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RESUMO

GERALDES, Larissa. L. Eficiéncia da radiacdo ionizante na reducdo da toxicidade
da Microcistina de Microcystis aeruginosa para Hyalella azteca. 2021. Dissertacao
(Mestrado em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares -
IPEN - CNEN/SP. Séo Paulo.

O crescente despejo e acumulo de matéria organica e nutrientes nos corpos hidricos
possibilitam o processo de eutrofizagdo. As principais causas desse enriquecimento sao
as descargas de esgotos domeésticos e industriais sem o devido tratamento. A
eutrofizacdo pode levar a ocorréncia de floraces de cianoficeas, resultando em efeitos
ambientais, econdmicos e sociais. A ocorréncia de floracbes de cianobactérias em
corpos d'agua utilizados para abastecimento humano representa riscos para a populacdo
devido a capacidade desses microrganismos de produzir metabolitos, como as
cianotoxinas. Por essa razdo, diversos trabalhos tém demonstrado interesse em estudar
formas de minimizar a contaminacdo de aguas por cianotoxinas. Estas toxinas sdo
solGveis em agua e ndo sdo adequadamente removidas pelo sistema de tratamento de
agua para fornecimento publico, sendo necessarios tratamentos auxiliares que
possibilitem essa remocdo. Para a avaliacdo do potencial de riscos das cianotoxinas para
a biota dos reservatdrios onde ocorre a floracdo das cianobactérias, o anfipode Hyalella
azteca foi 0 organismo aquatico selecionado para a realiza¢do dos ensaios de toxicidade.
O objetivo deste trabalho foi otimizar o cultivo de Hyalella azteca em condigdes de
laboratdrio e avaliar sua taxa de reproducdo, a sobrevivéncia e a longevidade, bem
como avaliar os efeitos agudos de amostras de Microcystis aeruginosa, por meio de
ensaios ecotoxicoldgicos, empregando a radiacdo ionizante como tecnologia auxiliar
para minimizar os efeitos das toxinas nos organismos a ela expostos. Os organismos-
teste foram expostos a suspensao de cianobactérias do género Microcystis para avaliar a
toxicidade de cianotoxinas para Hyalella azteca quando submetido a diversas
concentragcfes de suspensdo de cianoficeas em meio de cultivo ASM-1. As solugdes
foram irradiadas em acelerador de elétrons, e as doses estabelecidas em 2,5, 5 e 10 kGy.
Em ensaios preliminares foram obtidos valores de CL50 de 3,66% para o efeito de
toxicidade aguda ao ser exposto a suspensdo de cianobactérias contendo Microcystis
aeruginosa. Do tratamento com radiacdo ionizante com dose de 2,5 kGy ndo houve
reducdo da toxicidade aguda para o organismo-teste. Entretanto, as doses de 5 kGy e 10
kGy reduziram a toxicidade de Microcystis aeruginosa para 0S 0rganismos expostos.
Foi possivel observar que as concentracdes-teste 10% e 20% das amostras tratadas
apresentaram diminuicdo da toxicidade para o organismo Hyalella azteca quando
comparadas a amostra ndo irradiada. Quando comparados os valores médios de CL50
de exposicdo a suspensdo de cianoficeas (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo
ASM-1 irradiado e ndo irradiado para Hyalella azteca é possivel verificar que a
solugéo-teste nédo irradiada apresentou maior grau de toxicidade (CL50 de 4,58 +
1,47%). Esta circunstancia caracteriza uma reducdo evidente da toxicidade da amostra,
apos ser submetida a radiacdo por feixe de elétrons. A dose de 10 kGy (CL50 de 31,01
+ 5,60%) se mostrou mais eficaz, em relagédo a dose de 5 kGy (CL50 de 14,55 * 6,66%).

Palavras-chave: H. azteca; M. aeruginosa; radiacdo ionizante; toxicidade.



ABSTRACT

GERALDES, Larissa. L. Efficiency of ionizing radiation in reducing the toxicity of
Microcystin from Microcystis aeruginosa for Hyalella azteca. 2021. Dissertacdo
(Mestrado em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares -
IPEN - CNEN/SP. Séo Paulo.

The increasing dumping and accumulation of organic matter and nutrients in water
bodies make the eutrophication process possible. The main causes of this enrichment
are the discharge of untreated domestic and industrial sewage. Eutrophication can lead
to the occurrence of harmful cyanobacterial blooms, causing environmental, economic
and social effects. The occurrence of cyanobacterial blooms in water bodies used for
human supply represents risks to the population due to the ability to produce
metabolites, such as cyanotoxins. For this reason, several studies are interested in
developing ways to minimize water contamination by cyanotoxins. These toxins are
soluble in water and are not removed by the biological water treatment system for
public supply, requiring auxiliary treatment to enable this removal. To assess the
potential risk of cyanotoxins to the biota of reservoirs where cyanobacterial blooming
occurs, the amphipod Hyalella azteca was the aquatic organism selected for the
bioassays. The objective of this work was to optimize the cultivation of Hyalella azteca
under laboratory conditions and to evaluate its reproduction rate, related and longevity,
as well as to evaluate the acute effects of Microcystis aeruginosa, through
ecotoxicological tests using ionizing radiation as auxiliary technology to minimize the
effects of these organisms. The test organisms were exposed to the aqueous solution
containing the cyanobacteria of the genus Microcystis to evaluate a cyanotoxin toxicity
for Hyalella azteca when subjected to different rates of algal suspension in ASM-1
culture medium. The solutions were irradiated in an electron accelerator, and the
common doses in 2.5, 5 and 10 kGy. In preliminary tests, LC50 values of 3.66 % were
obtained for the effect of acute toxicity when exposed to the aqueous solution
containing the cyanophyte Microcystis aeruginosa. From the treatment with ionizing
radiation with a dose of 2.5 kGy, there was no reduction in acute toxicity to the test
organism. However, doses of 5 kGy and 10 kGy reduced the toxicity of Microcystis
aeruginosa to exposed organisms. It was possible to observe that the test concentrations
10% and 20% of the treated samples showed a decrease in toxicity to the Hyalella
azteca organism when compared to the non-irradiated sample. When comparing the
mean values of LC50 of exposure to algal suspension (Microcystis aeruginosa) in
irradiated and non-irradiated ASM-1 culture medium for Hyalella azteca, it is possible
to verify that the non-irradiated test solution presented a higher degree of toxicity (LC50
of 4.58 £ 1.47 %). This circumstance characterizes an evident reduction in the toxicity
of the sample, after being submitted to radiation by electron beam. The dose of 10 kGy
(LC50 of 31.01 + 5.60 %) proved to be more effective, in relation to the dose of 5 kGy
(LC50 of 14.55 + 6.66 %).

Keywords: H. azteca; M. aeruginosa; lonizing radiation; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A perda da qualidade das aguas no Brasil é ocasionada por diversos fatores,
como a deficiéncia em saneamento e tratamento de esgotos, o que vem causando a
eutrofiza¢do de corpos d’agua, na maioria dos estados brasileiros. Os nutrientes que se
concentram em reservatérios de &guas para abastecer a populacdo favorecem a
ocorréncia de floragdes de cianoficeas que, por sua vez, podem introduzir as
cianotoxinas no ambiente aquatico, um produto de seu metabolismo. As principais
fontes desse enriquecimento tém sido identificadas como as descargas de esgotos
domeésticos e industriais dos centros urbanos e das regiGes agriculturaveis (Zagatto &
Bertoletti, 2008). Essas toxinas podem matar animais silvestres e domesticos, causar
doencas e mesmo a morte em humanos pela exposicdo e/ou consumo de aguas
contaminadas pelas cianotoxinas. Observamos a proliferacéo de cianoficea (Microcystis

aeruginosa) em ambiente natural decorrente de eutrofizagdo do meio hidrico (Figura 1).

Figura 1 — Abibe mascarado (Vanellus miles) forrageando a beira sudoeste do Lago
Albert (Australia), sob efeito de proliferacdo de cianoficea Microcystis aeruginosa, a
coloracdo da &gua comumente se da pela presenca das cianoficeas e/ou algas verdes.
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Diversidade de algas e organismos do zooplancton € normalmente
encontrada em rios e reservatorios em boas condigdes, entretanto, a poluicdo modifica a
estrutura das comunidades aquaticas pela perda de diversidade em espécies e
favorecimento de outras como no caso das cianoficeas (Mowe et al, 2014; Piccin-Santos
& Bittencourt-Oliveira, 2012).

O impacto da poluicdo aos organismos Vivos nos ecossistemas representa
um papel de destaque nas areas tropicais, como as localizadas no Brasil, pois seus
indices de degradacédo de habitat e perda de biodiversidade sdo excepcionalmente altos,
entre eles o ambiente aquéatico, assim como os elementos que compdem os complexos
ecoldgicos incluindo a diversidade entre espécies e de ecossistemas (Pringle, 2020).
Foram registradas as ocorréncias de pelo menos 20 espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas, incluidas em 14 géneros, em diferentes ambientes aquaticos
brasileiros (Sant’Anna & Azevedo, 2000). A espécie Microcystis aeruginosa apresenta
a distribuicdo mais ampla no Brasil e Anabaena é o género com maior numero de
espécies potencialmente tdxicas, tais como, A. circinalis, A. flos-aquae, A. planctonica,
A. solitaria e A. spiroides (Agujaro, 2007; Manach et al., 2019).

