crescimento da populacéo sédo dependentes ddadganergia nos animais. Para Rodgher
(2005), concentracdes ndo letais de um toxico ptara a alimentacdo de um organismo sao
provaveis de ocasionar consequéncias na historiaddedo individuo (menor crescimento,
fecundidade e longevidade reduzida), sendo que efttos serdo refletidos nas relagbes
com outros organismos que deles dependam.

Baseado nos resultados obtidos no presente estiigmdgsivel observar os efeitos
toxicos do cromo par@. dubia e C. silvestrii. A reducdo da fecundidade e da taxa alimentar

dos organismos pode estar relacionada aos efeitetosd do cromo em células alvos ou
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tecidos responsaveis pela producédo de ovos, ponmae Efeitos indiretos também seriam
esperados, pois a perturbacdo no processo dediiq@oderia ter implicacdes negativas sobre
o crescimento e a fecundidade dos organismos.

Para uma melhor compreensao dos possiveis eféxitos do cromo nas populacdes
e na interacdo trofica de organismos fitoplanci@sie zooplancténicos, ainda no presente
estudo foram realizados experimentos para avaliaordetdo de proteina, carboidrato e
lipideos, bem como a taxa de crescimento populatidos organismos-teseriodaphnia
dubia e Ceriodaphnia silvestrii expostos simultaneamente a agua e alimento camados
com cromo. Ressalta-se que a partir dos resultgei@los na etapa Il, optou-se por nesta
etapa avaliar somente o “pior cenario” e possivate® de melhor representacdo ambiental,
ou seja, quando o0s organismos zooplanctdonicos est@ostos tanto ao meio aquoso
contaminado como ao alimento contaminado (simutaremte).

Conforme ja discutido anteriormente, os ensaiosogamldgicos realizados com as
algasP. subcapitata e C. vulgaris (etapa | desta pesquisa) demonstraram que o Gfetau a
composicao bioquimica destas espécies algais, assinps objetivos da etapa Il foi avaliar
como essas alteragdes refletiiam em seus constasidBegundo Brown e Miller (1992), o
valor nutricional de uma espécie de alga é depdadim diversas caracteristicas, incluindo
forma, tamanho, digestibilidade e toxicidade. Ntapto, o fator primario determinante para
estabelecer a qualidade do alimento transferida par demais niveis troficos da cadeia
alimentar parece ser a composi¢ao bioquimica das.al

Com relagc&o ao zooplancton, estes organismos deséiaam um papel importante nas
cadeias troficas dos ecossistemas aquaticos, lwointio de forma significativa para o fluxo
de matéria e energia dos produtores primarios ga@nsumidores maiores (ABRANTES e
GONGCALVES, 2003). Quando o zooplancton vive em boasdicdes de alimentacéo e

cultivo uma quantidade maior de energia é alocadeeproducdo, enquanto que, quando eles
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estdo em condicdes de estresse, a energia é pimeipte alocada em sobrevivéncia e
manutencado do metabolismo (SANTOS et al., 2006 COEN e JANSSEN, 2003).

Alteracbes nas funcbes bioquimicas e fisiolégicasudh organismo podem ser
tomadas como a primeira indicacdo que mostra doetld perturbacdo ambiental. Estas
alteracOes podem ser utilizadas como indicadopedag e sensiveis ao estresse toxico e pode
ajudar a explicar outras alteracdes observadashradvéncia, crescimento e reproducao de
organismos-teste (GHAZY e HABASHY, 2003).

Os resultados obtidos no presente estudo mostraltenacdes significativas na taxa
de crescimento populacional (r) e no conteudo broguo deC. dubia e C. silvestrii expostas
ao tratamento com agua e alimento contaminados @omo. A reducdo da taxa r era
esperada, uma vez que na etapa anterior deste g&thdvia sido observado diminuicdo na
fecundidade deC. dubia e C. silvestrii quando exposta ao cromo. Wong (1993) também
observou reducdo na taxa de crescimento populdcmds exposicdo ao cromo, utilizando
Moina macrocopa como organismo-teste.

Com relacdo a composi¢do bioquimica, foi observatioaumento significativo no
conteudo de proteinas, carboidratos e lipideo€.dibia e C. silvestrii no tratamento com
agua e alimento contaminados com cromo. Ghazy eastgb(2003) também observaram
aumento de lipideos ed. magna em concentracdes crescentes de cromo, porémraghata
reducdo no conteado de proteinas. De Coen e Jar(883) obtiveram resultados
semelhantes, em experimentos dormmagna exposta ao cromo, ao observarem aumento no
contetdo de carboidratos e proteinas na conceot@ea,056 mg.l: de cromo, porém a
concentragdo de lipideos foi reduzida. Para osreato tratamento com cromo provocou
decréscimo no consumo de energia, sendo uma atpboagdrgética negativa para 0s

organismos.



100

O aumento no conteudo de proteinas € esperadoosmlicGes de estresse toxico
(MOORE e FOLT, 1993). As raz0es para o aumenttada@®molécula na exposi¢cdo aos
metais ndo sao claras, mas possivelmente estacioreddas a dindmica molecular dos
animais, tais como aquelas que envolvem os efdeomducdo de enzimas formadoras de
proteina foram alteradas, provocando assim um aongenal no metabolismo das proteinas
(BIESINGER e CHRISTENSES, 1972). Para Callow (19%)sintese de proteinas de
protecdo pode ser induzida para neutralizar aittade de compostos quimicos. Pook et al.
(2009) relacionam o aumento na producdo de praefoan mecanismos envolvidos na
desintoxicacao e resisténcia ao metal.

