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RESUMO

Domingues DF. Monitoramento ecotoxicolégico continuo da qualidade
de aguas superficiais: equipamentos disponiveis. Sdo Paulo; 2004.
[Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Satde Publica da USP].

Existem, atualmente, equipamentos de funcionamento automatico e
continuo para a avaliacdo da toxicidade da agua os quais utilizam
organismos vivos como elementos sensores dos efeitos das substancias
quimicas na agua. Dentre eles, podem ser citados o “Teste Dinamico com
Daphnia”, o “Stiptox”, o “MusselMonitor®”, o “Gymnotox®”, o “Bio-Sensor®”
e 0 “bbe Daphnia Toximeter”, ou toximetro. Sdo observados os efeitos sobre
o comportamento dos organismos sensores. Os critérios utilizados para
avaliagdo do comportamento sdo o padrdo de natagdo, a partir de varios
componentes, ou padrao de abertura e fechamento de valvas ou, ainda, o de
respiracdo ou consumo de oxigénio, dependendo do organismo utilizado.
Estudos mostram que este tipo de avaliagdo pode ser mais sensivel que o
teste convencional que avalia letalidade, incluindo aqui concentracdo e
velocidade de deteccdo do efeito. Esta abordagem permite que o
gerenciador local da qualidade de recursos hidricos possa tomar uma
decisdo que envolva seus usos antes que um acidente ambiental tome
propor¢cbes grandiosas ou antes mesmo que um acidente ocorra. Foram
realizados ensaios com a substancia de referéncia KCl. Os testes com o
toximetro tiveram duracdo de cerca de 30 horas, sendo que as primeiras 24
horas de exposi¢cdo em agua limpa (agua de dilui¢do); depois deste periodo,
os organismos foram expostos & substancia por 2 horas, no maximo,
seguida de nova exposi¢do a agua de diluicdo por mais algumas horas, de
modo a se avaliar a duragao do efeito e a sua possivel reversdo a um nivel
normal. O resultados mostraram que, nas condigbes dos ensaios realizados,
o efeito acusado pela exposicédo ao KCI foi reversivel e a concentragdo que
causa efeito foi similar @ CL50;48h para Daphnia similis. Tal resultado indica
que é possivel se obter em menor tempo o resultado proveniente de testes

convencionais € que a sensibilidade do ensaio ndo aumenta, ja que a



concentracdo detectada foi da mesma ordem de magnitude. Espera-se, com
esse trabalho, contribuir para a gestdao dos recursos hidricos ao se fazer
uma avaliagcéo de tais ferramentas promissoras para avaliar continuamente,
e com rapido tempo de resposta, a qualidade da agua para fins de protegéo
das comunidades aqudticas, conforme previsto pela Resolugdo CONAMA
20/86.

Descritores: biomonitores, Daphnia similis, KCI, toxicidade, agua.



SUMMARY

Domingues DF. Monitoramento ecotoxicolégico continuo da qualidade
de aguas superficiais: equipamentos disponiveis [Continuous
ecotoxicological monitoring of surface water quality: available systems]. Sdo
Paulo (BR); 2004. [Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Saude Publica
da USP].

Nowadays, there are automatic and continuous systems which use
living organisms as sensors of the toxic effects of chemicals dissolved in the
water. Among them are the “Dynamic DaphniaTest’, the “Stiptox”, the
“MusselMonitor®’, the “Gymnotox®’, the “Bio-Sensor®” and the “bbe
Daphnia Toximeter”. The observed effects are changes on organisms’
behavior. Behavior evaluation criteria are swimming pattemn, analyzed over
several components, or valve opening patterns or still, the locomotion or
ventilation movements and oxygen consumption, depending on used
organism. Studies have shown that this evaluation can be more sensitive
than traditional lethality tests, including here concentration and effect
detection time. This approach allows local water resources manager to take
decisions regarding its uses before an environmental accident gets out of
control or even before an accident takes place. The KCI reference toxicant
was used to check the functioning of the toximeter. Tests lasted 30 hours.
The first 24 hours were taken for clean water exposition (dilution water).
Thereafter, the organisms were exposed to KCI for a maximum of 2 hours,
followed by a second clean water exposition to observe a possible effect
reversion to a normal level. Results show that, with the conditions provided
for the experiments, the toxic effect of KC exposition was reversibie ana e
toxic effect concentration was similar to the LC50;48h obtained with acute
toxicity testing with D. similis. Such result indicates that it is possible to obtain
the same results from the 48h tests in a shorter period of time and that the
assay sensibility is not different from the outcomes of traditional tests. It is
hoped that this research may contribute to water resources management by

doing an evaluation of such a promising tool for water quality monitoring.

Descriptors: biomonitors, Daphnia similis, KCI, toxicity, water.



“THE PROBLEM IS NOT SHORTAGE OF DATA, BUT
RATHER OUR INABILITY TO PERCEIVE THE
CONSEQUENCES OF THE INFORMATION WE ALREADY
POSSESS”

[O PROBLEMA NAO E A FALTA DE DADOS, MAS SIM NOSSA
INABILIDADE DE PERCEBER AS CONSEQUENCIAS DAS
INFORMAGOES QUE NOS JA POSSUIMOS ]

JAY W. FORRESTER
TECHNOLOGY REVIEW, JANEIRO DE 1971
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1. INTRODUGAO

A busca pela compreensdo dos fendmenos que cercam a vida na
Terra sempre foi uma das principais caracteristicas da espécie humana, o
que a permitiu atingir o atual nivel de desenvolvimento. Desse modo, o
proprio desenvolvimento e suas consequéncias se tornaram alvos de

investigacao.

Logo apds o surgimento da Toxicologia como disciplina formal, no
inicio do século XIX, em resposta ao desenvolvimento da quimica orgéanica,
a dupla capacidade benéfica e maléfica das substancias havia sido
reconhecida (BUIKEMA e col. 1982).

Em termos ambientais, o interesse pelos efeitos de produtos quimicos
e residuos sobre a biota ndo humana sd se tornou publico por volta das
décadas de 40 e 50, sendo que os primeiros trabalhos incluiram testes de
pesticidas com insetos e de qualidade de agua com cladéceros (RAND e col.
1995). Nessa mesma época, bidlogos haviam observado diferencas entre as
estruturas dos grupos bioldgicos presentes em rios poluidos e n&o poluidos.
Contudo, enquanto os levantamentos biolégicos nos ambientes aquaticos
documentavam o dano, medidas de prevengdo requeriam estimativas de

impacto antes do fato ser consumado (BUIKEMA e col. 1982).

CAIRNS e van der SCHALIE (1980) postularam algumas razfes que
tornam a obtencéo de evidéncias ecotoxicolégicas uma necessidade tanto
para a estimativa de dano devido ao langamento de produtos quimicos e
efluentes, quanto para a avaliacdo dos possiveis beneficios advindos da
melhoria da qualidade de efluentes ou da limitagdo de seus langamentos em
corpos de qualidade ainda adequada. S&o elas:

e Muitos compostos quimicos e outros poluentes potenciais

produzem reagdes bioldgicas adversas em concentragdes abaixo



das atuais capacidades analiticas, que sdo restritas a poucas

substancias conhecidas.

e Agentes toxicos potenciais sdo raramente encontrados isolados
uns dos outros. Em geral, os agentes toxicos estdo presentes em
efluentes e sistemas naturais como misturas, e o impacto bioldgico
da mistura ndo pode ser adequadamente estimado por uma série
de analises quimicas por si s6, mesmo que a capacidade analitica

seja adequada.

e E bastante conhecido o fato de que a qualidade da agua, em
termos de dureza, oxigénio dissolvido, pH e temperatura, tem
influéncia marcante na expressdo da toxicidade. E a combinacéo
entre agentes téxicos, qualidade da agua e organismos presentes
qgue produz a estimativa definitiva da probabilidade de dano. Como
conseqliéncia, saber meramente a concentragdo do composto
quimico (du poluente potencial) ndo produz informacéao util para o
gerenciamento do ambiente.

Outros motivos relevam a importéncia do uso rotineiro de organismos
aquaticos para a caracterizacdo da qualidade ambiental, tais como:

¢ Anualmente sdo produzidos no mundo cerca de 1000 a 2000 novos
produtos quimicos (ALBERT e GARCIA 1985, COONEY 1995).

e Cerca de 300 milhdes de toneladas de produtos quimicos s&o
produzidas anualmente, o que pode incluir mais de 100.000
compostos (KORTE e COULSTON 1994, citados por PITOT Ill e
DRAGAN 1996).

Portanto, o estabelecimento de um gerenciamento do risco de
substancias quimicas ou efluentes deve estar baseado também nos testes
de toxicidade destas matrizes e ndo apenas nas tradicionais anélises
quimicas e bioldgicas.