A extensdo e frequéncia de floracBes de cianobactérias estdo se expandindo,
acompanhando atividades antropicas e alterac@es climaticas (Funari et al. 2012; Paerl &
Otten 2013). Com o proposito de exemplificar, podemos citar a distribuicdo de
microcistinas produtoras de Microcystis (MC), devido as fortes chuvas e inundag6es, ja
se espalhou por vérios estudrios, nos EUA e na China, onde muitos vegetais de
aquicultura estdo localizados, com possiveis consequéncias para a producdo pesqueira.
(Funari et al. 2012; Manganelli et al. 2012; Preece et al. 2015).

Um aspecto relevante e em funcdo da presenca das cianotoxinas € o estudo
empregando ensaios ecotoxicoldgicos, uma vez que quanto mais se conhece sobre a
sensibilidade dos organismos frente as cianotoxinas mais facil sera avaliar as causas de
ocorréncia de mortandade de animais em rios, lagos e em reservatorios, além de

prevenir as florac6es de cianobactérias, com o controle da polui¢do das &guas.

Ao compreender sobre a toxicidade e demais impactos causados pelas
floragdes de cianoficeas, se faz necessario o desenvolvimento de tecnologias auxiliares
para minimizar os efeitos das cianobactérias nos ecossistemas e proporcionar a reducao

das cianotoxinas da agua utilizada para o consumo humano, consequentemente,
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resultando em beneficios para a satde pablica. Para isso, este estudo visou ao emprego
da radiacdo ionizante para o controle das cianobactérias e ampla aplicacdo dos ensaios

ecotoxicoldgicos.
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1.1 Objetivos

e Otimizar o cultivo de Hyalella azteca em condigdes de laboratorio e avaliar a taxa
de reproducdo, sobrevivéncia e longevidade dos organismos.

e Determinar o efeito toxico da cianotoxina microcistina para Hyalella azteca, um

anfipode que depende dos sedimentos.

e Determinar a eficacia da irradiacdo, com feixe de elétrons, para a reducdo da
toxicidade da suspensdo de cianobactérias (Microcystis aeruginosa) em meio de

cultivo ASM-1 para 0s organismos expostos.

e Determinar a dose ideal de radiacdo, bem como as condigdes de irradiagdo para a
reducdo da toxicidade da suspenséo de cianoficeas para Hyalella azteca.



16

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Poluicdo das aguas e o fenbmeno da eutrofizacao

A poluicdo das dguas com compostos orgénicos acarreta o fendmeno da
eutrofizacdo, sendo este caracterizado pelo aumento da quantidade de nutrientes na
agua, favorecendo a proliferacdo de microrganismos como algas e bactérias. Em certos
casos, as algas que proliferam produzem toxinas, que causam impactos ambientais,
econdmicos e sociais. Essa ocorréncia pode estar associada as agdes antropicas no meio
ambiente, como a liberacdo de esgotos e lixo em rios e oceanos ou a utilizacdo de
agrotoxicos na lavoura, 0s quais sdo disponiveis no ambiente aquatico por meio da
lixiviagéo (Figura 2).

Figura 2 — Esquema representando as fontes de contaminacdo do meio hidrico, em que
A) representa os lixiviados de residuos; B) a aplicacdo de agrotoxicos; C) os efluentes

liquidos industriais; D) os efluentes domésticos; E) a proliferacdo de algas e bactérias
devido a eutrofizagdo do corpo d’agua; F) bioacumulagdo e G) biomagnificagao.

Fonte: Adaptado do livro Ecotoxicologia Aquatica (Zagatto & Bertoletti, 2008).
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Entre os efeitos ambientais dos poluentes nas &guas podemos citar a
alteracdo da turbidez e a reducdo do oxigénio dissolvido na agua (OD), tornando o
ambiente indspito para as populacdes aquaticas de organismos aerobicos (Smith &
Schindler, 2009). Além disso, a populacdo local é afetada economicamente e
socialmente, pois o corpo hidrico e o consumo de animais presentes no mesmo tornam-

se inviaveis para consumo humano.

No Brasil e na maioria dos paises em desenvolvimento, a maior parte do
esgoto bruto (tanto doméstico, industrial como efluentes de sistema de cultivo) é
lancado sem tratamento prévio nos cursos d’adgua. Quando had rede de coleta e
tratamento de efluentes a industria deve tratar seu efluente e obrigatoriamente enviar
para o tratamento ofertado pelo municipio, no caso da cidade de Sao Paulo, nas estacfes
de tratamento de esgoto (ETES) da Companhia de Saneamento Béasico do Estado de Séo
Paulo (SABESP) (Zanini et al., 2010). O excessivo aporte de matéria organica e outros
poluentes tém sido relatados como os principais responsaveis pela eutrofizacdo de
grande variedade de ambientes dulcicolas, gerando preocupacdo crescente com alto grau
de poluicdo (Tundisi et al., 2006).

O elevado periodo de retencdo de agua nas represas beneficia o
desenvolvimento das cianobactérias, visto que, como estas apresentam taxas de
crescimento menores do que as observadas em muitas espécies de algas, elas exigem
aguas com baixa turbuléncia para que possam gerar floragfes (Chorus & Welker, 2021;
Nalewajko & Murphy, 2001). Entretanto, as espécies de cianobactérias se estabelecem
em um corpo d’agua devido a um conjunto de estratégias adaptativas que as tornam
competitivas nos ecossistemas aquaticos (Sant'anna et al., 2008) e que séo bastante

influenciadas por fatores ambientais como temperatura, luz e nutrientes.

Como exemplo de alteracdo da qualidade sanitaria causadas pela
proliferacdo de cianoficeas, se faz de grande importéncia citar a crise no abastecimento
de agua ocorrida no inicio de 2020, no qual cerca de 9 milhdes de habitantes da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro dependentes do Sistema de Agua Guandu receberam
agua com problemas de sabor e odor. No Brasil, se somam a essas demandas 0s niveis
indesejaveis de saneamento basico, refletindo diretamente na qualidade e

disponibilidade da agua para os diferentes usos. Nesse contexto, 0 servigo ecossistémico
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de regulacdo hidrica pela diluicdo de efluentes em corpos hidricos é de suma
importancia para a qualidade de vida das populacbes (Sotero-Martins et al, 2020;
Xavier, 2020).

Para compreender os riscos ecoldgicos causados pelos efluentes liquidos
industriais, podemos citar o estudo que avaliou a toxicidade da alga Scenedesmus
obliquus induzida por efluentes de tingimento téxtil. Foram analisados 0s seguintes
indicadores de toxicidade de tingimento téxtil em algas: estado fisioldgico
(crescimento), bioquimico (sintese de clorofila-a), atividade de superdxido dismutase e
nivel estrutural (integridade da membrana celular). De acordo com o estudo, devido ao
estresse celular causado pela toxicidade do efluente, ocorreu peroxidacdo nas células,
assim destruindo os cloroplastos e, consequentemente, inibindo a sintese de clorofila e
reduzindo a fotossintese. Ademais, com aumento do tempo de exposicdo, danos
irreversiveis as algas podem causar tanto a letalidade destas quanto a incapacidade de
reproducéo. Os resultados obtidos no estudo podem auxiliar na compreenséo dos riscos
ecologicos de efluentes industriais por meio de testes com algas causados por TDE
(efluentes de tingimento téxtil) (Cai et al., 2020).

Além disso, o fosforo (P), disponivel em abundancia no ambiente aquatico
eutrofizado, é responsavel pelo crescimento das algas e pelas mudancas estruturais nas
comunidades de algas, portanto, a diferenca na disponibilidade deste elemento para as
algas pode alterar a estrutura da comunidade. Com intuito de analisar a competicdo
intraespecifica entre duas cianobactérias formadoras de floragcBes, Microcystis
aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii, um estudo indicou que uma competigédo
por fésforo em excesso no ambiente devido eutrofizacdo pode acarretar em vantagens
para a dominancia de C. raciborskii em aguas naturais com limitacdo de fosforo
inorganico dissolvido ou abundancia de fésforo organico dissolvido, consequentemente,

suprimindo a floracéo da outra espécie (Bai et al., 2020).
2.2 ImplicacOes das toxinas de cianobactérias nos seres vivos

As cianobactérias integram-se no grupo das Eubactérias, divisdo
Cyanophyta, constituida pelas cianoficeas, também conhecidas como cianobactérias,
que representam um grupo monofilético (originadas de um ancestral comum), possuem
a clorofila-a, podendo apresentar como pigmentos as ficobiliproteinas, os quais sdo

pigmentos acessorios e reserva de nitrogénio (De Paula et al., 2007).
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Uma caracteristica importante das cianobactérias é a sua capacidade de
produzir determinados metabodlitos secundarios denominados genericamente de
cianotoxinas (Carmichael, 1992). Ao observar a distribuicdo global de cianotoxinas
relatadas, as microcistinas representam 62% dos relatos notificados (Figura 3). As
cianotoxinas podem ser classificadas, de acordo com seu mecanismo de toxicidade em
animais em trés classes principais: as hepatotoxinas, as dermatotoxinas e as

neurotoxinas.