No presente estudo, as alteracées no conteudoibimgudeC. dubia e C. silvestrii
podem estar diretamente relacionadas com reducdaxaade crescimento populacional e
com os efeitos toéxicos observados na etapa anteoaro a reducédo da fecundidade e taxa
alimentar. Calow (1991) e Pook et al. (2009) sugerpie 0 estresse tOxico induz troca
metabdlica em um organismo, resultando em efedtwsraos no crescimento e reproducao.

Em geral, a fracé&o lipidica € mobilizada para naateomeostase durante a exposicao
toxica (DE COEN e JANSSEN, 2003). Elendt (1989)esiugque em dafinideos adultos a
parte principal da fracdo lipidica esta envolvidapnoducdo de ovos. Se, devido ao estresse
toxico, ostatus de lipideos de uma fémea é alterado, um mecaniEmmmpensacdo pode
existir entre a sobrevivéncia da mae e o nimead diet descendentes produzidos (DE COEN
e JANSSEN, 1997). Para os autores, essa alteragiodprefletir na dindmica populacional
da espécie. Lynch e Ennis (1983) demonstraram qudtesacao lipidica teve efeitos
duradouros sobre o crescimento, reproducéo e sebneia deD. magna por duas geragoes.

Alguns estudos (GOULDEN e PLACE, 1993; DEIBEL et 8012; CONNELLY et
al., 2012) tém indicado que a maior parte da coigfos lipidica de organismos

zooplanctdnicos consiste em lipideos de armazeramémglicerideo e éster de cera) e
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lipideos estruturais (esterol e fosfolipideos)jarado entre os diferentes grupos taxonémicos.
Para Goulden e Place (1993) grande parte dos dipiéldransferida para os ovarios e depois
para os ovos, sendo utilizados no desenvolvimeaterdbrides. Esta gema pos-embrionaria
provavelmente representa uma importante fonte degenpara os neonatos, que 0s permite
sobreviver num periodo crucial de desenvolvimemfgando o neonato deve encontrar
alimento e iniciar o processo alimentar e digestivo

Assim, no presente estudo, este acumulo de lipidbssrvado no tratamento com
agua e alimento contaminados com cromo, pode disedamente relacionado com a reducao
da fecundidade. Uma vez q@e dubia e C. silvestrii tiveram a reproducao diminuida, esta
alocacéao de lipideos para ovos e embrides podedi@idiminuida, causando um acumulo de
lipideos nos organismos.

Outro fator relacionado com este aumento na coragiu de lipideos no tratamento
com agua e alimento contaminados com cromo €é aa dimentar do organismo
zooplanctdnico, pois é reconhecido que grande pasgdipideos do zooplancton é oriunda do
alimento ingerido (GOULDEN e PLACE, 1900 e 1993;kDVA et al., 1998).

Para Goulden e Place (1993) pelo menos 98% dmkedip presentes em dafinideos
sdo derivados da dieta alimentar e apenas 2% pidedis acumulados séo sintetizados pelo
organismo. Assim, no presente estudo, apesar dalteobservado reducgéo da taxa alimentar
de C. dubia e C. silvestrii no tratamento com cromo, também foi verificado qualgaP.
subcapitata, utilizada como alimento, acumulou lipideos apsosgicdo ao cromo (conforme
descrito na etapa | deste estudo). Assim, esterncaitteido de lipideos nos organismos
zooplancténicos pode estar relacionado com a iaget células algais com maior conteudo
de lipideos, quando comparado ao tratamento centyole recebeu alimento sem exposicéo

previa ao metal e, portanto, com menor concentrdedipideos.
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Os resultados do presente estudo permitiram avaliaoxicidade do cromo em
organismos fitoplanctbnicos e zooplanctonicos e c@w relacdes entre estas populacdes
poderiam ser alteradas na presenca do contaminBoiepossivel observar inibicdo do
crescimento e alteracdes na concentracdo de pigmdotossintéticos nos organismos
fitoplanctonicos e reducdo da fecundidade e dacicnemto populacional, além de alteracbes
na taxa alimentar dos organismos zooplanctbénicosacmulo de biomoléculas pd?.
subcapitata e C. vulgaris e porC. dubia e C. silvestrii nos tratamentos contaminados com
cromo evidenciaram uma alocacao de energia negjagismos, que pode estar diretamente
relacionado com os efeitos toxicos ja descritospa@aoeducdo de crescimento nas algas e
reducdo da fecundidade no zooplancton. Essas @@egaobservadas também podem estar
relacionadas com um mecanismo de sobrevivénciaaraicoes de estresse provocadas pelo
cromo.

Verificou-se, ainda, que grande parte do cromoiaadicio ao meio de cultura ficou
adsorvido ou absorvido nas células algais, masfoidpossivel avaliar se este acumulo de
metais nas células algais refletem efeitos tOxinoszooplancton. Talvez oendpoints
utilizados neste estudo nédo tenham sido represm¥atpara avaliar os efeitos da
contaminagdo por cromo, via deita alimentar, emamsmos zooplanctonicos, ou ainda a
forma quimica do cromo quando ingerido pelo zoaglm possa ser inerte para este

organismo.
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8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitemuwogcie:

1) Nos ensaios ecotoxicologicos realizados com as &ggudokirchneriella subcapitata e
Chlorella wulgaris, verificou-se inibicdo do crescimento celular aebas as espécies e
reducdo na biomassa secaPdeubcapitata na presenga do cromo;

2) O cromo, nas condi¢cdes testadas, reduziu a coacénotrde clorofilaa da algaP.
subcapitata, promoveu um aumento no conteudo de feofitinaPdsubcapitata e C.
vulgaris, e causou alteracdes na concentracdo de carotsnd@ ambas as espécies.
Além disso, verificou-se um estresse bioquimico ambas as espécies, gerando um
aumento na concentracdo de proteinas, carboidraipisleos totais.