No Estado de S&o Paulo, em atendimento a lei estadual nimero 118
de 29/06/1973, a CETESB criou a Rede de Monitoramento da Qualidade das
Aguas Interiores do Estado de S&o Paulo. Os principais objetivos dessa rede

sdo:

e Avaliar a evolugcdo da qualidade das aguas interiores dos rios e

reservatérios do Estado.

o Propiciar o levantamento das areas prioritarias para o controle da

poluicdo das aguas.

e Subsidiar o diagnéstico da qualidade das aguas doces utilizadas

para o abastecimento publico e outros usos.

e Dar subsidio técnico para a elaboracédo dos Relatérios de Situacéo
dos Recursos Hidricos, realizados pelos Comités de Bacias
Hidrograficas.

¢ ldentificar trechos de rios onde a qualidade d'agua possa estar
mais degradada, possibilitando acbes preventivas e de controle da
CETESB, como a conétrbgéo de ETE pelos municipios ou a

adequacéo de langamentos industriais.

Detalhes sobre a Rede de Monitoramento podem ser encontrados no
Relatério de Qualidade das Aguas interiores da CETESB (2003).

A poluicdo das aguas tem como origem varias fontes. Dentre elas
destacam-se os efluentes domésticos, os efluentes industriais e as cargas
difusas urbanas e agricolas. Por isso, torna-se impraticavel o monitoramento
sistematico de todos os poluentes que possam estar presentes nas aguas
superficiais. A CETESB faz uso de 43 parametros de qualidade de agua
(fisicos, quimicos, hidrobiolégicos, microbiolégicos e ecotoxicolégicos):

¢ Parametros fisicos: temperatura da agua e do ar, série de

residuos, absorbancia no ultravioleta, turbidez e coloragéo.



e Parametros quimicos: pH, OD, DBO, DQO, carbono orgéanico
dissolvido, potencial de formagdo de THM, série de nitrogénio,
fosforo total, ortofosfato solavel, condutividade especifica,
surfactantes, cloreto, fendis, ferro total, manganés, aluminio, bario,

cadmio, chumbo, cobre, cromo total, niquel, mercurio e zinco.

e Parametros microbioldgicos: coliformes fecais, Giardia sp,
Cryptosporidium sp, Clostridium perfringens e estreptococos fecais.

¢ Parametro hidrobiolégico: clorofila-a.

e Parametros ecotoxicolégicos: teste de toxicidade crénica, teste

de Ames e Microtox®.

Para facilitar a interpretagéo das informagdes de qualidade de agua e
para torna-las mais compreensiveis e utilizaveis pelo publico em geral
(especialistas ou ndo), sdo utilizados indices que sintetizam tais
informacdes. Até recentemente, o indice utilizado para avaliar a qualidade
das aguas no Estado de Sao Paulo foi o IQA — indice de Qualidade da Agua.

O IQA foi definido como o produto ponderado das qualidades de agua
correspondentes aos parametros: temperatura, pH, OD, DBO, coliformes
fecais, nitrogénio total, fésforo total, residuo total e turbidez.

Nota-se, com isso, que ha limitagbes no uso desse indice. Uma delas
é a possibilidade de se superestimar a condig¢ao real do recurso hidrico, pois
contempla apenas nove parametros; e, o mais importante, é que tal indice

restringe-se ao uso da agua para abastecimento publico.

Desse modo, em 1998 (SAO PAULO 1998) um grande esforco foi
dirigido & elaboracdo de um novo indice com vistas ao estabelecimento de
uma classificacdo da qualidade de agua para a protegdo das comunidades
aquaticas. Para tanto, nesse indice, além das analises quimicas
convencionais, foi incluido o resultado do teste de toxicidade crénica com o
crustaceo Ceriodaphnia dubia, o qual pode detectar a presenca, interagdes e



a biodisponibilidade de substancias em concentragbes capazes de causar
efeito adverso na reproducéo e/ou na sobrevivéncia dos organismos. Tal
indice € denominado atualmente de IVA — indice de Protecdo da Vida
Aquética (ZAGATTO e col. 1999).

Na esfera legal, a Resolucdo CONAMA 20/86 (CONAMA 1986)
estabelece a classificagdo dos corpos hidricos de acordo com o uso. No
caso das aguas doces, as classes que contemplam a prote¢do da vida

aquatica sao:

¢ Classe Especial — aguas destinadas ao abastecimento doméstico,
sem prévia ou com simples desinfec¢io e preservacdo do equilibrio

natural das comunidades aquaticas.

e Classe 1 — aguas destinadas ao abastecimento doméstico apds
tratamento simplificado; prote¢cdo das comunidades aquaticas e

recreacgéo de contato primario.

e Classe 2 — aguas destinadas ao abastecimentc doméstico apés
tratamento convencional, protegcdo das comunidades aquéticas,
recreagdo de contato primario, irrigacdo de hortalicas e frutiferas,
criagdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas

a alimentacdo humana.
No caso das aguas salinas:

o Classe 5 — aguas destinadas a recreagdo de contato primario, a
protecdo das comunidades aquaticas e a criagdo natural e/ou
intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a alimentacdo

humana.



No caso das aguas salobras:

e Classe 7 — aguas destinadas a recreacdo de contato primério, a
protecdo das comunidades aquaticas e & criagdo natural e/ou
intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a alimentagdo

humana.

Considerando-se a leitura do Artigo 12 desta Resolugéo, a
necessidade de execucdo de ensaios ecotoxicoldgicos fica estabelecida
para a avaliagdo dos efeitos sobre os varios aspectos da fisiologia dos seres
vivos (“Art. 12 - Os padroes de qualidade das aguas estabelecidos nesta
Resolugdo constituem-se em limites individuais para cada substancia.
Considerando eventuais ag¢des sinergéticas entre as mesmas, estas ou
outras nado especificadas, ndo poderdo conferir as aguas caracteristicas
capazes de causarem efeitos letais ou alteragdo de comportamento,

reproducgéo ou fisiologia da vida.”).

Somado a isso, ha no Estado de Sao Paulo a resolugdo SMA n.° 3 de
22.02.2000 (SAO PAULO 2000), que obriga o uso de testes de toxicidade
para o controle de efluentes liquidos langados diretamente nos corpos

receptores.

Sendo assim, os testes de toxicidade estdo instituidos como
instrumento de avaliagdo da qualidade da &agua e de gerenciamento
ambiental. Esta forma de gerenciamento pode ser uti na avaliagdo
momentanea da qualidade da &gua, na avaliagdo de tendéncias da
qualidade da agua de cada ponto amostrado, na deteccao de contaminagdes
cronicas e para o controle de emissGes. Todavia, 0s ensaios de toxicidade
sao insuficientes para se detectar ou prevenir acidentes ambientais, que por
sua vez sdo esporadicos ou até mesmo ilicitos (estes, realizados em
horarios improvaveis tanto para a amostragem de monitoramento quanto de
fiscalizacgo). Portanto, para a contengdo de ou reagdo a acidentes e



langamentos ecologicamente prejudiciais, devem estar a disposigéo
mecanismos mais rapidos e eficientes de avaliagdo do dano, em oposi¢ao
aos testes de toxicidade tradicionais (que tém um prazo de analise de pelo
menos 24h), continuos, de forma que possam ser detectados eventos a
qualquer momento, e sensiveis, de modo que poluentes sejam detectados

no inicio de um acidente ou langamento ilicito.

Para preencher esta lacuna, foram desenvolvidos os biomonitores de
avaliacdo continua da toxicidade das aguas. Estes equipamentos foram
concebidos de forma a serem bastante sensiveis, rapidos e representativos
dos acontecimentos ao longo do tempo, ou seja, capazes de detectar
acidentes breves ou variagdes tempo-dependentes de substéncias quimicas
(BBE MOLDAENKE 2001).

Cabe aqui fazer uma descricdo do significado dos termos
relacionados com esta atividade. O biomonitoramento pode ser definido,
conforme ROSENBERG e RESH (1993, citados por CARVALHO 2003),
como sendo 0 uso de variaveis bioldgicas para a avaliagdo de alteragées do
ambiente dentro de programas de controle de qualidade. Tal
biomonitoramento pode ser passivo, no qual os organismos s&o retirados do
seu meio e suas estruturas populacionais sdo avaliadas por meic de
avaliagcbes ecolbgicas, ou ativo, no qual sdo usadas determinadas espécies
de organismos na avaliagdo da qualidade da agua. Ja biomonitor é o
organismo ou sistema que utiliza organismos para dar indicagédo da
presenca de agentes estressores na agua que, por sua vez, s&o quaisquer
entidades ou processos fisicos, quimicos ou biolégicos que induzem efeitos
adversos em individuos, populagdes, comunidades ou ecossistemas (De
ROUX 1999, citado por GERHARDT 1999a). O uso do termo bioindicador &
efetuado com relagdo a qualquer nivel bioldgico capaz de reagir & poluicdo
com mudangas nas suas fungbes, podendo ser uma comunidade (indicador
ecolégico), um organismo (bioindicador, sentinela, biomonitor, organismo-
teste) ou parametro sub-organismal (biomarcador) (GERHARDT 1999a). O

termo biossensor refere-se ao material imobilizado, biologicamente sensivel,



em contato intimo com um adequado sistema de transdugdo, que converte o
sinal bioquimico em um sinal elétrico quantificavel e processavel (LOWE
1985, citado por COWELL e col. 2000).