Figura 3 — Distribuicao global de cianotoxinas relatadas.

N/A || NOD
Cianotoxinas relatadas | Nimero total de relatos 6%
Cilindrospermopsina (CYN) 107
Anatoxina-a (ATX) 100
Saxitoxina (STX) 923 ATX
Razdes desconhecidas 997,
{grupo de clanotoxinas nio 67
especificado) (UR)
Metabélitos téxicos de
cianobacténias nio 33
analisadoes (N/A) CYN
Nodularina (NOD) 19
Total 1118

Fonte: Svircev et al., 2019.

Os primeiros estudos realizados por meio de bioensaios com ceélulas de
cianoficeas coletadas em floragdes, principalmente da espécie Microcystis aeruginosa,
demonstraram a presenca de microcistina, uma toxina que causou sérios danos ao figado
(palidez, frequentemente manchado e ndo sangrava na incisdo) e letalidade de
camundongos testados (Hughes el al., 1958). A representacdo dos danos ao figado pode

ser observada na Figura 4.

Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura do figado normal e ap6s o efeito da
microcistina no tecido hepatico.
Figado normal

Figado ap06s o efeito de microcistinas

f
J

HEPATOCITOS

Fonte: Carmichael, 1994.
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O estudo realizado na Regido da Barra da Tijuca no Rio de Janeiro, para
avaliar a qualidade hidrica da Lagoa de Jacarepagud, tendo em vista o acelerado e
intensificado processo de eutrofizagéo, associado a falta de infraestrutura de saneamento
béasico, apresentou uma elevada abundancia zooplanctonica, com baixa diversidade de
espécies. Uma das consequéncias da eutrofizacdo nesse ambiente tem sido a frequente
ocorréncia de floragdes de cianobactérias. Durante alguns meses, as concentracdes de
microcistinas encontradas nos musculos dos peixes estiveram acima dos valores
recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para consumo humano, o
valor guia de microcistina no consumo humano é lpg L, porém estes peixes sio
consumidos e comercializados pela populagdo humana local, principalmente pela
comunidade que vive em torno dessa lagoa (Gomes et al., 2009).

Com relacdo a satude humana, as principais vias de exposi¢ao a cianotoxinas
s80 0 uso recreativo de lagos e rios (via oral e dérmica) e o consumo de agua potavel e
de alimentos de algas (via oral). Entretanto, hd também duas vias de exposicdo menos
comum, sendo estas por meio do uso de chuveiros (via inalatoria) e excepcionalmente

através de hemodialise (via endovenosa) (Leal & Soares, 2004).

Os casos de envenenamento por cianotoxinas tém sido associados a ingestdo
de cianotoxinas em animais selvagens e rebanhos. Em humanos, poucos episodios de
envenenamentos humanos letais ou graves foram registrados ap0s a exposi¢do aguda ou
de curto prazo, mas a exposic¢do cronica a baixos niveis de cianotoxinas continua sendo

uma questdo critica para a saude humana (Buratti et al., 2017).

A maneira mais comum de intoxicacdo envolvendo as cianobactérias é
causada por hepatotoxinas, que representam acdo mais lenta, causando morte entre
poucas horas e poucos dias, em decorréncia de hemorragia intra-hepética e choque
hipovolémico (reducdo do volume sanguineo, ocasionando aumento excessivo do
figado). Os sinais observados apés ingestdo dessas hepatotoxinas sdo prostracao,
anorexia, vomitos, dor abdominal e diarreia (Beasley et al., 1989). Entre as espécies ja
identificadas como produtoras dessas hepatotoxinas esta incluso o género Microcystis,

observado no presente estudo (Figura 5).
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Figura 5 — Estrutura quimica geral das microcistinas e as principais variantes detectadas
em floracGes tdxicas, em que X e Z representam os dois aminoacidos responsaveis pela
nomenclatura das diferentes variantes de microcistinas.

"6 D-iso-Glu
H COM

7 Mdha

cH, H H

<Ny X

.

O COH H 0
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Microcistina-RR  Arginina  Arginina 3 D-Me-iso-Asp
Microcistina-YR  Tirosina  Arginina
Microcistina-LR  Leucina  Arginina
Microcistina-LA  Leucina  Alanina

NH

1D-Ala

Fonte: Cassini et al., 2013.

Um estudo com alta relevancia identificou as cianobactérias em sedimentos,
na Bacia do Rio Limpopo (Africa do Sul), além de demonstrar que as cianobactérias
podem ser perigosas para 0S seres humanos, e que as comunidades rurais e 0s
agricultores usam a agua da bacia hidrografica do rio Limpopo para consumo humano,
além do uso para manter animais domésticos e selvagens, bem como para a irrigacao.
Portanto, monitorar e/ou reduzir as cargas de nutrientes nos ambientes dulcicolas ira
diminuir a ameaca de proliferacdo de cianobactérias para a salde humana e animal.

(Magonono et al., 2018) e de seus efeitos.

A Microcistina-LR (MC-LR), uma potente hepatotoxina, é a cianotoxina
mais prevalente encontrada em floracdes de dgua doce. Embora produzida por muitas
espécies de cianobactérias, Microcystis aeruginosa (Figura 6) estd mais comumente
associada & producdo de MC-LR. A ocorréncia dessas floracGes estd aumentando em
lagos, lagoas e outras aguas superficiais e, portanto, exigem métodos de tratamento
eficientes para serem removidos durante o tratamento das &guas e antes do
abastecimento (Folcik & Pillai, 2020).
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Figura 6 — Imagem microscopica de células de cianoficea M. aeruginosa.
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Fonte: Museu de Historia Natural de Londres.

Em ambientes naturais, as microcistinas, principalmente em auséncia de luz,
podem permanecer estaveis por mais de trés meses, gracas a sua alta estabilidade
quimica (Funari & Testai, 2008). Estes compostos séo resistentes a hidrolise e oxidacao
quimica em pH préximo a neutralidade (Sivonen & Jones, 1999). A hidrélise ocorre
somente em condi¢Oes extremas, como HCI 6 mol L e temperatura elevada (40°C)
(Chorus & Welker, 2021). Em temperaturas elevadas (40°C) e alto ou baixo valor de
pH, sdo citadas hidrdlises lentas, periodos de aproximadamente 10 semanas a pH 1 e
mais de 12 semanas a pH 9 para que uma degradacdo superior a 90% seja obtida
(Teixeira, 2009). Assim, essas toxinas, quando dissolvidas, ndo sdo removidas pelo
sistema de tratamento convencional da agua (Lambert et al., 1996).

A Portaria GM/MS n°888, de 4 de maio de 2021, responsavel por dispor
sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrdo de potabilidade, determina que o valor somatério das
concentracdes de todas as variantes de microcistinas ndo deve exceder o valor maximo
permitido de 1 pg L (Brasil, 2021). Todavia, se 0 aumento da eutrofizagdo em
ambientes aquaticos ndo for severamente controlado, torna-se muito provavel que
ocorram outros casos de intoxicacdo por cianotoxinas, sendo entdo, necessaria a
implementacdo de melhorias nas técnicas de tratamento de agua que permitam a

remocdo das cianoficeas da agua tratada.

O tratamento de agua convencional, usando floculagcdo, precipitacéo,
filtracdo e cloragdo, ndo é suficiente para remover toxinas de cianoficeas,
principalmente quando as aguas sdo captadas em mananciais que apresentam altos
niveis de eutrofizagcdo, com dominancia de cianoficeas, como vem sendo observado na
maioria dos reservatorios brasileiros (Zagatto & Bertoletti, 2008). As cianotoxinas sdo
hidrossollveis e ndo sdo removidas pelas etapas que o sistema de tratamento da agua de

abastecimento aplica, sendo, inclusive, resistentes a fervura (Carvalho et al., 2013).
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Tendo em vista a implementacdo de outras técnicas para remocdo de
cianoficeas podem ser citados os estudos de Zheng (2012), Liu e colaboradores (2013),
0s quais estudaram a radiagéo ionizante para o controle de cianotoxinas, utilizando fonte

gama e acelerador de feixe de elétrons, respectivamente.
2.3 Bioacumulacéo

A assimilacéo e a retencdo de um contaminante por um organismo podem
acarretar a concentracdo elevada dele, com probabilidade de causar efeitos deletérios.
Esse processo pode ocorrer por absorcdo direta, a partir do ambiente, ou por absorcao
indireta, através do alimento contaminado. Consequentemente, em uma cadeia
alimentar, os contaminantes podem ser transferidos de um nivel trofico a outro (Zagatto
& Bertoletti, 2008).