3) Com relacdo a composicao lipidica, as classes afetiddas, ap0s a exposi¢do ao cromo,
foram os lipideos relacionados com a clorofila enca integridade das membranas
celulares, como os lipideos polares moéveis em aaetimsfolipideos e acidos graxos
livres.

4) Nos ensaios ecotoxicolégicos realizados com o0s n@ges zooplanctbnicos
Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii ndo se verificou alteragéo na sobrevivéncia
das espécies nos diferentes tratamentos com cidm@ntanto, nos tratamentos com
meio aquoso contaminado com cromo e exposicdo camdi(meio aquoso e alimento
contaminados com cromo) houve reducéo na fecunelided. dubia e C. silvestrii e
diminuicdo da taxa alimentar destes organismos.

5) O tratamento somente com alimento contaminado coma nao diferiu do tratamento
controle, enquanto que o tratamento de exposicaicada (meio aquoso e alimento

contaminados com cromo) foi estatisticamente ig@gltratamento com meio aquoso
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contaminado. Dessa maneira, parece que 0 meio @gnas condi¢cdes testadas, foi a
principal via de contaminacdo para 0s organismoplaactonicos.

A reducdo da fecundidade e da taxa alimentaCddubia e C. silvetrii podem estar
relacionada aos efeitos diretos do cromo em céluatecidos alvos. Efeitos indiretos
também seriam esperados, pois a perturbacdo nessmale filtracdo poderia ter
implicacdes negativas sobre o crescimento e a fedade dos organismos.

Nos ensaios ecotoxicoldgicos para avaliar o efoteromo no conteddo bioquimico e na
taxa de crescimento populacional @e dubia e C. silvetrii, verificou-se reducdo no
crescimento populacional e aumento de proteingsdetbs totais em ambas as espécies
quando estas foram submetidas ao tratamento com églimento contaminados com
cromo. O acumulo de biomoléculas, provocado pelvegse toxico, pode estar
relacionado com mecanismos de resisténcia e comp@Ems dos organismos
zooplanctdnicos ou ainda diretamente relacionado eoreducédo da fecundidade e
crescimento populacional.

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se queomasrnas condigcdes testadas, foi
toxico tanto paras as espécies fitoplanctonicasocaaoplanctonicas, podendo causar

alteracdes nas cadeias troficas dos ecossisterascag.
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ANEXO

Tabela 1: Teste de significancia da diferenca erdse médias da densidade celular de
Pseudokirchneriella subcapitata apdés 96h de exposicdo ao tratamento controle ®rmimado com
0,05 mg.L* de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT) 3.

File: Densidadé. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP2 (CROMO) MEAN = 2436666.6667 DEGREESKREEDOM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = 1483333.3333

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 2: Teste de significancia da diferenca eagremédias da densidade celular Gléorella
vulgaris ap6s 96h de exposicéo ao tratamento controle gmamado com 0,05 mgilde cromo.
(Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: DensidadeC. vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN =516666.6667 CALCULATEIVALUE = 6.3728
GRP2 (CROMO) MEAN = 326666.6667 DEGREES OFEEROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = 190000.0000

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 3: Teste de significancia da diferenca exgrmédias da biomassa sec#@skidokirchneriella
subcapitata ap6s 96h de exposicéo ao tratamento controle armarado com 0,05 mgiide cromo.
(Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Biomass&. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 20.3333 CALCULATED/ALUE = 4.8107
GRP2 (CROMO) MEAN = 14.3333 DEGREES OFEEHROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = 6.0000

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 4: Teste de significAncia da diferenca esdrenédias da biomassa secaCthorella vulgaris
ap6s 96h de exposicdo ao tratamento controle emamdo com 0,05 mglde cromo. (Tabela
gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: BiomassaC.vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 50.6667 CALCULATED/ALUE = 0.6138
GRP2 (CROMO) MEAN = 47.6667 DEGREES OFEHHROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = 3.0000

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776 NO signitinit difference at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604 NO signigat difference at alpha=0.01
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Tabela 5: Teste de significancia da diferenca emsrenédias da clorofila de Pseudokirchneriella
subcapitata ap6s 96h de exposicéo ao tratamento controle amarado com 0,05 mgiide cromo.
(Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Clorofila P. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.1100 CALCULATEDMALUE = 6.1017
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.0367 DEGREES OFHEROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = 0.0733

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 6: Teste de significancia da diferenca eagrmédias da clorofilade Chlorella vulgaris ap6s
96h de exposicdo ao tratamento controle e contalminam 0,05 mg.t de cromo. (Tabela gerada
pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: ClorofilaC. wulgaris Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.1967 CALCULATEDMALUE = 1.2403
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.1633 DEGREES OFHEROM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = 0.0333

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604 NO signiinit difference at alpha=0.01
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Tabela 7: Teste de significancia da diferenca eaemédias da concentracdo de feofitiea
Pseudokirchneriella subcapitata apds 96h de exposicdo ao tratamento controle ®rmimado com
0,05 mg.L* de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT) 3.