A pratica do biomonitoramento continuo da toxicidade da agua néo é
nova. De inicio, usavam-se peixes colocados em aguas correntes ou
efluentes. Os peixes eram observados visualmente quanto a mortalidade e
sinais de estresse (JONES e col. 1956; HENDERSON e PICKERING 1963,
JACKSON e BRUNGS 1966, citados por CAIRNS e van der SCHALIE 1980).
Este procedimento ndo é adequado para funcionamento extra-experimental,

ja que requer uma pessoa em tempo integral para a observacéo dos efeitos.

Portanto, ja em 1970, CAIRNS e col. e, em 1971, JUHNKE e BESCH,
citados por GUNATILAKA e col. (2000), propuseram o uso de aparatos de
biomonitoramento para auxiliar o gerenciamento da qualidade de corpos
d’agua em sistemas continuos de geracdo de informacdo instalados em
pontos estratégicos, dentro de plantas industriais ou em pontos

preestabelecidos num dado corpo hidrico receptor.

Diversos métodos e equipamentos automaticos para o
biomonitoramento continuo da qualidade da agua e de efluentes industriais,
principalmente com peixes, foram desenvolvidos nas Ultimas décadas.
Alguns exemplos s&o os trabalhos desenvolvidos por SHIRER e col. (1968),
WALLER e CAIRNS (1972), CAIRNS e col. (1973), que detectam alteragbes
na natagdo dos peixes; MORGAN (1976) e GRUBER e col. (1979), que
utiizam o aumento da frequéncia do ritmo opercular de peixes como
resposta; KNIE (1978) e LECHELT e col. (2000), que utilizam a alteragéo na
natac&o do claddécero Daphnia magna, GERHARDT (1994) e GERHARDT e
col. (1999b), que utilizam a tecnica de conversdo de impedancia para
estudos comportamentais; THOMAS e col. (1996), que avaliam a alteragéo
na atividade elétrica de peixe elétrico e KRAMER e FOEKEMA (2000), que
utilizam a atividade comportamental de bivalves.



Dentre esses estudos, vale destacar o desenvolvido por KNIE (1978)
sobre um aparelho que foi denominado “Teste Dindmico com Daphnia’. Por
meio deste equipamento foi detectada a presenca de material toxico langado
no ambiente aquatico devido ao acidente ocorrido na Empresa Sandoz, na
Suiga, 500 km a jusante no rio Reno. Este fato mostrou as organizagdes de
protecdo ambiental a importancia do uso de sistemas biolégicos de
monitoramento no gerenciamento da qualidade da agua (GUNATILAKA e
DIEHL 2000). A partir de entdo, diversos esforcos foram realizados para o
desenvolvimento de tecnologia de biomonitoramento, como, por exemplo, o

projeto aleméo descrito em BEQ (1993).

Os equipamentos destinados ao biomonitoramento continuo devem
levar em conta alguns requisitos basicos para a sua boa aceitagdo, quais
sejam (segundo CAIRNS e van der SCHALIE 1980):

¢ A variavel fisioldgica ou comportamental do organismo selecionada
para o monitoramento deve ser quantificavel através de técnicas
apropriadas de interface para a analise tanto por um computador
como por outro equipamentc de registro eletronico, o que permite
que a operacao do sistema seja continua e automatica. Contudo, o
método n&o deve resultar em estresse indevido ao organismo e,
por isso, técnicas que necessitem de aprisionamento ou a ligacédo

de algum dispositivo ao organismo s&0 menos apropriadas.

e Rapidez de detecgdo do aumento da toxicidade no ambiente. O
atraso de muitas horas entre a introducdo do agente quimico e a
reagéo do organismo ndo permite que se previna um evento téxico

antes que este tome proporgdes alarmantes.
¢ N&o devem apresentar alarmes falsos.

o Sistemas devem ser faceis de operar e produzir resultados faceis

de serem interpretados.

¢ O organismo deve ser barato e facil de ser obtido.
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e O aparelho deve ser confidvel e n&o requerer manutencdo

freqlente.

Equipamentos com os requisitos relacionados se baseiam, para a
obtencdo da resposta, na variagdo do comportamento do organismo-teste,
ou seja, avaliam o desvio de um comportamento normal frente a alteracgéo
ambiental. A importancia desta varidvel consiste na integracdo dos
processos fisioldgicos e bioquimicos. Como disseram LITTLE e col. (1985),
“Estudos comportamentais sdo um meio particularmente promissor de
deteccdo de efeitos subletais de contaminantes, pois o comportamento
reflete as mudangas cumulativas nas fungdes fisiolégicas e bioquimicas”.
Ainda, mudangas no comportamento parecem ser 0s mais sensiveis
indicadores de alteragées ambientais (WARNER 1967, citado por
GERHARDT 1995).

Embora seja evidente a utilidade de tais equipamentos no
monitoramento da qualidade da agua, nota-se um direcionamento do seu
uso para o abastecimento publico. Poucos estudos tém sido dirigidos &
aplicagdo na protecdo das comunidades aquaticas. E, ainda neste universo
restrito, sdo poucos os trabalhos publicados que apresentam dados
verificaveis do funcionamento destes equipamentos, tais como definicdo dos
valores das variaveis utilizadas para a deflagracéo de alarmes e metodologia

utilizada.

Sendo assim, se faz premente a execucdo de avaliagdes protocoladas
do funcionamento dos diversos equipamentos, disponiveis comercialmente,
para o fim de protegdo de comunidades aquaticas. Nesse sentido, torna-se
importante o estabelecimento da correlagdo entre as concentragdes que
causam efeito cronico obtidas através dos testes de toxicidade tradicionais e
as concentragdes de efeito apresentadas pelos biomonitores continuos.



11

2. OBJETIVO

2.1. Geral

Avaliar a utilizagdo de biomonitores continuos no controle da
qualidade da agua destinada ao abastecimento doméstico e a prote¢éo das
comunidades aquaticas .

2.2. Especlificos

Avaliacdo e comparagdo dos equipamentos de biomonitoramento
continuo disponiveis no mercado internacional.

Avaliagédo do desempenho do bbe Daphnia Toximeter.
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3. METODOS

3.1. Levantamento bibliografico

Nesta atividade foi verificado o material disponivel, através da
utiizagdo das palavras-chave: monitoramento biolégico continuo,
biomonitoramento automatico, biological early warning system, toximeter,
automated biomonitor. Foi efetuada, também, busca de referéncias citadas
nos artigos obtidos. Qutros materiais foram obtidos através de consulta

pessoal a diversos pesquisadores no Brasif, Alemanha e Paises Baixos.

3.2. Execugédo dos ensaios com o bbe Daphnia toximeter

Os experimentos com o toximetro foram efetuados com exposicdo
maxima de 2 horas de 8 jovens de Daphnia similis (Daphniidae, Cladocera)
com idade entre 24 e 72 horas, obtidos do cultivo do laboratério do Setor de
Ecotoxicologia Aquatica da CETESB. Tal exposicdo ocorreu apds 24 horas
de permanéncia em agua de diluicdo, para a obtengcdo do padrdo de
natagdo. O momento exato da introducdo do agente quimico foi marcado no

grafico por meio do software.

O software utilizado para execugéo dos ensaios foi o Daphmfc 1.50.8
sp 6 opt 1 e aquele utilizado para visualizar os dados foi o Dviewer 1.50.7.
As configuragbes aqui apresentadas foram definidas pelo fabricante do
equipamento. Deve-se ressaltar, entretanto, que as configuragées podem
ser alteradas na hora da visualizacdo dos arquivos e, dependendo das
definicbes empregadas, caso sejam diferentes daquelas do toximetro onde
foram gerados os graficos que n&o apresentaram sinal de toxicidade, podem

apresentar um evento téxico muito definido.

As seguintes configuracées do sistema foram utilizadas para a

visualizacdo dos ensaios com o toximetro:
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Figura 3.2. Parametros para o célculo do V-Class-Index.
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Figura 3.3. Definicdes dos parametros do detector Hinkley; canal de
velocidade.

 Hinkley pa

Figura 3.4. Definicdes dos parametros do detector Hinkley; canal de altura.
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Figura 3.5. Definicbes dos parametros do detector Hinkley; canal de
dimensao fracionaria calculada através de regresséao linear.

Figura 3.6. Definicbes dos parametros do detector Hinkley; canal de
dimenséo fracionaria calculada através método de “box counting’.
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Figura 3.7. Definicbes dos parametros do detector Hinkley, canal de
distancia.

i Hinkley param

Figura 3.8. Definigdes dos parametros do detector Hinkley; canal de indice
de classe.
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Figura 3.9. Gréafico de exemplo de visualizagdo dos arquivos de registro dos dados de medigéo

através do Dviewer.
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Por conveniéncia e facilitacdo da visualizagdo dos valores, os graficos
apresentados no item 6. (Resultados) apresentam a mesma configuragao da
Figura 3.9., onde foram selecionados apenas os graficos de seis variaveis,

como segue representado na tabela 3.1.:

Tabela 3.1. Esquema das figuras de apresentacao dos graficos (visualizacao

dos arquivos de registros dos dados de medicéo).

indice de Toxicidade Distribuicédo da velocidade
V-Class index Altura média de natagéo
Velocidade média Numero de dafnias

O sistema conta ainda com a possibilidade de apresentacdo dos

seguintes graficos:

e Distancia média

o Dimensao fractal (método da regresséo linear)
o Dimens3o fractal (método Box counting)

e Taxa de reconhecimento

o Temperatura

No eixo das abscissas esta representado o tempo em que se estende
a obtencdo dos dados e no eixo das ordenadas, os valores dos dados

obtidos. Observe-se que a escala é especifica para cada variavel.