As toxinas produzidas pelas cianoficeas em uma floracdo podem ser
acumuladas pelos organismos que compBem a comunidade aquatica e serem
transferidas para outros niveis troficos (Campos & Vasconcelos, 2010). Esse fenbmeno
é conhecido como bioacumulacdo indireta ou biomagnificacdo, onde o processo através
do qual os contaminantes sdo transferidos de um nivel tréfico a outro, exibindo
concentragdes crescentes a medida que passam para 0s niveis mais elevados (Spacie et
al., 1995).

A ingestdo de alimento contaminado pode ser responsavel por altos niveis
de contaminantes nos tecidos de peixes expostos a concentracfes muito baixas destes na
agua. Para organismos bentbnicos, a ingestdo de particulas do sedimento pode ser uma
significativa via de bioacumulacdo. Além disso, 0s organismos bentdnicos podem
selecionar particulas maiores de carbono organico, influenciando sua exposi¢do aos

contaminantes associados ao sedimento (Zagatto & Bertoletti, 2008).

Estudos indicam que, em ambiente natural, as microcistinas (MCs) séo
acumuladas por uma ampla gama de organismos aquaticos, incluindo peixes
(Magalhées et al., 2003; Mohamed et al., 2003), anfipodes (Berezina et al., 2020),
gastropodes (Berezina et al., 2020; Zhang et al., 2012) e bivalves (Berezina et al., 2020).

Além disto, a pesquisa realizada no lago Taihu (China) identificou
bioacumulacdo de MCs em quatro espécies de peixes de diferentes niveis troficos, assim

como a avaliagdo dos riscos desta para a saude humana. As microcistinas (MC-LR, MC-
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YR e MC-RR) foram quantificadas nas seguintes espécies de peixes: carpa-prateada
(Hypophthalmichthys  molitrix), carpa-cabecuda (Aristichthys nobilis), kinguio
(Carassius auratus) e carpa-comum (Cyprinus carpio), nas quais representaram riscos
para a salde dos humanos que consomem essas quatro espécies de peixes deste lago (Jia
etal., 2014).

No mesmo lago, foram investigados os mecanismos de expanséo da floragédo
de cianoficeas através do estudo de fatores meteoroldgicos, qualidade da agua, biomassa
das algas e area de floragdo antes e ap0ds dois tufées que ocorrem em 2007 e 2016. Os
autores relataram que a ressuspensdo de sedimentos induzida por tufdo causou um
aumento de curto prazo nos nutrientes disponiveis no corpo d’agua, porém retornaram
aos niveis anteriores apds a passagem do ciclone, resultando no aumento da densidade
de células de Microcystis em duas baias do Lago Taihu, Gonghu e Meiliang. A area de
floracdo foi ampliada em comparacdo com antes do tufdo, porém dias apds o tufdo, a

area de floragdo reduziu gradualmente (Chen et al., 2020).
2.4 Emprego de ensaios de toxicidade com anfipodes em sedimento

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) e a Sociedade Americana de
Testes e Materiais (ASTM) recomendam a realizacdo de testes com Hyalella azteca
para avaliar a toxicidade de contaminantes associados ao sedimento, sendo o critério
utilizado o da sobrevivéncia ou crescimento (ASTM, 2000; USEPA, 2000).

Devem-se destacar alguns artigos de importancia na area de toxicidade em
sedimento com anfipodes. Primeiramente, foi demonstrado o efeito da poluicdo no
crescimento corpéreo da Hyalella azteca (Garcia, 2012). Além disso, a analise do
tamanho corporal é de grande relevancia para analise ambiental, por exemplo, no estudo
dos metais, oligoelementos e ecotoxicidade em sedimentos do Rio Cubatéo (Brasil), foi
demonstrado a existéncia de fontes de contaminacdo para o Rio Cubatdo e Sistema
Estuarino de Santos, que além de alto nivel de toxicidade para H. azteca, apresentou
impactos importantes no crescimento corporal destes individuos (Borrely et al., 2018).

Foram realizados estudos para avaliar a toxicidade do &cido
perfluorooctanoico (PFOA) utilizando bioensaios com o anfipode Hyalella azteca e
com o peixe Pimephales promelas. O PFOA é um produto quimico industrial

preocupante devido a sua presenca ambiental, persisténcia, potencial bioacumulativo,
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toxicidade e capacidade para transporte de longo alcance (Bartlett et al., 2021). Foram
observados a diminuicdo da sobrevivéncia, altercacdes no padrdo de crescimento e de
reproducdo dos anfipodes. Esses efeitos ndo foram observados nos peixes, entretanto,
foi verificado falta de inflagdo da bexiga natatoria, indicando que H. azteca foi a espécie

mais sensivel nesse experimento.

O estudo empregando o anfipode Gammarus zaddachi demonstrou que
floragBes de cianobactérias toxicas ndo sdo extremamente fatais para este organismo-
teste, entretanto, em elevadas concentracdes houve efeito negativo na sobrevivéncia, na

fecundidade e comportamento alimentar (Korpinen et al., 2006).

Ao avaliar a toxicidade de sedimentos para o organismo-teste Hyalella
azteca, este demonstrou toleréncia a diferentes tipos de sedimento (&guas pluviais) e
maior sensibilidade quando comparada a outros organismos, ideal para estudos
toxicidade de sedimento, podendo ser usados para medir fontes difusas e periodos

intermitentes de poluicdo (Burton, 1992).

2.5 Organismo-teste Hyalella azteca: reproducéo

Hyalella é um anfipode de agua doce de habitos epibentbnicos, recomendado
para estudos com sedimentos de rios. Observa-se dos cultivos em laborat6rio que 0s
animais se separam rapidamente para a reproducdo, o que permite que a fémea sofra a
muda. Em seguida o casal se une novamente e é feita a transferéncia dos
espermatozoides, que, apds sua emissdo, sdo dirigidos ao marsupio, através da corrente
ventilatoria da fémea. O par se separa e 0s Ovulos sdo liberados imediatamente na
camera incubadora, onde ocorre a fecundacdo (Barnes, 1984). O momento de copula
entre o0 organismo macho e a fémea pode ser observado na Figura 7. O desenvolvimento
¢ direto, ou seja, ndo se observam fases larvais. Este organismo € utilizado
principalmente para avaliacdo da toxicidade de sedimentos e é facilmente cultivado em
condigdes laboratoriais.
Figura 7 — H. azteca (macho e fémea copulando), aumento 4X.

Fonte: autor da dissertacao.
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2.6 AplicagOes da radiagao ionizante para fins ambientais

As radiacOes ionizantes tém sido utilizadas em diferentes areas, como a
irradiacdo de alimentos para sua preservacao e desinfestacdo, a irradiacdo de materiais
médicos para a radioesterilizacdo, beneficiamento de pedras preciosas, processamento e
modificacdo de polimeros, entre outras. Para estes propésitos sao comumente utilizadas
fontes de raios gama e o acelerador de elétrons (Romanelli et al., 2004; Borrely et al.,
2018).

O emprego da radiacdo ionizante como tecnologia auxiliar no tratamento de
efluentes muito toxicos tem sido promissor ao aumentar a biodegradabilidade do mesmo
(Borrely et al., 2000). Além disto, essa tecnologia oferece abordagens promissoras para
a remocdo de poluentes organicos na agua, incluindo cianotoxinas e cianobactérias. O
tratamento por feixe de elétrons demonstrou ser eficaz ao aplicar a radidlise da adgua
para desinfeccdo de aguas residuais e lodo de esgoto (Siwek & Edgecock, 2020). Com
conhecimento e o desenvolvimento tecnoldgico atuais, torna-se de grande relevancia a
adocdo de tecnologias auxiliares para otimizar o processo de tratamento e descarte de
efluentes de forma mais eficaz e mitigar os efeitos das toxinas de cianobactérias no

ambiente e suas implica¢fes na salde publica.

A radiacdo gama para a degradacdo de cianobactérias e toxinas é eficaz para
a degradacdo da Microcistina-LR, bem como para reduzir as concentrac@es de células.
No entanto, a tecnologia de irradiacdo gama envolve o uso de is6topos radioativos e,
portanto, pode ndo ser viavel comercialmente de uma perspectiva de seguranca (Folcik
& Pillai, 2020). J4, a tecnologia de irradiacdo por feixe de elétrons (eBeam), que
depende de eletricidade regular para gerar elétrons de alta energia, é capaz de alcancar
0s mesmos resultados sem utilizar os is6topos radioativos. Nesta revisdo critica, 0
estado atual da ciéncia a respeito da remediacdo de MC-LR e M. aeruginosa com
tecnologias de radiacdo ionizante é apresentado e pesquisas futuras necessarias sao
discutidas (Folcik & Pillai, 2020).