File: FeofitinaP. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.0213 CALCULATEDMALUE = -57.5535
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.0820 DEGREES OFHEH®ROM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -0.0607

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 8: Teste de significancia da diferenca exgmmédias da concentragdo de feofitie&hlorella
wulgaris ap6s 96h de exposicéo ao tratamento controle smimado com 0,05 mgilde cromo.
(Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: FeofitinaC. vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP2 (CROMO) MEAN = 0.0667 DEGREES OFHEH®ROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -0.0333

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 9: Teste de significancia da diferenca easrenédias da concentragdo de carotendale
Pseudokirchneriella subcapitata apdés 96h de exposicdo ao tratamento controle grmimado com
0,05 mg.L* de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT) 3.

File: Carotenoid®. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.0575 CALCULATED/ALUE = 5.0000
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.0200 DEGREES OFHE®ROM = 6
DIFFERENCE IN MEANS = 0.0375

TABLE t VALUE (0.05 (2), 6) = 2.447** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 6) = 3.707** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 10: Teste de significancia da diferencaeeatr médias da concentracdo de caroteruéde
Chlorella vulgaris ap6s 96h de exposicdo ao tratamento controle @mimado com 0,05 mgide
cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Carotenoide€C. vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.0667 CALCULATED/MALUE = -6.0104
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.1233 DEGREES OFHEROM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -0.0567

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 11: Teste de significancia da diferencaeesdrmédias do conteudo intracelular de proteina de
Pseudokirchneriella subcapitata apds 96h de exposicdo ao tratamento controle grmimado com
0,05 mg.L* de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT) 3.

File: Proteind. subcapitata  Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (CONTROLE) MEAN = 1.7333 CALCULATEDMALUE = -6.1812
GRP2 (CROMO) MEAN = 3.2333 DEGREES OFHEH®ROM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -1.5000

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 12: Teste de significancia da diferencaeesdrmédias do conteudo intracelular de proteina de
Chlorella vulgaris ap6s 96h de exposicéo ao tratamento controle ammamado com 0,05 mgide
cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: ProteinaC. vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 8.5667 CALCULATEDMALUE = -7.1753
GRP2 (CROMO) MEAN = 21.1000 DEGREES OFHEHROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -12.5333

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 13: Teste de significancia da diferengaeesdrmédias do conteudo intracelular de carboidrato
de Pseudokirchneriella subcapitata apds 96h de exposi¢cao ao tratamento controle tarmomado com
0,05 mg.L* de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT) 3.

File: Carboidratd®. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP2 (CROMO) MEAN = 44333 DEGREES OFHEH®ROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -0.8000

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 14: Teste de significancia da diferencaeegdrmédias do conteudo intracelular de carboidrato
de Chlorella vulgaris apds 96h de exposicéo ao tratamento controle aramado com 0,05 mgL
de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4

File: CarboidrataC. vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 15.0000 CALCULATED/ALUE = -11.5953
GRP2 (CROMO) MEAN = 255000 DEGREES OFEHROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -10.5000

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 15: Teste de significAncia da diferenca eenis médias de lipideos totais de
Pseudokirchneriella subcapitata apdés 96h de exposicdo ao tratamento controle grmimado com
0,05 mg.L* de cromo. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT) 3.

File: LipideoP. subcapitata Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.0213 CALCULATEDMALUE = -42.4264
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.0413 DEGREES OFHEH®ROM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -0.0200

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 16: Teste de significAncia da diferencaeesgrmédias de lipideos totaisClgorella vulgaris
ap6s 96h de exposicdo ao tratamento controle emamdo com 0,05 mglde cromo. (Tabela
gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: LipideoC. vulgaris Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (CONTROLE) MEAN = 0.0663 CALCULATEDMALUE = -210.0107
GRP2 (CROMO) MEAN = 0.1653 DEGREES OFHEROM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -0.0990

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 17: Teste de Fisher utilizado para a vegfo da diferenca significativa da sobrevivéncia de
Ceriodaphnia dubia expostas ao tratamento controle (C) e contaminate cromo via alimento
contaminado (AC), meio aquoso contaminado (MC) mbinacdo de alimento e meio aquoso
contaminados (AMC), sendo utilizada como alimen#dgaPseudokirchneriella subcapitata. (Tabela
gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESTS

NUMBER NUMBER SIG

GROUP IDENTIFICATION EXPOSED DEAD (P=.05)
C 30 3
1 AC 30 1
2 MC 30 3
3 AMC 30 1

NO SIGNIFICANT DIFFERENCE

Tabela 18: Teste de Fisher utilizado para a vegfio da diferenca significativa da sobrevivéncia de
Ceriodaphnia silvestrii expostas ao tratamento controle (C) e contaminado @omo via alimento
contaminado (AC), meio aquoso contaminado (MC) ebipacdo de alimento e meio aquoso
contaminados (AMC), sendo utilizada como alimengdgaPseudokirchneriella subcapitata. (Tabela
gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESTS

NUMBER NUMBER SIG

GROUP IDENTIFICATION EXPOSED DEAD (P=.05)
C 30 0
1 AC 30 0
2 MC 30 2
3 AMC 30 0

NO SIGNIFICANT DIFFERENCE
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Tabela 19: Teste de Fisher utilizado para a vegfo da diferenca significativa da sobrevivéncia de
Ceriodaphnia dubia expostas ao tratamento controle (C) e contaminate cromo via alimento
contaminado (AC), meio aquoso contaminado (MC) mbinacdo de alimento e meio aquoso
contaminados (AMC), sendo utilizada como alimentgaChlorella vulgaris. (Tabela gerada pelo
programa TOXSTAT 3.4.)

SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESTS

NUMBER NUMBER SIG

GROUP IDENTIFICATION EXPOSED DEAD (P=.05)
C 30 3
1 AC 30 3
2 MC 30 2
3 AMC 30 0

NO SIGNIFICANT DIFFERENCE

Tabela 20: Teste de Fisher utilizado para a vegfio da diferenca significativa da sobrevivéncia de
Ceriodaphnia silvestrii expostas ao tratamento controle (C) e contaminado @omo via alimento
contaminado (AC), meio aquoso contaminado (MC) ebinacdo de alimento e meio aquoso
contaminados (AMC), sendo utilizada como aliment@gaChlorella vulgaris. (Tabela gerada pelo
programa TOXSTAT 3.4.)

SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESTS

NUMBER NUMBER SIG

GROUP IDENTIFICATION EXPOSED HAD (P=.05)
C 30 1
1 AC 30 1
2 MC 30 3
3 AMC 30 0

NO SIGNIFICANT DIFFERENCE
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Tabela 21: Teste de comparagfes multiplas utilizztta a verificagdo da diferenga significativa na
fecundidade (nimero de neonatos produzidog)ediedaphnia dubia expostas ao tratamento controle
(C) e contaminado com cromo via alimento contaman@slC), meio aquoso contaminado (MC) e
combinacgdo de alimento e meio aquoso contamina®ld€’), sendo utilizada como alimento a alga
Pseudokirchneriella subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Fecundidad€. dubia Transform: NO TRANSFORM
TUKEY method of multiple compams

GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4312
4 AMC 2.100 2.100 \
3 MC 2.367 2.367 .\
1 C 12.000 12.000 **\
2 AC 12.067 12.067 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigsificant difference

Tukey value (4,116) = 3.74 s 4272

Tabela 22: Teste de comparacdes multiplas utilizzada a verificacdo da diferenca significativa na
fecundidade (numero de neonatos produzidos)Celeodaphnia silvestrii expostas ao tratamento
controle (C) e contaminado com cromo via alimerdgaotaminado (AC), meio aquoso contaminado
(MC) e combinacédo de alimento e meio aquoso contzahois (AMC), sendo utilizada como alimento
a algaPseudokirchneriella subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Fecundidad€. silvestrii Transform: NO TRANSFORMATION
TUKEY method of multiple companis
GROUP
RANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4312
4 AMC 6.500 6.500 \
3 MC 6.600 6.600 .\
1 C 12.033 12.033 **\
2 AC 11.700 11.700 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigsificant difference

Tukey value (4,116) = 3.74 $2.982
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Tabela 23: Teste de comparagfes multiplas utilizzatta a verificagdo da diferenga significativa na
fecundidade (niumero de neonatos produzidog)ediedaphnia dubia expostas ao tratamento controle
(C) e contaminado com cromo via alimento contaman@slC), meio aquoso contaminado (MC) e
combinacgdo de alimento e meio aquoso contamina®ld€’), sendo utilizada como alimento a alga
Chlordlavulgaris. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Fecundidad€. dubia Transform: NO TRANSFORMATION

TUKEY method of multiple compams

GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4123
4 AMC 18.167 18.167 \
1 C 18.533 18.533 .\
2 AC 18.633 18.633 ..\
3 MC 19.767 19.767 ...\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference

Tukey value (4,116) = 3.74 s 4.226

Tabela 24: Teste de comparacdes multiplas utilizzada a verificacdo da diferenca significativa na
fecundidade (numero de neonatos produzidos)Cetéodaphnia silvestrii expostas ao tratamento
controle (C) e contaminado com cromo via alimerdgaotaminado (AC), meio aquoso contaminado
(MC) e combinacdo de alimento e meio aquoso contzhois (AMC), sendo utilizada como alimento
a algaChlorella vulgaris. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Fecundidad€. silvestrii Transform: NO TRANSFORMKON
TUKEY method of multiple compams
GBP
TRAFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3421
3 MC 500 12.500 \
4 AMC 14726 14.267 .\
2 AC .683 18.633 **\
1 C 9.167 19.167 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigsificant difference

Tukey value (4,116) = 3.74 $8.763
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Tabela 25: Teste de comparagfes multiplas utilizztta a verificagdo da diferenga significativa na
taxa de alimentacao (12 troca, 22 troca e finalf@edaphnia dubia expostas ao tratamento controle
(C) e contaminado com cromo via alimento contaman@slC), meio aquoso contaminado (MC) e
combinacgdo de alimento e meio aquoso contamina®d€’), sendo utilizada como alimento a alga
Pseudokirchneriella subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: 12 TROCA Transform: NO TRANSFORMATION
TUKEY method of multiple compams

GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4312
4 AMC 785/ 73.667 \
3 MC .333 75.333 .\
1 C 80.667 80.667 * .\
2 AC 2.800 82.000 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = niggificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s=79R
File: 22 TROCA Transform: NO TRANSFMR
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4321
4 AMC 86.500 86.500 \
3 MC 86.667 86.667 .\
2 AC 91.900 91.900 **\
1 C 92.333 92.333 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s=124
File: FINAL Transform: NO TRANSFORM
TUKEY method of multiple companis
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4321
4 AMC 88.333 88.333 \
3 MC 90.500 90.500 .\
2 AC 97.980 97.980 **\
1 C 98.060 98.060 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference

Tukey value (4,8) = 4.53 S = 69R
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Tabela 26: Teste de comparagfes multiplas utilizzatta a verificagdo da diferenga significativa na
taxa de alimentacdo (12 troca, 22 troca e finalCdeodaphnia silvestrii expostas ao tratamento
controle (C) e contaminado com cromo via alimerdgaotaminado (AC), meio aquoso contaminado
(MC) e combinacédo de alimento e meio aquoso contzhois (AMC), sendo utilizada como alimento
a algaPseudokirchneriella subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: 12 TROCA Transform: NO TRANSFORM
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3412
3 MC .8ao 84.000 \
4 AMC 86M 85.000 .\
1 C 92.333 92.333 **\
2 AC .923 92.333 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigsificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s =64l
File: 22 TROCA Transform: NRANSFORM
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3412
3 MC 97.423 97.423 \
4 AMC 8720 97.440 .\
1 C 98.447 98.447 **\
2 AC 98.673 98.673 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s =08T.
File: FINAL Transform: NO TRANSFORM
TUKEY method of multiple companis
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3412
3 MC 94.500 94.500 \
4 AMC 4.900 94.500 .\
1 C 98.310 98.310 **\
2 AC 98.847 98.847 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference

Tukey value (4,8) = 4.53 s =258
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Tabela 27: Teste de comparagfes multiplas utilizztta a verificagdo da diferenga significativa na
taxa de alimentacao (12 troca, 22 troca e finalf@edaphnia dubia expostas ao tratamento controle
(C) e contaminado com cromo via alimento contaman@slC), meio aquoso contaminado (MC) e
combinacgdo de alimento e meio aquoso contamina®d€’), sendo utilizada como alimento a alga
Chlordla vulgaris. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: 12 TROCA Transform: NO TRANSR®
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 2431
2 AC 75.000 75.000 \
4 AMC 75.333 75.333 .\
3 MC 75.667 75.667 ..\
1 C 76.333 76.333 ...\
* = gignificant difference (p=0.05) . = niggificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s = 7bD
File: 22 TROCA Transform: NO TRANSFMR
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 1234
1 C 98.553 98.553 \
2 AC 8.900 98.700 .\
3 MC .880 98.730 ..\
4 AMC 9877 98.737 ...\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigsificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s=09®
File: FINAL  Transform: NO TRANSFORM
TUKEY method of multiple companis
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3412
3 MC 98.380 98.380 \
4 AMC 98.450 98.450 .\
1 C 98.493 98.493 ..\
2 AC 98.537 98.537 ...\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference

Tukey value (4,8) = 4.53 s =110
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Tabela 28: Teste de comparagfes multiplas utilizzatta a verificagdo da diferenga significativa na
taxa de alimentacdo (12 troca, 22 troca e finalCdeodaphnia silvestrii expostas ao tratamento
controle (C) e contaminado com cromo via alimerdgaotaminado (AC), meio aquoso contaminado
(MC) e combinacédo de alimento e meio aquoso contzhois (AMC), sendo utilizada como alimento
a algaChlorellavulgaris. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: 12 TROCA Transform: NRANSFORM
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3412
3 MC 70.667 70.667 \
4 AMC 72.667 72.667 .\
1 C 84.000 84.000 **\
2 AC 84.667 84.667 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = niggificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s=750
File: 22 TROCA Transform: NO TREFORM
TUKEY method of multiple compams
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 4312
4 AMC 94.500 94.500 \
3 MC 94.767 94.767 .\
1 C 98.033 98.033 * *\
2 AC 98.033 98.033 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference
Tukey value (4,8) = 4.53 s =30k
File: FINAL Transform: NO TRANSFORM
TUKEY method of multiple companis
GROUP
TRANSFORMED ORIGINAL 0000
GROUP IDENTIFICATION MEAN MEAN 3412
3 MC 97.533 97.533 \
4 AMC 97.633 97.633 .\
1 C 98.710 98.710 **\
2 AC 98.977 98.977 ** .\
* = gignificant difference (p=0.05) . = nigrsificant difference

Tukey value (4,8) = 4.53 s=091
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Tabela 29: Teste de significancia da diferenceeegdrmédias da taxa de aumento populacional (r) de
Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e capéo de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Aumento populacion&l. dubia Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (C) MEAN = 0.4093 CALCULATED tVALUE 32.8000
GRP2 (AMC) MEAN = 0.3000 DEGREES OREEDOM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = 0.1093

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 30: Teste de significancia da diferencaeesrmédias da taxa de aumento populacional (r) de
Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e c@nébd de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiéizemimo alimento a aldg@seudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Aumento populaciondl. silvestrii Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP2 (AMC) MEAN = 0.2637 DEGREES OREEDOM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = 0.1087

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 31: Teste de significancia da diferencaeeatr médias do conteudo total de proteinas de
Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e capéo de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: ProteinaC. dubia Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (C) MEAN =
GRP2 (AMC) MEAN = 0.9867 EBREES OF FREEDOM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -0.4800

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 32: Teste de significAncia da diferencaceasr médias s do conteldo total de proteinas de
Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e c@anéd de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: ProteinaC. silvestrii Transform: NO TRANSFORMATION
t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (C) MEAN = 0.7267 ICAULATED tVALUE = -8.5679
GRP2 (AMC) MEAN = 1.3000 DEGREBP% FREEDOM = 4
DIFFERENCE IN MEANS = -0.5733

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 33: Teste de significancia da diferencaeeasr médias do conteudo total de carboidratos de
Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e capéo de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: CarboidratdC. dubia Transform: NO TRANSFORM
t-test