Em todos os graficos pode-se visualizar, na sua porgéo superior, uma
faixa verde que se apresenta interrompida por pequenos trechos em amarelo
ou vermelho. Essas cores indicam os periodos no tempo (eixo das
abscissas) em que o Indice de Toxicidade apresenta-se abaixo do nivel de
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atencao (verde), entre este e o nivel de alarme (amarelo) e acima do nivel

de alarme (vermelho).

A letra C que aparece na porgao superior do grafico (barra de cores)
indica a presenga de um comentario que é exibido por sobre o grafico e esta
posicionado exatamente sobre o horario em que se deseja incluir informacgao

em forma de texto.

Os pontos nos graficos sdo as representagdes dos valores individuais
num periodo de um minuto de leitura. A linha consiste nos valores
calculados a cada dez minutos. As possibilidades de reconhecimento
dindmico de diferengas significativas entre um ponto e outro na linha séo
avaliadas pelo “Detector Adaptavel Hinkley” (HINKLEY 1971, citado por
LECHELT e col. 2000). Quando ocorre um alarme parcial detectado pelo
Hinkley, indicando diferenga significativa entre os pontos, € marcado na
curva um ponto em cor diferente (laranja, verde ou azul). Para mais detalhes
sobre o funcionamento do equipamento, devem ser consultados o manual do
equipamento e/ou LECHELT e col. (2000).
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4. SISTEMAS AUTOMATICOS DE BIOMONITORAMENTO

Os monitoramentos continuos, quimico e biolégico, no norte da
Europa tém sido realizados desde os anos 70. Apés trés décadas de
desenvolvimento, existem sistemas confiaveis de monitoramento quimico de
rios, mas o biolégico ainda estd em fase inicial de desenvolvimento
(GUNATILAKA e DIEHL 2000). Contudo, ja existem equipamentos em
operagdo desde a década de 80 e, a partir desta época, um grande esforco
foi feito para a construgdo de novas tecnologias de biomonitoramento para a
prevencao de acidentes (LECHELT e col. 2000).

Um dos sistemas mais antigos de biomonitoramento continuo é o
“Teste Dindmico de Daphnia” (KNIE 1978). Este equipamento tem sido
utilizado desde 1982, predominantemente na Alemanha, Austria, Benelux,
Paises Baixos e Bélgica, em aproximadamente 30 pontos (GUNATILAKA e
col. 2000).

O principio deste método consiste na reclusdo, para observagéo, de
20 organismos (geralmente Daphnia magna ou pulex) em cada uma de duas
camaras-teste de 30mL de volume, nas quais ha um fluxo continuo de
amostra com temperatura adequada. Estas camaras possuem uma série de
lampadas de infravermelho num lado e sensores do outro. A atividade de
natacdo é registrada como impulsos quando os organismos cruzam o feixe
de luz. Os impulsos sdo somados e apresentados em contagens de 10-15
minutos. Caso a qualidade da &gual/efluente em avaliagdo mude, os
organismos reagem mudando também seu padrdo de natagio:. passam a
nadar mais lenta ou rapidamente. Quando um valor preestabelecido é
ultrapassado, um alarme é deflagrado. A validacdo dos resultados € feita
pela comparagao dos registros tracados para cada uma das camaras (Figura
4.1).
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Figura 4.1 “Dynamic Daphniatest” (Teste Dinamico de Daphnia) —
Produzido por Elektron GmbH. Imagem proveniente de
[http://iwww.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/wgmn/BF WS/Elektron-
Daphtox.htm], acessado em 04/09/2003.

Um outro equipamento, mais recente, que também utiliza Daphnia
como sensor de contaminagdo da agua, € o “bbe Daphnia Toximeter’
(LECHELT e col. 2000; Figura 4.2). Este ndo se baseia nos feixes de
infravermelho, mas numa camera de video para avaliar os movimentos dos
oito a dez organismos sujeitos a um fluxo continuo de agua/amostra dentro
da camara. Através da digitalizacéo e binarizagcdo da imagem captada pela
camera e da determinagdo do centro dos objetos (organismos) em
movimento, sdo calculadas as distancias percorridas, a velocidade, a altura
de natagdo dentro da cdmara, a distancia entre os organismos, o numero de
organismos ativos e o0 modo como 0 movimento de cada organismo se da.
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A deflagragéo do alarme ocorre pelo reconhecimento de mudancas
estatisticamente significativas em um ou mais parédmetros. Além disso,
através de pesos e imposicdo de limites as variaveis, € apresentado um
parametro unico integrador das diversas variaveis analisadas, denominado
indice de Toxicidade. Para a composicéo deste indice, os seguintes eventos
s&o avaliados:

¢ Limite inferior de velocidade média excedido

e Limite superior de velocidade média excedido

¢ Relagdo com o numero inicial de organismos

e Mudangas na dimenséao fractal do movimento dos organismos
¢ Mudangas no indice de classe de velocidade

e Mudancas na altura média de natac@o dos organismos

e Mudancas na distancia média de natag@o entre os organismos

Figura 4.2. “bbe Daphnia Toximeter” (Toximetro de Daphnia bbe) —
Produzido por bbe Moldaenke GmbH. Imagem proveniente de
[http://Iwww.bbe-moldaenke.de/english/daphnien_toximeter_e.htmi] acessado
em 09/08/2003.
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O toximetro de algas (bbe Algae Toximeter) compara periodicamente
o efeito de uma amostra na fluorescéncia emitida por uma determinada
quantidade de células de algas injetada numa camara de teste com o efeito
da agua de controle. A medida da fluorescéncia leva 10 minutos. Caso haja
algum dano nas células ocasionado por agentes quimicos na amostra, a
fluorescéncia sera diminuida, pois a luz provida deixa de ser utilizada pelas
algas na fotossintese. Nesse caso, sendo significativa a diferenga entre as
emissdes na amostra e no controle, havera a deflagracdo de um alarme.
Este equipamento, embora automatico, &€ semi-continuo, ja@ que avalia

amostras periodicamente (Figura 4.3).

Figura 4.3 bbe Aigae Toximeter (Toximetro de Aigas bbe) — Produzido
por bbe Moldaenke. Imagem proveniente de [http://www.bbe-
moldaenke.de/english/hz_online_e.html], acessado em 09/08/2003.

O principio dos equipamentos que operam com bactérias
luminescentes, como, por exemplo, o Microtox®-0S ([http:.//www.siemens.
co.uk/env-sys]), & basicamente o0 mesmo descrito para as algas, contudo se
baseia no fato de que as bactérias emitem luz como um subproduto da
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respiracdo. Diferengas na emissdo de luz entre amostra e controle,
causadas pela inibicdo metabdlica, sdo avaliadas e um alarme é deflagrado
assim que tal diferenga se torne significativa. Este equipamento, embora
automatico, é semi-continuo, ja que avalia amostras periodicamente.

A utilizagdo de comunidades microbianas em bio-reatores simulando
estacdes de tratamento de esgotos também foi aplicada na construgdo de
biomonitores automaticos. Como exemplo, cita-se o Stiptox (Figura 4.4). O
monitoramento da taxa de consumo de oxigénio por tais microorganismos foi
automatizado e o efeito toxico de substancias entrando em contato com eles
gera um decréscimo na taxa de respiragdo. Para que a comunidade
microbiana nao seja eliminada do sistema, que deve trabalhar sem
supervisdo por dias a fio, promove-se uma diluicdo da amostra
automaticamente para que a depressdo na taxa de respiragdo ndo seja
nunca maior que 20%. Levando em conta a redugdo do consumo de
oxigénio e a diluicdo da amostra, faz-se a leitura da toxicidade num tempo
que pode variar de 3 a 15 minutos (Fig. 4.4).

Figura 4.4. Stiptox — Produzido por STIP Isco GmbH. Imagem
proveniente de [http://www.stateoftheart.it/stip.h2.jpg], acessado em
09/08/2003.
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Recentemente foi descrito um novo biomonitor automatico,
denominado Ecotox, que utiliza o flagelado Euglena gracillis (TAHEDL e
HADER 2001). Este equipamento utiliza um microscopio miniaturizado
acoplado a uma camera de video para analisar o movimento de cerca de 50
organismos no campo de visdo de um total de 1000 organismos na camara
de observagdo. Esta & colocada na vertical para que possa ser avaliado o
efeito na sua orientagéo gravitacional. Para evitar perturbacéo por fototaxia e
producéo de oxigénio por fotossintese, um diodo de infravermelho (Amax=
875 nm) é utilizado como fonte de iluminagéo. Esse sistema funciona como
um executor automatico de ensaio de toxicidade, onde, por meio de bombas
e valvulas, se expbem o0s organismos a diversas diluicbes da amostra, em
seqliéncia, determinando-se assim a CE50 da amostra. Tais resultados séo
comparados com um controle. O tempo total do procedimento de medida,
incluindo teste do controle e da amostra, enchimento e lavagem do sistema,
requer oito minutos e meio. Este equipamento, embora automatico, € semi-

continuo, ja que avalia amostras periodicamente.