2.6.1 A irradiacéo de cianotoxinas

Entre os estudos para investigar a irradiacdo por feixes de elétrons como
uma possivel técnica de tratamento, cabe citar Ho Kang (Kang et al., 2004), sendo parte

da pesquisa coordenada pela Agéncia Internacional de Energia Atomica (IAEA),
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nomeado como Projeto de Remediacdo de Aguas Poluidas e Esgoto por Processamento
de radiacdo (Cheng, 2004). O projeto investigou brevemente o uso de feixe de elétrons
para degradar uma variedade de espécies de algas e cianobactérias incluindo: Chlorella
sp., Scenedesmus sp., Microcystis sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp., Prorocentrum
micans, Prorocentrum mininum, Scrippsiella trochoidea, Lingulodinium polyedra e

Cochlodinium polykrikoides.

Com relacdo as pesquisas utilizando o tratamento por feixe de elétrons
aplicado a M. aeruginosa e microcistina, Liu e colaboradores (Liu et al.,2014)
investigaram o efeito da irradiacdo por feixe de elétrons em M. aeruginosa. Os autores
extrairam a clorofila-a para determinar a capacidade fotossintética e monitoraram as
concentracdes celulares por meio de medicGes de densidade dptica. Foi relatada
eficiéncia de remocao com base na clorofila-a extraida nas concentracfes de 43%, 83%,
86%, 91% e 84% para doses de 1-5 kGy. Os resultados foram atribuidos a danos
oxidativos causados pela irradiacéo.

O mesmo grupo de pesquisa publicou sobre o uso de irradiacdo por feixe de
elétrons para controlar as concentracdes de microcistina (Liu et al., 2015). Nesse estudo,
além de monitorarem 0s parametros citados no estudo anterior, as culturas foram
analisadas quanto ao contetdo de microcistina intra e extracelular apds irradiacdo das
amostras. Os autores relataram que para a presenca de Microcistina-LR intra e
extracelular, houve um aumento da microcistina em aproximadamente 4 dias apds a
irradiacdo para doses maiores de 1 kGy, seguido por uma diminuicdo acentuada até 12
dias. Embora haja um aumento, os pesquisadores concluiram que uma dose apropriada

de irradiacdo por feixe de elétrons pode inibir a producdo de microcistina.

Com intuito de remover durante o processo de tratamento de agua as toxinas
produzidas pela Microcystis aeruginosa, foi estudado a exposicdo das amostras a
irradiacdo com doses de 2 a 5 kGy, nos quais os dados expressaram que durante oS
experimentos as amostras irradiadas obtiveram diminuig@o de proteina e destrui¢do do
sistema antioxidante da cianoficea, consequentemente, reduzindo a secrecdo de
polissacarideos extracelulares (Liu et al., 2020). Diante disso, o0s resultados
apresentaram alteracdo no crescimento das algas irradiadas, além de afetar,

precipitadamente, sua capacidade de realizar fotossintese.
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O estudo aplicando doses tdo baixas quanto 2 kGy apresentaram letalidade
para as celulas de M. aeruginosa e induzem a lise celular (processo de destrui¢do ou
dissolugdo da célula causada pela rotura da membrana plasmaética). No entanto,
observou-se que ha um atraso na lise celular ap0ds a irradiacdo, onde as células de M.
aeruginosa ainda podem estar metabolicamente ativas e capazes de sintetizar
microcistina. Estes resultados sugerem que a irradiagdo por feixe de elétrons pode ser
adequada para mitigacdo de floracbes de cianobactérias prejudiciais no tratamento de

agua se empregado apos a lise celular (Folcik et al., 2021).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Manutencéo dos organismos-teste em laboratorio

O cultivo e manutencdo dos organismos-teste foram realizados no
Laboratorio de Ensaios Biologicos Ambientais do Centro de Tecnologia das Radiacfes
(LEBA-CETER) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP).

3.1.1 Cultivo do anfipode Hyalella azteca

A manutencdo dos cultivos de Hyalella azteca (crustaceo, anfipode) foi
realizada semanalmente, seguindo recomendacBes da ABNT (ABNT NBR 15470,
2013). Cada cultivo foi mantido em cristalizadores que continham aproximadamente 3
L de &gua de cultivo (dgua natural), além da tela usada como substrato sintético
(néilon). Todo o cultivo foi mantido em agua coletada no ambiente natural, ajustando o
pH para 7+2 e dureza de 45+2 mg CaCOs L. A 4gua utilizada para manutengdo dos
cultivos em laboratorio foi coletada trimestralmente no reservatorio de Ribeirdo do
Pirai, Bacia do Rio Jundiai, localizado no municipio de Salto/SP. Essa mesma agua foi
utilizada para a diluicdo de amostras e realizacdo dos ensaios.

As culturas foram dispostas em incubadora com temperatura de 24+2 °C,
fotoperiodo de 16 horas de luz. Foram adicionados 160 organismos no inicio de cada
cultivo. Os organismos foram alimentados duas vezes na semana com ragdo de peixe e
alimento composto (RL) preparado com a racdo para peixes ornamentais (Alcon®).
Todas as culturas possuiam idade conhecida para possibilitar o controle da reproducéo e
sobrevivéncia dos adultos.

Semanalmente, no dia de troca total ou parcial de agua dos cultivos, foi
contado o numero de adultos em cada cristalizador e separados os jovens. A fim de
transportar 0s organismos para 0S novos recipientes, 2/3 da agua do cultivo foi
transferida para outro recipiente através de sifonamento utilizando uma mangueira de
silicone com malha de nailon, com o intuito de impedir a perda de organismos. Esses
organismos adultos foram colocados em cristalizador com nova agua de cultivo (troca
total), essa massa de agua foi mantida sob aeracdo branda (Figura 8) e os organismos
jovens foram transferidos para bégqueres com agua de cultivo, ambos contendo substrato
artificial (malha de nailon). Essas etapas de separacdo e aeracdo da agua sdo

fundamentais para a adequada manutencéo e cultivo, bem como para a alimentacé&o.
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Figura 8 — Cristalizador contendo o organismo H. azteca.

Fonte: autor da dissertacao.

3.1.2 Preparo do alimento composto

O alimento composto (RL) foi preparado utilizando dois ingredientes
dissolvidos em agua, sendo estes a racdo para peixes ornamentais e levedura (fermento

bioldgico seco).

Primeiramente, foi preparada a racdo para peixe digerida. Para isso, foram
adicionados 5 g de racdo em 1000 mL de &gua destilada, esta permaneceu sob aeracdo
continua durante uma semana. Durante esse tempo, foi necessario completar o volume

de agua para compensar a perda por evaporagao.

Apos esse periodo, foi cessada a aeragdo e aguardado algumas horas para
possibilitar o processo de decantacdo. Este se faz necessario para facilitar a
transferéncia do liquido através da filtragem, a fim de separar o material sedimentado
que se fixa no fundo. Essa solucéo foi armazenada em frascos etiquetados de 100 mL.
Estas pequenas porcdes foram congeladas a -20 °C, as quais foram descongeladas,

semanalmente, para o preparo de cada lote de alimento.

Para preparar a levedura, foi previamente pesado 0,5 g de fermento
bioldgico seco em uma balanca analitica. Posteriormente, no momento de preparo do
alimento composto, foi adicionado o fermento pesado em 100 mL de &gua destilada.

Esta foi mantida sob agitacdo até a dissolucdo total (5 minutos).
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No momento de preparo do alimento composto, deve ser combinado em
partes iguais a ragdo digerida e a levedura, preparadas anteriormente. O alimento
composto foi preparado semanalmente e conservado na geladeira para a alimentagéo do

anfipode Hyalella azteca.

3.1.3 Ensaios de viabilidade

A cada novo lote de agua natural coletado foi realizado o ensaio de
viabilidade dos organismos no laboratdrio, este tem como proposito assegurar a
confiabilidade dos resultados obtidos nos ensaios realizados com o anfipode Hyalella

azteca exposto nessa agua de cultivo, de acordo com o recomendado em norma técnica.

Nesses ensaios foram expostos a agua coletada 10 organismos jovens (de
sete a quatorze dias de vida) por um periodo de 48 horas. Durante esse tempo foram
mantidos dentro da incubadora com temperatura controlada, sem aeracdo e sem adicao
de alimento. Ap6s o periodo de exposi¢do, 0s organismos devem estar vivos, e com boa
aparéncia. Como critério de adequacdo do novo lote de dgua, ndo deve haver morte dos
organismos e caso haja ndo pode exceder 10% dos organismos expostos. Caso ocorram
mortes acima desse limite, todo o lote de agua deve ser descartado, protegendo o

cultivo.

3.2 Cultivo da cianoficea Microcystis aeruginosa

As cepas que possibilitaram o inicio do cultivo da cianoficea Microcystis
aeruginosa utilizada neste estudo foram doadas pelo Laboratério de Toxinas e Produtos
Naturais de Algas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF-USP).

A manutencdo dos cultivos de M. aeruginosa foi realizada seguindo as

recomendacdes do Manual para Cultivo de Cianobactérias (Jacinavicius at al., 2013).