GRP1 (C) MEAN = 06/ CALCULATED tVALUE = -82.7315

GRP2 (AMC) MEAN = 0.4967DEGREES OF FREEDOM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -0.3900

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 34: Teste de significancia da diferencaeeasr médias do conteudo total de carboidratos de
Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e c@anéd de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: CarboidratdC. silvestrii Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (C) MEAN = 0.0533 CALCULATED t VALUE -0.6325
GRP2 (AMC) MEAN = 0.0600 DEGREES OREEDOM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -0.0067

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776 NO signitinit difference at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604 NO signigat difference at alpha=0.01
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Tabela 35: Teste de significancia da diferencaeeas médias do conteudo total de lipideos de
Ceriodaphnia dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e capéo de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Lipideos totai€. dubia Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (C) MEAN = 57.386/1CALCULATED t VALUE = -7.5505
GRP2 (AMC) MEAN = 102.6933 EBREES OF FREEDOM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -45.3067

TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10

Tabela 36: Teste de significancia da diferencaeeas médias do contetdo total de lipideos de
Ceriodaphnia silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e c@mnéd de alimento e meio
aquoso contaminados com cromo (AMC), sendo utiiizaamo alimento a algaseudokirchneriella
subcapitata. (Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.)

File: Lipideos totai&. silvestrii Transform: NO TRANSFORMATION

t-test Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN

GRP1 (C) MEAN = 164.0000CALCULATED t VALUE = -21.6759
GRP2 (AMC) MEAN = 531.0000DEGREES OF FREEDOM = 4

DIFFERENCE IN MEANS = -367.0000

TABLE t VALUE (0.05 (2), 4) = 2.776** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.05
TABLE t VALUE (0.01 (2), 4) = 4.604** SIGNIFICANTDIFFERENCE at alpha=0.10
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Tabela 37: Variaveis fisicas e quimicas monitorauas ensaios de toxicidade cdberiodaphnia
dubia exposta ao tratamento controle (C) e contaminado aromo via alimento contaminado (AC),
meio aquoso contaminado (MC) e combinacdo de atomenmeio aquoso contaminados (AMC),
sendo utilizada como alimento a aRgeudokirchneriella subcapitata (Fase Il deste estudo).

C AC MC AMC
pH
Solugéo-teste do inicio do experimento 7,34 7,34 347, 7,34
Solucéo-teste da 12 troca 7,42 7,52 7,47 7,55
Solucao-teste da 22 troca 7,34 7,62 7,55 7,55
Final do experimento 7,54 7,71 7,63 7,57
OD (mg.L™)
Solucao-teste do inicio do experimento 7,68 7,68 687, 7,68
Solucao-teste da 12 troca 7,17 6,81 6,74 6,77
Solucéo-teste da 22 troca 7,68 7,67 7,60 7,56
Final do experimento 7,50 7,56 7,71 7,60
Condutividade (uS.cm’)
Solucao-teste do inicio do experimento 149,9 149,9149,9 149,9
Solucéo-teste da 12 troca 157,0 160,7 157,8 155,1
Solucéo-teste da 22 troca 149,9 151,1 147,0 148,7
Solucdo-teste do inicio do experimento 153,0 150,3148,8 151,1
Dureza (mg.L"! CaCO;)
Solucao-teste do inicio do experimento 42 42 42 42
Solugéo-teste da 12 troca 42 42 42 42
Solucao-teste da 22 troca 42 42 42 42
Solucao-teste do inicio do experimento 42 42 42 42

Tabela 38: Variaveis fisicas e quimicas monitorauas ensaios de toxicidade cdDeriodaphnia
silvestrii exposta ao tratamento controle (C) e contaminawo cromo via alimento contaminado
(AC), meio aquoso contaminado (MC) e combinacaoalimento e meio aquoso contaminados
(AMC), sendo utilizada como alimento a akgeudokirchneriella subcapitata (Fase 1l deste estudo).

C AC MC AMC
pH
Solucao-teste do inicio do experimento 7,52 755 507, 7,48
Solucdo-teste da 12 troca 7,46 7,45 7,38 7,36
Solucéo-teste da 22 troca 7,50 7,46 7,40 7,45
Final do experimento 7,72 7,62 7,68 7,66
OD (mg.L?)
Solucao-teste do inicio do experimento 7,65 7,80 867, 7,75
Solucéo-teste da 12 troca 7,52 7,51 7,48 7,53
Solucao-teste da 22 troca 7,38 7,25 7,19 7,20
Final do experimento 7,58 7,60 7,51 7,55
Condutividade (uS.cm')
Solugéo-teste do inicio do experimento 148,5 150,8147,9 147,9
Solucao-teste da 12 troca 145,8 143,0 146,8 145,9
Solucao-teste da 22 troca 150,4 148,9 150,2 1494
Solugdo-teste do inicio do experimento 165,7 162,9174,6 174,5
Dureza (mg.L"' CaCO;)
Solucao-teste do inicio do experimento 42 42 42 42
Solucao-teste da 12 troca 42 42 42 42
Solucéo-teste da 22 troca 42 42 42 42

Solugdo-teste do inicio do experimento 42 42 42 42
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Tabela 39: Variaveis fisicas e quimicas monitorauas ensaios de toxicidade cdberiodaphnia
dubia exposta ao tratamento controle (C) e contaminado aromo via alimento contaminado (AC),
meio aquoso contaminado (MC) e combinacdo de atomenmeio aquoso contaminados (AMC),
sendo utilizada como alimento a algalorella vulgaris (Fase Il deste estudo).