O comportamento de bivalves frente a poluentes na agua também tem
sido utilizado no biomonitoramento continuo. Tais organismos possuem duas
conchas (valvas) gue, em condicbes ambientais normais, sd@o mantidas
abertas para respiracdo e alimentagéo. Por serem sedentarios, ao fechar as
valvas, em condicbes desfavoraveis, esses organismos podem excluir,
fisicamente, 0 ambiente externo e, caso as condigbes ndo sejam muito ruins,
muitas espécies podem sobreviver por dias. Esta resposta pode ser utilizada
como indicativo da presenga de agentes quimicos na agua. Tal
comportamento varia de espécie para espécie e, nao raro, de individuo para
individuo. Assim, é possivel se obter periodos de fechamento de valvas mais
prolongados em condigdes normais de qualidade da agua. Contudo, a
avaliacdo do conjunto de organismos expostos bem como do
comportamento da espécie utilizada € um meio de se obter respostas
indicativas da presenga de produtos quimicos na agua. Varias espécies de

7

mexilhées podem ser utilizadas e é altamente recomendavel o uso de
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espécies locais, caso o tamanho das valvas seja adequado a aplicagéo nos
aparelhos (KRAMER e FOEKEMA 2000) (Figura 4.5).

B)

Figura 4.5. MusselMonitor® — Produzido por Kema GmbH. A) Verséo
in situ B) versdo ‘“flow-through”. Imagem proveniente de
[http://Iwww.mosselmonitor.nl/01_engels/O1_starteng.htm], acessado em
09/08/2003.

Os equipamentos que utilizam peixes para a detecgdo de poluentes
na agua sao certamente os mais antigos e, sem duvida, os que trouxeram a
publico a possibilidade de monitoramento continuo da 4gua com organismos
aquaticos. Existem diversos tipos de metodologias de avaliagdo do estresse
provocado por substancias quimicas em peixes, que incluem comportamento
de ventilagdo (batimentos operculares), atividade locomotora, reotaxia e
descarga de 6rgéos elétricos.

A avaliagdo dos batimentos operculares e atividade locomotora de
peixes se baseia no campo bioelétrico resultante de suas atividades
musculares captadas por eletrodos submersos na agua. Os sinais captados
sdo entdo amplificados, filtrados e analisados por um sistema
computadorizado. Cerca de 8 a 12 organismos sdo monitorados, e quando
um numero significativo apresenta comportamento alterado, é deflagrado um
alarme (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Bio-Sensor® - Produzido por Biological Monitoring, Inc.
Imagem proveniente de [http://www.biomon.com/biosenso.html], acessado
em 09/08/2003.

A reotaxia de peixes, ou seja, sua capacidade de mover-se de acordo
com o fluxo e direcdo do meio onde se encontram, pode ser acessada por
equipamentos automaticos. Um deles, proposto por JUHNKE e BESCH
(1971), citados por HENDRICKS e STOUTEN (1993), opera com fluxo
continuo e, periodicamente, induz os peixes a uma natagdo forgada por
aumento do fluxo. Uma tela com sensor € instalada na parte traseira da
camara de observagédo, na diregdo do fluxo, e gera impulsos pelo contato
com o0s peixes. Se um composto téxico é introduzido na agua em analise, os
peixes tendem a fugir ou sua condigéo é afetada de tal forma que eles nao
podem mais manter sua posi¢cdo no fluxo. Assim, 0s organismos sao
empurrados contra a tela e um alarme € deflagrado.

Da mesma forma que os cladoceros, os peixes podem também ser
avaliados quanto ao seu comportamento de natagdo através do sistema de
processamento de imagens capturadas por camera de video (SPIESER e
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col. 2000, BAGANZ e col. 2000 e BLUBAUM-GRONAU e col. 2000). Um
exemplo disponivel no mercado atual € o bbe Fish Toximeter (Figura 4.7).

Figura 4.7 bbe Fish Toximeter (Toximetro de Peixes bbe) — Produzido
por bbe Moldaenke. Fotografia proveniente de [http://www.bbe-moldaenke
.de/english/hz_online_e.html], acessado em 15/04/2004.

Outro biomonitor disponivel no mercado é o Gymnotox® (Figura 4.8),
gue avalia os sinais elétricos sinusoidais emitidos espontaneamente por
peixes elétricos da espécie Apteronotus albifrons (Apteronotidae,
Gymnotiformes). Este equipamento conta com alimentador automatico para
0s peixes e, para sua protegao, assim que é detectado um efeito toxico, o
sistema é lavado com agua limpa proveniente de um reservatorio préprio.
Um alarme é garantido pela emissdo de sinais alterados de trés peixes em
observagdo. Os principios do equipamento e alguns resultados podem ser
encontrados nos trabalhos de THOMAS e col. (1996, 1998).
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Figura 4.8. Gymnotox® - Produzido por Equipement Realization
Ingenierie. Imagem proveniente de [http://www.nancie.asso.fr/cgi-
local/xsh/page(val:life_en_project_gymnotox)], acessado em 04/09/2003.

O MFB, “Multispecies Freshwater Biomonitor’, utiliza a medida e
analise de diferentes tipos de comportamento de diversas espécies de
organismos aquaticos, inclusive simultaneamente, para 0 monitoramento on-
line da qualidade da agua doce ou salgada. A unidade de medicdo € a
prépria camara teste, que pode ser imersa diretamente na agua a ser
analisada. O principio de medida é baseado na analise das mudangas no
campo elétrico de corrente alternada (conversdo da impedancia). Este
sistema pode trabalhar com camaras de diversos tamanhos e testar tanto
agua como sedimento. Baseado na avaliagdo dos sinais elétricos gerados
pelos organismos, este equipamento pode apresentar como sensores
espécies nativas e representativas dos corpos receptores em avaliagdo
(GERHARDT 1999b). Esta idéia nao é original, ja que MORGAN e col.
(1987) ja haviam apresentado trabalho referente ao uso de diversas

espécies sendo avaliadas ao mesmo tempo num mesmo apareiho.
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Como exemplo de biossensor, como definido anteriormente neste
trabalho, combinando eletrbnica com organismos vivos, foi produzido um
circuito eletrénico integrado (chip), contendo bactérias bioluminescentes.
Este chip, chamado de bioreporter, emite uma luz visivel verde azulada
guando em contatoc com certos poluentes e explosivos. De acordo com o
laboratdrio que o produziu, este sensor, por ser barato, pequeno, robusto,
nao requerer muita energia elétrica e por poder funcionar sem cabos a ele
conectados, pode ser colocado em lugares onde nenhum outro sistema
poderia. Além disso, pode ser construido de forma a responder muito
especifica e sensiveimente a determinadas substédncias e fambém a
transmitir um alarme a um receptor conectado a um computador. Espera-se
que tal sensor custe menos que US$ 1,00 por pega numa producdo em
massa (http://www.sciam.com/article.cfm?articlelD=00067164-2F23-1D5D-
S0FBB80OSEC5880000).

Com base nos diversos equipamentos disponiveis, pode-se efetuar
uma comparagao entre eles, disponibilizando-se, assim, uma facil
visualizagdo de suas principais caracteristicas, facilitando a selegéo do que
for mais conveniente em cada situagédo especifica (Tabela 4.1).



Tabela 4.1. Comparagéo dos diversos biomonitores apresentados.

Pouca eletrénica envolvida; facil cultivo
de organismos, verificagdo de natagéo
apenas na vertical

Comportamento de natagédo por
sensores de infravermelho

Teste Dindmico de Daphnia Daphnia

Sensivel para herbicidas. Serve
também para identificar grupos de
_algas na amostra

Algas Variagdo na atividade fotossintética
(varias espécies) (fluorescéncia)

bbe Algae toximeter

Reproduz estagcdo de tratamento por
lodos ativados

Stiptox Microorganismos Consumo de oxigénio

Bivalves Freqléncia e amplitude de abertura Trabalha com espécies locais. Também
(varias espécies) de valvas trabalha com aguas marinhas

MusselMonitor®

| Peuxes of Vehflcagao
(varias espécies) digitalizacdo de imagem sentidos

bbe Fish toximeter

a

Conversdo de impedancia - Campo Trabalha com vérias espécies inclusive
bioelétrico gerado por atividade simultaneamente. Também trabalha em
neuromuscular aguas marinhas

Qualquer um que

Multi Freshwater Biomonitor caiba na cAmara

31
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5. APLICAGOES DE BIOMONITORAMENTO AUTOMATICO

A adequacao do uso de equipamentos automaticos noc monitoramento
da qualidade da agua tem 0 mesmo arsenal de argumentos favoraveis ao
uso de respostas bioldgicas obtidas nos testes de toxicidade classicos,
apresentados por inumeros autores. Apesar de nao fornecerem informacéo
quantitativa ou qualitativa sobre um determinado agente quimico, sua forga
reside no fato de operarem continuamente, apresentarem respostas
rapidamente e detectarem um amplo espectro de substancias quimicas
(GERHARDT 1999b, KRAMER e FOEKEMA 2000).