3.2.1 Preparo e conservagado do meio de cultivo

O meio utilizado para cultivo de Microcystis aeruginosa foi o0 Meio ASM-1,
este teve como propdsito fornecer biomassa para as analises ecotoxicoldgicas e para a

manutencdo das cepas.

Para o preparo do meio de cultura foram preparadas as solucgdes estoque que

compdem o meio com concentracdo 100:1 (Tabela 1), estas foram armazenadas no
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freezer, onde permaneceram congeladas até 0 momento de uso. O Meio ASM-1 foi

composto pelas solugcfes estoque descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo das solugdes estoque.

Solucdes Estoque Nutrientes Quantidade ()
NaNO3 1,7
A MgCl,.6H.0 0,41
MgS0O4.7H20 0,49
CaCl2.2H.0 0,29
B KH2PO4 0,68
NaH2P04.12H,0 1,79
H3BO3 2,48
MnCl2.4H.0 1,39
c FeClz.6H20 1,08
ZnCl; 0,335
CoCl2.6H20 0,019
CuCl; 0,0014
D EDTA Na 1,86

Fonte: Adaptado de Gorham et al., 1964 e Zagatto & Aragdo, 1992.

3.2.2 Cultivo e manutencao das cepas

A cultura de Microcystis aeruginosa foi mantida em tréplicas em tubos de

ensaios contendo 17 mL de meio de cultura, sob condi¢des controladas dentro da

incubadora com temperatura de 2312 °C e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de

€scuro.

A troca do meio de cultura foi realizada aproximadamente a cada 30 dias,

no qual um dos trés tubos era a repicagem anterior, portanto mais antigo, € 0s outros

dois eram da repicagem atual, tendo estes dois a mesma data (Figura 9).

Figura 9 — Representacdo do processo de repicagem das cianobactérias.

Descartados

Fonte: Adaptado do Manual para Cultivo de Cianobactérias (Jacinavicius at al., 2013).



33

Entre os dois tubos com a mesma data foi escolhido um para funcionar
como inoculo e os outros dois eram descartados. Com base no tubo de ensaio escolhido
foram feitas duas novas repicagens em tubos com meios novos, procedendo nos trés
tubos de cultura a serem mantidos. O tubo com a cultura antiga era mantido por

seguranca, tendo em vista que a repicagem pode fracassar.

Para o descarte das cepas foi utilizado autoclavagem das mesmas, por 30
minutos a 125 °C, e pressdo de 1,65 10° Pa. O material ja pode ser descartado com

seguranca no dia seguinte a esterilizacao.
3.2.3 Producéo de biomassa

O processo de producdo de biomassa de cianoficeas testes consistiu em trés
etapas, em cada uma o indculo em fase exponencial foi de 10% do volume total do
meio. O tempo médio para que a cultura atinja a fase exponencial corresponde a

1-2 semanas, seguindo para a realizacéo dos testes e da irradiacéo.

Para assegurar o periodo de fase exponencial da cultura de M. aeruginosa
para realizagdo dos ensaios, acatamos um estudo que realizou contagem de células da
cultura destas cianoficeas em condicGes laboratoriais. Constataram a existéncia de
quatro fases da cultura de M. aeruginosa, sendo estas: fase de laténcia (de 0 a 4 dias da
cultura), fase exponencial (entre os dias 4 e 17), fase de estabilizacdo (entre os dias 17 e
28) e fase de morte (de 28 a 30 dias a partir do inicio do cultivo) (Silva, 2021).

Foram adicionados 5 mL de in6culo em um frasco Erlenmeyer contendo
50 mL de meio de cultura, este volume foi correspondente a 10% do meio presente no
recipiente. Os frascos utilizados na transferéncia de uma porcdo da cultura contida no
recipiente anterior para o novo recipiente foram abertos perto da chama do bico de
Bunsen, de forma a impedir contaminacdo devido a entrada de ar exterior contaminado.

Uso obrigatério de fluxo laminar.

Na segunda etapa, apds constatado o crescimento da cultura, transferiu-se
50 mL do inoculo para um frasco Erlenmeyer contendo 500 mL de meio. Por ultimo, 0s
500 mL de in6culo foram transferidos para um frasco de vidro de 6000 mL com

5000 mL de meio de cultura. Apos finalizada cada etapa, os frascos permaneceram
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dentro da cdmara com temperatura de 23 °C (x 2), sob aeracéo e fotoperiodo de 14 h de

luz.

Visando evitar contaminagéo, a vidraria utilizada no cultivo e manutencao
das cepas foram utilizadas apenas para esta finalidade, portanto permaneceram
separadas das demais vidrarias do laboratério. A lavagem de vidraria e a esterilizacdo de
vidraria, utensilios e equipamentos foram realizadas seguindo as recomendacdes do

Manual para Cultivo de Cianobactérias (Jacinavicius at al., 2013).
3.3 Ensaios de toxicidade para Hyalella azteca

O anfipode Hyalella azteca foi o organismo aquéatico selecionado para a
realizacdo dos ensaios de toxicidade. As amostras (liquidas contendo M. aeruginosa)
analisadas passaram por tratamento por radiacdo ionizante (feixe de elétrons), com

intuito de avaliar a diminuicdo da toxicidade das cianotoxinas para estes organismos.
3.3.1 Bioensaios

Os ensaios de toxicidade para H. azteca foram realizados para estudo de
efeitos agudos. Nestes foram utilizados organismos jovens de sete a quatorze dias, de
acordo com a norma técnica ABNT (ABNT NBR 15470, 2013). Para obedecer ao
critério de idade dos organismos, estes foram separados uma semana antes de realizar os
ensaios. Os organismos-teste contidos nos cristalizadores de cultivos, foram transferidos
para um Becker de vidro contendo 500 mL de &gua de cultivo e substrato artificial

(malha de nailon).

No decorrer dos ensaios 0s organismos jovens de Hyalella azteca foram
distribuidos em recipientes de polietileno. Cada frasco continha um organismo exposto
a 20 mL de solucdo-teste e substrato artificial. Os organismos-teste foram expostos em
um periodo de 72 horas a concentracGes variadas de solugdes aquosas contendo as
cianoficeas (Microcystis aeruginosa) antes e apds tratamento por radiacdo ionizante

(feixe de elétrons).

Os recipientes de teste foram preparados antes do inicio das experiéncias.
Cada recipiente continha um substrato artificial feito com uma pequena malha de

nailon. Diferentes concentracfes (Tabela 2) e um grupo de controle negativo foram
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preparados para a amostra irradiada e ndo irradiada. Dez réplicas foram realizadas para

cada concentracdo estudada em cada ensaio.

Tabela 2 — Volume de &gua de cultivo e suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa)
utilizados na preparacdo das concentracOes-teste para os ensaios de toxicidade aguda
para o organismo H. azteca.

Concentracdes (%) | Agua de cultivo (mL) | Suspensao de cianobactérias (mL)
Controle 20 0
0,5 19,9 0,1
1 19,8 0,2
2,5 19,5 0,5
3 19,4 0,6
4 19,2 0,8
5 19 1
10 18 2
20 16 4
30 14 6
50 10 10
100 0 20

Os testes foram mantidos em incubadora com temperatura de 24+1 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz, nos quais os organismos foram alimentados com
alimento composto (RL) ao iniciar o teste e apds 48 horas de exposicao. Para avaliar as
condicdes dos testes, foi preparado em paralelo um conjunto de organismos-teste

expostos a agua de diluicdo utilizada nos ensaios, este € denominado de controle.

A validade dos ensaios tem um critério de sobrevivéncia nos controles
qguando a mortalidade deve ser igual ou inferior a 20%. Os valores de concentracdo que
causaram letalidade de cinquenta por cento (50%) dos organismos (CL50) foram

calculados com auxilio do software Trimmed Spearman-Karber (TSK).
3.3.2 Ensaios de sensibilidade

Os organismos foram expostos a cinco concentragdes de solugdo-teste
contendo a substancia de referéncia cloreto de potassio (KCI) e ao controle, seguindo
recomendacdes de norma técnica (ABNT NBR 15470, 2013). As concentracoes
utilizadas foram 140 mg L%, 175mg L?, 220 mg L%, 270 mg Lt e 340 mg L.

Para cada uma das cinco concentra¢Oes foram preparados dez recipientes
com 20 mL de solucdo-teste, contendo um organismo em cada um dos recipientes. Em

paralelo, foi preparada a mesma quantidade de recipientes para o controle. Os
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organismos foram alimentados com alimento composto (RL) posteriormente a

transferéncia para os recipientes e ap6s 48 horas de exposic¢éo.

Os valores da CL50 foram utilizados para elaboracdo da carta-controle, os
quais foram compreendidos em um intervalo de + dois desvios-padrées em relacéo aos

valores médios anteriormente obtidos para a espécie.
3.3.3 Andlise de crescimento corporeo

Foi avaliado o crescimento corpéreo dos organismos-teste expostos a
concentracdes variadas de solucbes aquosas contendo as cianoficeas (Microcystis
aeruginosa) antes e ap0s tratamento por radiacdo ionizante (feixe de elétrons), com o
proposito de observar se a exposicao destes afetou o desenvolvimento dos organismos.
A biometria foi realizada de acordo com as instrugdes propostas pela Norma da USEPA
(2000).