C AC MC AMC
pH
Solugéo-teste do inicio do experimento 7,50 7,46 437, 7,43
Solucéo-teste da 12 troca 7,56 7,45 7,43 7,42
Solucao-teste da 22 troca 7,62 7,48 7,44 7,46
Final do experimento 7,65 7,78 7,72 7,75
OD (mg.L™)
Solucao-teste do inicio do experimento 7,56 757 517, 7,60
Solucao-teste da 12 troca 7,72 7,64 7,59 7,55
Solucéo-teste da 22 troca 7,36 7,39 7,28 7,35
Final do experimento 7,67 7,83 7,60 7,53
Condutividade (uS.cm’)
Solucao-teste do inicio do experimento 147,1 148,2 145,0 148,9
Solucéo-teste da 12 troca 149,5 149,4 148,9 148,2
Solucéo-teste da 22 troca 149,9 152,1 151,0 153,2
Solucdo-teste do inicio do experimento 165,5 176,6 165,8 170,6
Dureza (mg.L"! CaCO;)
Solucao-teste do inicio do experimento 42 42 42 42
Solugéo-teste da 12 troca 42 42 42 42
Solucao-teste da 22 troca 42 42 42 42
Solucao-teste do inicio do experimento 42 42 42 42

Tabela 40: Variaveis fisicas e quimicas monitorauas ensaios de toxicidade cdDeriodaphnia
silvestrii exposta ao tratamento controle (C) e contaminawo cromo via alimento contaminado
(AC), meio aquoso contaminado (MC) e combinacaoalimento e meio aquoso contaminados
(AMC), sendo utilizada como alimento a algalorella vulgaris (Fase 1l deste estudo).

C AC MC AMC
pH
Solucao-teste do inicio do experimento 7,46 7,45 487, 7,58
Solucdo-teste da 12 troca 7,50 7,38 7,46 7,48
Solucéo-teste da 22 troca 7,62 7,58 7,60 7,62
Final do experimento 7,82 7,81 7,83 7,84
OD (mg.L?)
Solucao-teste do inicio do experimento 7,28 7,26 277, 7,26
Solucéo-teste da 12 troca 7,63 7,59 7,58 7,57
Solucao-teste da 22 troca 7,43 7,52 7,33 7,43
Final do experimento 7,46 7,45 7,36 7,30
Condutividade (uS.cm')
Solugéo-teste do inicio do experimento 149,5 151,5151,2 150,4
Solucao-teste da 12 troca 147.,5 149,2 148,7 149,1
Solucao-teste da 22 troca 150,4 150,3 1494 150,4
Solugdo-teste do inicio do experimento 166,5 164,3166,6 164,5
Dureza (mg.L"' CaCO;)
Solucao-teste do inicio do experimento 42 42 42 42
Solucao-teste da 12 troca 42 42 42 42
Solucéo-teste da 22 troca 42 42 42 42

Solugdo-teste do inicio do experimento 42 42 42 42




141

Tabela 41: Variaveis fisicas e quimicas monitorauas ensaios de toxicidade cdberiodaphnia
dubia quando expostas ao tratamento controle (C) e cwplo de alimento e meio aquoso
contaminados com cromo (AMC), sendo utilizada coalimento a algaPseudokirchneriella

subcapitata (Fase Il deste estudo).

C AMC
pH
Solucao-teste do inicio do experimento 7,40 7,42
Solucéo-teste da 12 troca 7,48 7,49
Solucao-teste da 22 troca 7,52 7,52
Final do experimento 7,59 7,55
OD (mg.L™)
Solucao-teste do inicio do experimento 7,38 7,40
Solucao-teste da 12 troca 7,25 7,19
Solucéo-teste da 22 troca 6,93 6,94
Final do experimento 6,98 7,01
Condutividade (uS.cm")
Solucao-teste do inicio do experimento 146,1 146,9
Solucéo-teste da 12 troca 147.,4 149,0
Solucéo-teste da 22 troca 147,2 149,4
Solucdo-teste do inicio do experimento 147.,4 149,2
Dureza (mg.L"! CaCO;)
Solucao-teste do inicio do experimento 44 44
Solugéo-teste da 12 troca 44 44
Solucao-teste da 22 troca 44 44
Solucao-teste do inicio do experimento 44 44

Tabela 42: Variaveis fisicas e quimicas monitorauas ensaios de toxicidade cdberiodaphnia
silvestrii quando expostas ao tratamento controle (C) e cap@o de alimento e meio aquoso
contaminados com cromo (AMC), sendo utilizada coatmnento a algaPseudokirchneriella

subcapitata (Fase Il deste estudo).

C AMC
pH
Solugéo-teste do inicio do experimento 7,46 7,57
Solucdo-teste da 12 troca 7,38 7,43
Solucao-teste da 22 troca 7,44 7,48
Final do experimento 7,52 7,55
OD (mg.L™)
Solucao-teste do inicio do experimento 7,21 7,13
Solucao-teste da 12 troca 7,23 7,12
Solucéo-teste da 22 troca 7,00 6,89
Final do experimento 7,16 7,10
Condutividade (uS.cm")
Solucao-teste do inicio do experimento 146,4 147,2
Solucéo-teste da 12 troca 149,9 148,0
Solucao-teste da 22 troca 146,0 146,9
Solucao-teste do inicio do experimento 150,9 151,2
Dureza (mg.L"' CaCOy)
Solucao-teste do inicio do experimento 44 44
Solucao-teste da 12 troca 44 44
Solucao-teste da 22 troca 44 44
Solucao-teste do inicio do experimento 44 44