Essa possibilidade pode servir para o gerenciamento dos recursos
hidricos de vérias formas. A primeira acepc¢do de uso, defendida por
CAIRNS e col. nos repetidos trabalhos publicados (CAIRNS 1975; CAIRNS e
col. 1973, 1975), refere-se ao controle da emissao de efluentes e dos corpos
receptores. Sistemas de monitoramento continuo instalados em industrias
dariam um aviso caso a toxicidade de seus efluentes excedesse a
normalidade ou o nivel permitido. Nesse caso, um controle interno,
automatico e induzido pelo préprio biomonitor reteria o efluente antes que
este fosse langado no corpo receptor, podendo ser retornado ao sistema de
tratamento ou conduzido a um tanque de contencdo. Com isso, 0 processo
gerador do efluente poderia ser analisado (quanto a possiveis erros de
operagao), reduzido ou parado, conforme o plano de contingéncia
implantado pelo sistema de gestao ambiental.

Uma outra forma de utilizagdo desse tipo de sinal seria o
gerenciamento da qualidade dos recursos hidriccs em termos de bacia
hidrografica ou considerando os diversos agentes poluidores de um rio.
Numa situacdo onde uma industria tenha tido problemas e lancado uma
carga téxica, duas agOes poderiam ser tomadas pelos gerenciadores do
manancial. Uma delas seria a contencdo de novos langcamentos ao corpo
receptor por parte das demais indUstrias usuarias do corpo receptor. Esse
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procedimento poderia reduzir a carga tdxica a ser suportada pela
comunidade aquatica. A outra ag¢do possivel, porém menos vidvel,
dependendo da distancia do local onde ocorreu o langamento irregular, seria
a liberagcdo de uma maior quantidade de agua do reservatério a montante,
resultando numa diluicio da carga téxica. Uma desvantagem desta agéo é o
efeito do maior volume de &gua e, portanto, do fluxo de &gua, na
comunidade adaptada ao ambiente menos turbulento, o que poderia resultar
num arraste de espécies, destruicdo de nichos e, dependendo da época,
desovas e larvas de peixes, fito e zoopléncton e demais organismos de vida
livre. Este conceito, portanto, envolve o gerenciamento de risco de acidentes
e a protecéo das comunidades aquaticas, que, dependendo do local, podem
constituir importante fonte de alimento, além dos beneficios relativos ao
tratamento dos residuos langados na agua.

Outra possibilidade de uso de tais equipamentos consiste na
avaliagdo continua da agua captada em estagcOes de tratamento para
consumo humano. Na Alemanha, biomonitores tém sido parte integrante de
todas as estacbes de controle da qualidade da agua para abastecimento
publico; assim, caso seja acusada a presencga de substancias quimicas em
concentragbes suficientes para causar efeito adverso aos organismos, tal
agua nao deve ser utilizada para consumo humano e, por isso, deve ser

interrompida a captacéo para este fim.

Segundo um levantamento feito pelo 6rgéo de protecdo ambiental do
Estado de Baden-Worttemberg e atualizado pelo Departamento de Meio
Ambiente e Saude de Hamburgo, Alemanha, obtido através de comunicagéo
pessoal com Christian Moldaenke (figura 5.1), um total de 65 equipamentos
de biomonitoramento continuo, entre os quais 14 toximetros e 13 “Testes
dindmicos com Daphnia” estéo instalados pelo pais. Considerando a Europa
como um todo, cerca de 30 desse ultimo estdo instalados em diversos
pontos de rios na Alemanha, Austria, Holanda e Bélgica (GUNATILAKA e
col. 2000).
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Evidencia-se aqui uma outra preocupagao que tem gerado demanda
por biomonitores: 0s ataques terroristas. Ha atualmente, decorrente do
ataque ao WTC de NY, em 11/09/2001, um temor por novos atentados.
Devido ao fato de que a rede publica de abastecimento atinge uma grande
guantidade de pessoas, essa € uma via a ser fortemente protegida contra o
lancamento de produtos quimicos altamente tdxicos, que em baixas
concentragbes podem causar graves problemas a sadde humana. Um
exemplo pratico de aplicacéo foi durante os Jogos Olimpicos de Inverno de
2002, em Salt Lake City, Utah, EUA. Naquele local, as quatro agéncias de
abastecimento de agua mais importantes decidiram instalar toximetros de
Daphnia e contam atualmente com seis desses equipamentos
(MOLDAENKE, comunicac&o pessoal).

Relacionadas a esse uso, novas tecnologias baseadas em
biossensores com especificidade para determinadas substancias utilizadas
em armas de destruicdo em massa vém se somar a capacidade de detecgéo
dos biomonitores (BUTTERWORTH e col. 2002).

Cabe ressaltar que a utilizagdo de organismos aquaticos é pertinente,
pois tais organismos sdo sensiveis e estdo continuamente expostos, o que
permite seu uso como indicador. Contudo, ndo ha relagido direta entre os
efeitos sobre os organismos aquaticos e aqueles sobre os seres humanos.
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Figura 5.1 — Distribuicdo de biomonitores em uso na Alemanha, Austria,
Bélgica, Sui¢ca e Holanda (Segundo Christian Moldaenke, comunicagéo
pessoal).
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6. RESULTADOS

O projeto inicialmente proposto previa a execugdo de diversos testes
com quatro substancias quimicas diferentes: cloreto de potassio (KCl),
cloreto de amoénio (NH4CI), dicromato de potassio (KoCr,0O;) e fenol. O
objetivo era a comparagdo das concentragdes toxicas detectadas pelo
aparelho bbe Daphnia toximeter com as obtidas através dos testes de
toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia, reconhecidamente sensiveis,
mas com tempo de duragdo de ensaio de sete dias. Embora os critérios de
avaliagdo de efeito sejam diferentes, tal comparacao deveria definir o nivel
de sensibilidade do equipamento em relagdo a um dado obtido por teste
tradicional reconhecido mundialmente no controle da poluigido. Era esperado
que esta abordagem trouxesse uma compreensdo do seu funcionamento e
que fosse criada uma base de dados primaria possibilitando seu uso e

aceitagao.

Todavia, devido ao fato do aparelho disponivel para testes ter
apresentado diversos problemas técnicos de funcionamento, a obtencao de
resultados validos foi restrita a apenas uma substancia: o cloreto de

potassio.

Os resultados obtidos experimentalmente com o bbe Daphnia

toximeter para o KCl sdo apresentados a seguir:
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Figura 6.1. Teste realizado em 26/12/2002, apresentando efeito com KCI 0,864 g/l.
Inicio de exposicéo as 16:31h e final as 17:29h.

Neste ensaio, é possivel indicar a diferenga na velocidade média como fator determinante do alarme obtido.
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Figura 6.2. Teste realizado em 16/12/2002, apresentando efeito com KCI 0,864 g/l.
Inicio de exposi¢ao as 15:58h e final as 17:58h.

Neste ensaio, as variaveis determinantes do alarme foram a velocidade e o nimero de organismos ativos.
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Figura 6.3. Teste realizado em 21/12/2002, apresentando efeito com KCI 0,864 g/l.
Inicio de exposigéo as 8:53h e final as 11:51h.

Neste ensaio tem-se novamente a velocidade e 0 niumero de organismos ativos como causadores do alarme.
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7. DISCUSSAO

7.1. Sensibilidade

Os dados apresentados nas diversas publicagées obtidas mostram
que os equipamentos disponiveis podem detectar baixas concentra¢des de
substancias quimicas das mais diversas naturezas e num curto espaco de
tempo. Entretanto, a ampliacdo da capacidade de predicdo de efeito deve
ser buscada através do conhecimento do leque de respostas apresentadas
pelos experimentos, como variancia, numero de testes realizados e
metodologia utilizada. Nenhum dos autores dos trabalhos cuja publicag&o foi
acessada apresentou tais informag¢des e, portanto, a confiabilidade dos

resultados fica prejudicada.

Embora a comparagdo entre os resultados obtidos nos testes
estaticos, tradicionalmente utilizados para se detectar a toxicidade aguda de
amostras de agua, efluente ou substancias quimicas, e nos dindmicos,
obtidos por meio dos biomonitores continuos, seja dificil, j& que os critérios
de avaliagao de efeito, bem como as metodologias utilizadas para expressao
dos resultados s&o diferentes, elas sdo uma importante forma de se avaliar a
aplicabilidade dos biomonitores, sua eficiéncia e representatividade na
deteccao de efeitos toxicos sobre os organismos aquaticos. Poucos autores
fizeram este tipo de comparacé&o, mas como forma de propaganda esta é
sempre o ponto chave de se mostrar a sensibilidade dos aparelhos.