Os anfipodes foram avaliados por analise biométrica utilizando a medicéo
de comprimento de cada organismo, com auxilio do software Leica Application Suite
(LAS), especifico para analise de imagens, integrado a Lupa.

Para avaliar o crescimento dos individuos testados, o comprimento do
anfipode foi medido a partir da base do 3° urdpode (apéndice do ultimo segmento
abdominal) até a base da 1% antena ao longo da superficie dorsal do organismo, e o
comprimento medido em micrometro (um), Figura 10.

Figura 10 — H. azteca. (A) uropodes; (B) base da 12 antena; (C) gnatopode. As fémeas
sdo reconhecidas pela presenca de ovos ou auséncia de gnatépode alargado.

1" antena

3%urépode

ﬁ Gnatépode 2%ur6pode

2" antena

1° ur6pode

Fonte: USEPA, 2000.
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3.3.4 Irradiacao das amostras

Para realizar o tratamento das amostras de cianoficeas utilizando radiacdo
ionizante (feixe de elétrons), estas foram dispostas no acelerador de elétrons com
energia fixada em 1,4 MeV, variando somente a intensidade da corrente elétrica para
obter o feixe de elétrons. A velocidade da esteira automatica, que conduz a amostra para

a area de irradiacéo, foi fixada em 6,72 m min™,

Em cada procedimento de irradiacdo das amostras foi preparado uma
aliquota de 246 mL de amostra, esta foi transferida para um recipiente de vidro (Pyrex®)
e recoberta com papel filme de polietileno. Apo6s esse procedimento, o material foi
disposto na esteira automatica que conduziu o mesmo a ser tratado até o feixe de

elétrons.

A quantidade de energia transferida da radiacdo ionizante para a matéria é
definida como dose absorvida. A unidade definida pelo Sistema Internacional de
Unidades para dose absorvida é o Joule por quilograma (J kg?). Dessa unidade surgiram
o rad e o gray. Esta Gltima é a unidade utilizada atualmente. A relagdo entre essas
unidades é: 1 Gy = 1 J kg™ = 100 rad (Borrely, 2001).

Neste estudo foram utilizadas as doses de radiacdo 2,5 kGy, 5 kGy e
10 kGy, sempre nas mesmas condic¢des. (As doses foram selecionadas de acordo com
ensaios preliminares). O sistema de varredura do feixe de elétrons com as amostras

posicionadas sob o feixe de elétrons foi apresentado na Figura 11.

Figura 11 — Acelerador de elétrons contendo as amostras.

Fonte: IPEN/CETER.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de toxicidade foram aplicados para avaliar os efeitos agudos para
o anfipode Hyalella azteca exposto as amostras de suspensdo de cianobactérias de
Microcystis aeruginosa em meio de cultivo ASM-1, empregando a radiacdo ionizante
como tecnologia auxiliar para minimizar os efeitos das toxinas aos organismos

aquaticos.

Além disso, foi realizada andlise do crescimento corp6reo para 0S
individuos expostos as concentracOes-teste que ndo apresentaram letalidade para os
organismos-teste empregados. Também foram avaliadas a taxa de reproducdo, a
sobrevivéncia e a longevidade destes organismos, a fim de otimizar o cultivo de

Hyalella azteca.

4.1 Reproducéo e sobrevivéncia de Hyalella azteca

Para possibilitar o controle da reproducéo e sobrevivéncia dos organismos
adultos todas as culturas possuiam idade conhecida, nas quais foi contabilizado o
numero de adultos em cada cristalizador e separados 0s organismos jovens (neonatas),

semanalmente, no dia de troca total ou parcial de dgua dos cultivos.

Nas Figuras 12, 13 e 14 é possivel observar o nimero acumulado de
organismos jovens dos cultivos de Hyalella azteca do LEBA, no qual foram obtidos os
organismos-teste utilizados nos ensaios. Lembrando que foram adicionados

160 organismos no inicio de cada cultivo.

No Cultivo A, foi obtida a longevidade de quarenta e trés semanas para 0s
organismos adultos, periodo com maior niumero acumulado de organismos jovens entre
a vigésima terceira semana e a vigésima sexta semana, com surgimento de neonatas no

cristalizador a partir da sexta semana (Figura 12).
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Figura 12 — Curva de natalidade de H. azteca, obtida a partir de cultivo em laboratorio —
Cultivo A.
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No Cultivo B, foi obtida a longevidade de quarenta e oito semanas para 0s
organismos adultos, periodo com maior nimero acumulado de organismos jovens entre
a vigésima quarta semana e a vigésima sexta semana, com surgimento de organismos
jovens no cristalizador a partir da sexta semana (Figura 13).

Figura 13 — Curva de natalidade de H. azteca, obtida a partir de cultivo em laborat6rio —
Cultivo B.
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No Cultivo C, constatamos a longevidade de quarenta e sete semanas para

0s organismos adultos, periodo com maior niamero acumulado de organismos jovens
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entre a vigésima quinta semana e a vigésima oitava semana, com surgimento de
organismos jovens no cristalizador a partir da sexta semana (Figura 14).

Figura 14 — Curva de natalidade de H. azteca, obtida a partir de cultivo em laboratorio —
Cultivo C.
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Considerando os resultados obtidos nos cultivos A, B e C, podemos
presumir que a longevidade maxima obtida para os organismos adultos correspondeu a
48 semanas de idade, com média de longevidade de 46,67 + 1,89 semanas. Os quais
apresentaram o periodo com maior nimero acumulado de organismos jovens entre a
décima oitava a trigésima sétima semana de vida. O intervalo entre a vigésima terceira e
vigésima sétima semana de idade dos organismos adultos foi o apice reprodutivo dos
trés cultivos estudados.

Nos cultivos estudados contendo inicialmente 160 organismos € possivel
observar o surgimento de neonatas no cristalizador a partir da sexta semana de idade dos
organismos adultos. O inicio da reproducdo entre os organismos adultos do cultivo de
H. azteca citado na literatura corresponde também a sexta semana de idade
(Araujo, 2005).

Os cultivos apresentaram média acumulada de 145 organismos jovens, com
nimero minimo de 2 e maximo de 302 organismos jovens no cultivo, adotando-se a

razao de macho e fémea de 1:1.
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A fim de observar o nimero medio de jovens por fémea de H. azteca, foram
separados 10 machos e 10 fémeas em um cristalizador a partir da sexta semana de idade
desses organismos.

Figura 15 — Reproducdo de H. azteca.
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O numero médio de jovens por fémea correspondeu a 8,25 + 2,51 (Figura
15). Além disso, o nimero médio de jovens por fémea de H. azteca citado na literatura
corresponde a 7,9 + 3,0 (Araudjo, 2005). Entretanto, hd também registro de média de
9,3 jovens por fémea (Moore & Farrar, 1996) e taxa de reproducdo de 9 jovens por
fémea (Othman & Pascoe, 2001).

4.2 Ensaios de sensibilidade e carta-controle para Hyalella azteca

Para validar os ensaios ecotoxicologicos, mensalmente foi realizado ensaio
de sensibilidade do organismo-teste, Hyalella azteca, com substancia de referéncia, o
cloreto de potéssio (KCI), seguindo recomendacdes de norma técnica (ABNT NBR
15470, 2013). Os resultados obtidos foram expressos pela CL50, que representa a
concentragdo que causou mortalidade de cinquenta por cento (50%) dos organismos

apos 96 horas de exposicao.

Com os resultados da carta-controle, pode-se considerar que todos 0s
ensaios realizados estiveram dentro da faixa de sensibilidade, assegurando,
consequentemente, a confiabilidade dos ensaios e resultados de toxicidade com as

amostras estudadas.
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A Figura 16 expressa a carta-controle dos resultados obtidos nos ensaios de
sensibilidade para Hyalella azteca, os quais apresentaram que a faixa de sensibilidade
esteve entre 183,35 e 233,44 mg L para 96 horas de exposicdo, média de 206,15mg L™
e desvio padrédo de 13,35.

Figura 16 — Carta-controle de sensibilidade de H. azteca para o KCI.
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4.3 Ensaio de toxicidade aguda para Hyalella azteca
4.3.1 Ensaio preliminar de toxicidade aguda para Hyalella azteca

Os organismos-teste foram expostos ao controle, e mais duas concentragdes.
A primeira concentracdo (50%) corresponde a 10 mL de agua de cultivo e 10 mL de
suspensdo de cianobactérias (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1, em
cada recipiente. A segunda concentracao (100%) em que os organismos foram expostos
corresponde a 20 mL de suspensdo de cianobactérias em meio de cultivo ASM-1 em
cada recipiente.