As comparacdes mencionadas acima, entre os testes estaticos e os
dindmicos, mostram que, para determinadas substancias e espécies
utilizadas, a sensibilidade dos biomonitores € muito alta. Exemplos disso sdo
apresentados por HENDRICKS e STOUTEN (1993). Comparando os testes
estaticos e dinamicos com peixe (Leuciscus idus, Cyprinidae), estes autores
relatam uma diferenca para a amoénia de cerca de 23 vezes e para a 3,4
dicloroanilina de 40 vezes (Tabela 7.1). Entretanto, estes autores concluiram
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que as respostas obtidas pelo biomonitor utilizado com peixes estéo
proximas a concentragdo letal para estes organismos. No caso da
comparacgado dos testes com Daphnia, os estaticos demonstraram ser mais
sensiveis que os dindmicos. Contudo, os tempos de detecgdo foram
geralmente mais baixos que os dos testes estaticos (Tabela 7.2), o que traz
um grande avango quando se trata de se tomar providéncias relativas ao
gerenciamento de bacias ou corpos hidricos afetados por langcamentos
indesejados de poluentes. Ainda, é esperado que os testes dinamicos com
cladéceros sejam especialmente Uteis para compostos que tém efeito sobre
artrépodes em baixas concentracbes, tais como os inseticidas
organofosforados (HENDRICKS e STOUTEN 1993).

Tabela 7.1. Comparagdes de resultados obtidos por diversos autores entre
testes estaticos e din&dmicos com o ciprinideo Leuciscus idus,
segundoc HENDRICS e STOUTEN (1993). Diferencas de
sensibilidade acima de 1 mostram que os testes dinamicos sao
mais sensiveis que os estaticos. & (dia) = tempo de detecgdo em

dias.
. Estafttico_ Dinamico & Diferenca de sensibilidade
Substancia Lc(sr:é I:_;"a (mgi)  (dia) (Estatico/dinamico)
3,4 Dicloroanilina 20 0,5 0.8 40
Amonia 28 1,2 0.1 23,3
Cadmio 0,68 0,3 0,8 2,7
Disulfoton 10 7 0,8 1.4
Endosuilfan 0,006 0,005 1 1,2
Endrin 0,012 0,015 1 0,8

LAS 7,5 54 3,2 1.4
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Tabela 7.2. Comparagfes de resultados obtidos por diversos autores entre
testes estéticos e dindmicos com o cladécero Daphnia magna,
segundo HENDRICS e STOUTEN (1993). Diferencas de
sensibilidade acima de 1 mostfam que os testes dinamicos séo
mais sensiveis que os estaticos. & (dia) = tempo de detec¢do em

dias
- Estético_ Din&mico . _—
Substéncia LCS0; 1 dia (mg/L) (d?a) an(e(rg:tcg‘:ig:’g;r;sr:gggade
(mgiL)

3,4 Dicloroanilina 0,7 36 1.1 0,2
Cadmio 0,13 0,36 0,4 0,36
Clorofenol 0,002 0,008 0,3 0,25
Diazinon 0,002 0,008 0,3 0,25
Disulfoton <0,060 0.1 0,5 ~0,6
Endosulfan 0,51 0,4 0,5 1,3
Paraquat 4,8 >7.4 0,5 ~0,6
LAS 7.8 0,48 0,1 16,25
Paration-etil 0,002 0,005 0,1 0.4
Paration-metil 0,004 0,005 0,2 0,8
Pentaciorofenol 1.1 0.28 0,6 3,9
Thiomethon 8,2 0,4 0,5 20,5

GERHARDT (2000) estudou diversas espécies para utilizagdo em seu
“Multi Freshwater Biomonitor”. Algumas delas apresentaram reacdo a
concentragdes cerca de 100 vezes mais baixas no teste dindmico que no
teste estatico, ambos avaliando padrdo de comportamento (Tabela 7.3).
Deve ser feita a ressalva de que apenas metais foram testados por esta

autora.
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Tabela 7.3. Comparacdo dos dados obtidos para diferentes espécies de
artropodes e gastrépodes avaliando padrdo de comportamento

em testes estatico e dindmico. Diferencas de sensibilidade acima

de 1 mostram que os testes dinamicos s&o mais sensiveis que

os estaticos (GERHARDT 2000).

. . Estético Dinﬁmico Diferen a de
Substéncia Espécie (120h) (120h) se nsibil‘i}d ade
mg/l mg/| (Estatico/dindmico)
A L. marginata
Cadmio (Ephemeroptera) 5 20,05 100
P. flavomaculatus
(Trichoptera) >2500 =100 25
B. niger
Chumbo (Ephemeroptera) 1 0,01 (72h) 100
L. marginata
(Ephemeroptera) 1.3 20,5 2,8
G. pulex
>0,5 20,01 (1h 50
(Crustacea) 0 1(1hy
Cobre A auriculeta —q 4o 96 h) 0,046 3.9
(Ephemeroptera)
. st 7
B. stenochorias 0,07 (96h) >0,06 12
(Gastropoda)
Ferro L. marginata 63,5 (pH 4,5) 40,2 16
(Ephemeroptera) 98 (pH 7,0) 70,0 1,4

Além destes trabalhos, o de LITTLE e col. (1985) apresentou

avaliagdes comportamentais em toxicologia aguatica, numa abordagem nao

relacionada a biomonitores. Os dados foram obtidos para diversas espécies

de peixes e diferentes varidveis comportamentais tais como atividade

locomotora, alimentar, reprodutiva etc. Alguns exemplos de resultados

obtidos para alteragdes na atividade locomotora sdo apresentados na Tabela

7.4 e mostram que, para algumas substancias, ha diferenca no tempo de

percepcdo de efeito, enquanto que, para outras,

concentracéo detectada.

ha diferenca na
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Tabela 7.4. Resultados apresentados em revisdo de LITTLE e col. (1985).
Diferencas de sensibilidade acima de 1 mostram que os testes
que avaliam o comportamento sdo mais sensiveis que 0s
estaticos. © (h) = tempo de detecgdo em horas

Conc. Conc. que afeta

Composto Espécie (::taI:) (i}) compor(:amento ‘i}) s[)el;esrii?l‘i}c?a(c’iee
(f\’) (mgh) (AB)
(B)

Amoénia M. salmoides 10 23 0,5 16 20
Cobre M salmoides 1,0 18 0,1 6 10
Diquat S. gairdnerni 90 24 0,5 24 180
Fenitrotion  O. kisutch 1,3 96 0,46 2 2.8
Fenol M. salmoides 10 7 1 5 10
Lindane S. gairdneri 0,060 4-8 0,060 0,75 1
Simazine S. gairdneri >200 24 1 24 200

Outros trabalhos disponiveis que avaliaram biomonitores n&o
apresentam dados de comparagdo da mesma forma como o fizeram os
elencados anteriormente. Porém, podem ser apresentados como forma de
comparagéo de sensibilidade entre aparelhos e diferentes sistemas (Tabela
7.5).

Tabela 7.5. Comparacéo entre dados disponiveis de diversos biomonitores.

& (min) = tempo de detecgdo em minutos.

Substancia Gymnotox® Bio-Sensor® bbe Daph tox® Ecotox*
Conc. & Conc. S Conc. D Conc. D
(aM) (min) (ug/H)  (min) (ug/H  (min) (g (min)
Cianeto 35 24 - - <10 - 41000 8,5
Cobre - - 50 15 <0,25 - - -
Fenol 1000 35 500 17 - - - -
Formaldeido - - 500 20 - - 27100 8,5
PCP - - 140 33 - - 3000 8,5
Prata - - - - 1 - 540 8,5
Tricloroetileno 600 104 5 <60 - - - -
Zinco - - 100 15 - - 164000 8,5

1 - [hitp://pro.wanadoo.fr/er.ingenierie/gymnotox2.htm] (acessado em 15/04/2004)
2 - GRUBER e RASNAKE 1999

3 — CHRISTIAN MOLDAENKE (comunicagdo pessoal)

4 — TAHEDL e HADER 2001
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Como podem ser observados nas tabelas anteriores, os dados séo
poucos e dificilmente comparaveis, sendo necessaria uma padronizacdo que
possibilite um confronto mais adequado das metodologias aplicaveis
atualmente no biomonitoramento automatico. Contudo, é notéria a tendéncia
de deteccdo de efeitos tdxicos mais rapidamente quando se utilizam
variaveis comportamentais, o que esta de acordo com as afirmagdes de
WARNER (1967) e BLAXTER & HALLERS-TJABBES (1992), citados por
GERHARDT (1996).

Os resultados obtidos nos poucos ensaios validos do presente estudo
maostram que a concentracdo detectada estéd na faixa de letalidade obtidas
por BAER e col (1999) para Daphnia. Isto pode ter ocorrido pela
caracteristica da substancia que atua no equilibrio osmético celular de forma
bastante rapida. Estes dados entram em concordancia com aqueles
apresentados para o biomonitor com peixes por HENDRICKS e STOUTEN
(1993).

Para ampliar a discussdo acerca do padrédo geral de resposta do
toximetro é necessaria a realizagdo de ensaios com outras substancias,
inclusive de grupos diferentes. Ressalta-se que GERHARDT (2000) também
utilizou apenas dados dos efeitos de metais para divulgacdo do Multi
Freshwater Biomonitor e seria importante, para um melhor esclarecimento
acerca das propriedades deste equipamento, que a autora também
fornecesse dados com substancias de diferentes grupos.

Apesar da primariedade dos dados, evidencia-se que a ‘“ultra-
sensibilidade” do bbe Daphnia toximeter, termo utilizado no titulo do estudo
de LECHELT e col. (2000), ndo reside na concentracdo detectada, mas na
velocidade de detecgdo do agente quimico na agua, ja que é possivel obter
resultados em menos de duas horas de exposi¢cdo. Ressalta-se que estes
autores também néo apresentaram dados para a avaliagdo da sensibilidade
do aparelho, dando apenas dois exemplos de resposta a pesticidas,
triclorfon e pendimetalin.
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7.2. Relevéncia ecolbgica

Um ponto a ser considerado na escolha do tipo de equipamento ou
mesmo na escolha da espécie e abordagens € o mito da espécie mais
sensivel como o melhor indicador ambiental (CAIRNS 1986). Segundo este
autor, a sensibilidade de uma espécie é fungdo de diversos fatores inter-
relacionados, como condicdes ambientais, estado de saude, interagbes
competitivas. Portanto, a capacidade de predi¢cdo e ndo a sensibilidade deve
ser o assunto primordial a ser considerado quando se analisa a utilidade final

de qualquer método ecotoxicolégico (CAIRNS 1986).

Essa discussdo ndo é recente e ndo sdo muitos os que defendem
esta abordagem. A raz&o para a busca de espécies sensiveis € a facilitacdo
e 0 barateamento do processo de avaliacdo, jA que a implementagao
rotineira de biomonitoramento requer o atendimento de certos requisitos
praticos que tornem factivel sua execugdo. Além disso, o uso de espécies
mais sensiveis garantiria a protegdo das demais espécies do corpo hidrico

receptor dos lancamentos.

Nesse caso, 0o uso de espécies locais, sensiveis e pertencentes a
diferentes niveis tréficos, poderia dar informagdo mais significativa
(GERHARDT 1999b). Porém, afirma CAIRNS (1981), ha pouco ganho em
relagéo ao uso de apenas uma ou duas espécies padronizadas, ja que ha
que se pensar que um organismo vive em uma biocenose e, portanto,
interage com outros ele‘mentos desta esfera mesmo sob efeito de um agente
estressor, e que estas inter-relagbes interferem na forma como cada

individuo reage.

Para reduzir esta “falta de realismo ecoldgico’, apresentam-se
disponiveis trabalhos como os de MORGAN e col. (1987) e GERHARDT
(1999b), que estudaram o uso de mais de uma espécie, concomitantemente,
na medigdo continua de toxicidade e concluiram que tal acdo é
indispensavel para um monitoramento adequado e abrangente. Uma outra
possibilidade seria trabalhar ndo apenas com um, mas uma bateria de
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biomonitores, utilizando, como sensores, espécies de diferentes grupos
ecolégicos. Esta situagdo é bastante freqlente nos paises europeus e norte-
americanos, que fazem uso de biomonitores com cladéceros, peixes e algas,
simultaneamente, nos pontos de monitoramento. Como exemplo, pode ser
citado o trabalho de PENDERS e STOKS (1999) da WRK Water Works,
Paises Baixos.

7.3. Controle de qualidade anallitica

Em nenhum dos trabalhos de apresentagdo e aplicagdo do
biomonitoramento automatico é fornecida indicagéo de como se fazer um
controle do funcionamento dos biomonitores instalados nos pontos de
monitoramento. A verificagdo peridédica da sensibilidade do equipamento
deve ser realizada para se ter certeza acerca do seu funcionamento. Uma
forma de verificagdo e apresentacdo destes resultados pode ser a
elaboracdo de uma carta-controle, utilizando-se uma substéncia de
referéncia conhecida e plotando-se o tempo de deflagragdo do alarme em
funcdo da concentrag@o definida que causa efeito. Com isso, uma base de
dados seria criada e o aparelho, testado periodicamente, o que aumentaria a
confiabilidade das respostas obtidas nos eventos detectados durante o
monitoramento continuo.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de ndo haver muitos dados disponiveis acerca da
sensibilidade dos equipamentos comercializados, um grande movimento na
area de biomonitoramento continuo pode ser percebido pela freqiéncia dos
seminadrios, congressos e reunibes onde se discute o tema. Com isso,
espera-se que num futuro préximo ndo s6 haja uma maior afirmagéo no
mercado de tal tecnologia como também sejam executados trabalhos de
avaliacéo critica com rigor cientifico do funcionamento dos equipamentos
para que sejam estabelecidas uma base sélida de conhecimento e a
confiabilidade necessarias para um usc difundido. Desse modo, garantir-se-
a uma rede de monitoramento capaz de prover, efetivamente, os 6rgaos
responsaveis pela protegdo do patrimdnio natural de ferramentas eficientes
na deteccdo de substancias téxicas que colocam em perigo a presencga de

vida aquatica em determinados corpos hidricos.

8.1. Necessidades

Devido ao fato de o0s equipamentos atuaimente disponiveis no
mercado serem importados, ha a necessidade de se estabelecer contratos
de manutengio para a assisténcia técnica especializada ja que, como todos
os equipamentos computadorizados, estdo sujeitos a falhas e ajustes que
demandam um grande conhecimento acerca do seu funcionamento, o que
nem sempre é conseguido faciimente do fabricante; mas, o mais importante
é criar um canal local direto para a obtencdo de peg¢as de reposicdo e
servicos, agilizando e facilitando o processo de suporte.

Qutro aspecto importante € o estabelecimento de uma politica de
tomada de decisbes baseadas nos resultados produzidos pelos
biomonitores. Devido ao fato de que os tomadores de decis&do ainda ndo tém
a confianga necessaria na capacidade de predi¢do de impactos dos testes
biolégicos, é preciso mostrar, com eficiéncia, a capacidade que os
biomonitores tém de indicar a presenca de substancias quimicas no meio
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hidrico. Com isso, evita-se o embate nos momentos criticos acerca da

veracidade dos efeitos demonstrados.

Um detalhne que deve ser considerado é o estabelecimento da
sensibilidade e operagdo do biomonitor adequada ao corpo receptor em
avaliagdo. Sensibilidade elevada para corpos receptores poluidos significa a
constante deflagracdo de alarmes ou operac@o inadequada. Além disso, €
preciso considerar se a espécie escolhida suporta em algum nivel a carga
téxica ja existente no local para que se possam obter resultados relevantes e

utilizaveis.

8.2. Questbes a serem respondidas sobre o bbe Daphnia toximeter

Por ser uma metodologia de andlise nova, uma série de questbes
precisam ser respondidas para que haja aceitacdo e confiabilidade dos
resultados através dela obtidos. Apesar do funcionamento do bbe Daphnia
toximeter mostrar sensibilidade adequada, algumas duvidas sdo levantadas
quanto a aspectos biolégicos que podem ter influéncia nos resultados e,

portanto, na deflagracdo de alarmes, quais sejam:

e Por estarem sob iluminagdo continua os organismos ficam em
atividade durante todo o periodo de exposi¢do. Existe influéncia
significativa deste aspecto na sensibilidade dos organismos ao longo

do periodo de exposicéo?

¢ Nos testes de toxicidade tradicionais foi padronizada uma idade para
a execucgéo de ensaios. Os diversos autores que avaliaram a idade
adequada para a exposicdo nos toximetros recomendam o uso de
organismos com cerca de 48h de idade. Ao longo da exposi¢ao a
amostra, a sensibilidade no sétimo dia é similar aquela do primeiro dia

de exposicao?
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¢ Ha a recomendacgao por parte do fabricante de que os organismos
sejam expostos ao meio a ser analisado antes de serem colocados
nas camaras de exposi¢do. E que, em laboratério, deve-se aguardar
pelo menos 24 horas antes da exposi¢cdo ao agente téxico. No caso
de testes in situ, tal procedimento n&do deveria também ser realizado
através do uso de uma segunda cémara de exposicdo que
permanecesse em avaliagdo mas fora de foco até que estivesse
estabelecido o padrdo normal de natagcdo para a agua naquelas

condigdes naturais?

Por fim, & preciso dizer que ha mais de 30 anos ja se falava de
problemas e solugdes relacionados com o monitoramento da qualidade da
agua. Muitos problemas foram solucionados, mas a complexidade dos
impactos da producdo humana na natureza tém sido cada vez maiores.
Entretanto, como disse Jay Forrester em 1971, a quantidade de
conhecimento acumulado é suficiente para um adequado gerenciamento e
desenvolvimento ambiental e social. S6 nos resta voltar nossos olhos para

ele e colocar em pratica aquilo que foi estudado.
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