Apdbs 24 horas de exposicdo, todos os organismos do controle estavam
vivos. A primeira concentragdo demonstrou 20% dos organismos imaveis, e a segunda

concentragdo apresentou 80% dos organismos imdveis. Em seguida, com 48 horas de
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exposicao, o controle continha 20% dos organismos imoveis. A primeira concentracdo
apresentou 40% dos organismos imoveis, e a segunda concentragdo demonstrou 90%
dos organismos imoveis. Ap6s 96 horas de exposicdo, os valores se mantiveram em

relacdo aos anteriores.

Posteriormente, com 168 horas de exposi¢édo, o controle continha 20% dos
organismos imdveis. A primeira concentracao apresentou 70% dos organismos imoveis,

e a segunda concentragdo todos 0s organismos expostos imdveis, Figura 17.

Figura 17 — Ensaio preliminar de toxicidade aguda para H. azteca exposta a M.
aeruginosa, concentracdo 50% (10 mL de &gua de cultivo + 10 mL de suspensdo de
cianobactérias) e 100% (20 mL de suspensao de cianobactérias).
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Em funcédo do tempo observa-se aumento da letalidade dos organismos-teste
expostos nas duas concentracdes estudadas. Pode-se notar que o valor de percentual de
letalidade entre o periodo de 24 a 48 horas de exposicao na concentracao de 50% passou
de 20% para 40% dos organismos. Posteriormente, a letalidade da mesma concentracéo

atingiu 70% dos individuos ao final do periodo estudado.

A concentracdo de 100% apresentou letalidade de 80% dos organismos apés
24 horas de exposicdo, seguidamente, expressou 90% de letalidade apds 48 horas de

exposicao. Por fim, a mesma concentracdo atingiu letalidade de 100% dos organismos
ao final do ensaio.
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4.3.2 Ensaio preliminar empregando tratamento por radiacdo ionizante, dose
2,5 kGy.

Os organismos-teste foram expostos a duas concentragdes (20% e 40%) e
um grupo de controle negativo para cada amostra, sendo segregados em amostras
submetidas a tratamento por radiacdo, dose de 2,5 kGy, e ndo irradiadas. Foi observado
letalidade de 20% a 70% dos organismos expostos a concentracdo de 20%. Houve um
aumento dos efeitos quando as amostras foram irradiadas a 2,5 kGy e na presenca do
meio ASM-1.

O anfipode Hyalella azteca demonstrou sensibilidade para o efeito de
toxicidade ao ser exposto a suspensdao de cianobactérias contendo Microcystis
aeruginosa em todas as concentragdes testadas. No tratamento com dose de radiagédo
ionizante de 2,5 kGy ndo houve reducdo da toxicidade aguda de Microcystis aeruginosa
para 0 organismo-teste. Por essa razdo, foram exploradas outras doses nos ensaios

subsequentes.

4.3.3 Ensaio empregando tratamento por radiacdo ionizante, doses 5 kGy e
10 kGy.

No primeiro experimento, os organismos foram expostos ao grupo controle
(20 mL de &gua de cultivo em cada recipiente), e mais dez concentracfes: 0,5%; 1%;
2,5%, 3%, 4%; 5%, 10%; 20%; 50% e 100%.

No segundo teste, as amostras utilizadas durante o periodo de exposicao dos

organismos foram submetidas a tratamento por radiacdo, doses 5 kGy e 10 kGy.

Para 0 experimento com as amostras tratadas, os organismos foram expostos
ao grupo controle, e mais dez concentracgdes: 0,5%; 1%; 2,5%, 3%, 4%; 5%, 10%; 20%;
50% e 100%.

Apds 48 horas de exposi¢do, 0s organismos expostos a amostra ndo tratada
por radiagdo pertencentes ao controle e as concentracbes 0,5%, 1% e 2,5%
permaneceram Vivos. Entretanto, a concentragdo 3% apresentou letalidade de 20% dos
organismos expostos, e a concentracdo 4% demonstrou de 20% a 40% de letalidade. As
concentracdes de 5% a 100% apresentaram letalidade de todos os organismos expostos
(Figura 18). Com 72h de exposigéo, a concentracdo 4% apresentou letalidade de 60%

dos individuos (Figura 19).
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Figura 18 — Percentual de letalidade do organismo H. azteca nos ensaios de toxicidade

aguda ap6s 48 h de exposi¢do a suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio
de cultivo ASM-1 ndo irradiado.
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Figura 19 — Percentual de letalidade do organismo H. azteca nos ensaios de toxicidade

aguda apds 72 h de exposicdo a suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio
de cultivo ASM-1 n&o irradiado.
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Né&o houve letalidade dos organismos expostos a amostra irradiada (5 kGy)
na concentracdo de 5% e controle ap6s 48 horas de exposicdo, porém expressou
letalidade de até 20% nas concentragdes 10% e 20%. A concentracdo 50% demonstrou
letalidade de 80% a 100% dos organismos-teste, e a concentracdo 100% obteve
letalidade de todos os individuos expostos (Figura 20).
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Figura 20 — Percentual de letalidade do organismo H. azteca nos ensaios de toxicidade

aguda ap6s 48 h de exposi¢do a suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio
de cultivo ASM-1 irradiado com 5 kGy.
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Apdbs 72h de exposicdo, a amostra tratada com 5 kGy apresentou letalidade

de 40% a 100% dos individuos expostos a concentracao 20% (Figura 21).

Figura 21 — Percentual de letalidade do organismo H. azteca nos ensaios de toxicidade

aguda apds 72 h de exposicdo a suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio
de cultivo ASM-1 irradiado com 5 kGy.
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nas concentragdes de 5%, 10% e 20% apds 48 horas de exposi¢cdo e controle apos

48 horas de exposicdo. As concentracdes 50% e 100% apresentaram letalidade de 60% a
100% dos individuos expostos (Figura 22).
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Figura 22 — Percentual de letalidade do organismo H. azteca nos ensaios de toxicidade
aguda ap6s 48 h de exposi¢do a suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio
de cultivo ASM-1 irradiado com 10 kGy.
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Em seguida, com 72h de exposicdo, a amostra irradiada com 10 kGy
apresentou letalidade de 20% dos organismos expostos na concentracdo de 20% e

letalidade de todos 0s organismos expostos nas concentragdes 50% e 100% (Figura 23).

Figura 23 — Percentual de letalidade do organismo H. azteca nos ensaios de toxicidade
aguda ap6s 72 h de exposi¢do a suspensdo de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio
de cultivo ASM-1 irradiado com 10 kGy.
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Com esses resultados é possivel observar que as concentracdes 10% e 20%
das amostras tratadas com radiacdo ionizante apresentaram diminui¢do da toxicidade
para o organismo Hyalella azteca quando comparadas a amostra ndo irradiada. A dose
de 10 kGy se mostrou mais eficaz em relacdo a dose de 5 kGy, porém é importante

notar que os valores obtidos da CL50 das amostras tratadas se encontram préximos
entre si (Tabela 3).
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Tabela 3 — Valores de CL50 obtidos com os ensaios de toxicidade aguda com
M. aeruginosa para o organismo H. azteca.

Amostra ndo Amostra irradiada Amostra irradiada
Ensaios Irradiada (%) com 5 kGy (%) com 10 kGy (%)
CL5072n

Campanhal | 3,66 (3,32 —4,04) | 19,95 (14,71 —27,06) | 26,92 (21,96 - 33,0)

Campanha 2 | 3,66 (3,32 —4,04) | 23,44 (16,24 —33,81) | 26,92 (21,96 — 33,00)

Campanha 3 | 4,41 (3,69—528) | 10,72 (8,65 13,29) | 37,14 (30,30 — 4553)

Campanha4 | 4,41(3,69-528) | 9,33(7,53-1157) | 37,14 (30,30 — 45,53)

Campanha5 | 6,76 (540 _8,47) | 933 (7,53_1157) | 26,92 (21,96 — 33,00)

X+S 4,58 +1,47 14,55 + 6,66 31,01 + 5,60

X £ S = meédia + desvio padrao.

Quando comparados os valores médios de CL50 de exposicdo a suspensao
de cianobactérias (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado e nao
irradiado para Hyalella azteca é possivel verificar que a solucdo-teste ndo irradiada
apresentou maior grau de toxicidade, CL50 (72 h) correspondeu a 4,58 + 1,47 %. Esta
circunstancia caracteriza uma reducdo evidente da toxicidade da amostra, ap0os ser
submetida a radiacdo por feixe de elétrons. Também é possivel observar na literatura a
eficacia do processo de irradiacdo para diminui¢do de toxicidade de microcistina (Liu et
al., 2020).

Essa circunstancia caracteriza uma evidente reducdo na toxicidade da
amostra, apds ser submetida a irradiacdo por feixe de elétrons. Na literatura, altas doses
de radiacdo por feixe de elétrons (5 e 10 kGy) demonstraram tratar-se de uma técnica
promissora para a inativacdo rapida e eficiente de M. aeruginosa em solucdo aquosa.
Além disso, a producdo e liberacdo de microcistina sdo reduzidas apds o feixe de
elétrons e a concentra¢do de microcistina na solucdo pode ser reduzida em funcdo da
dose de radiacdo através de varios estagios de crescimento de algas (Liu et al., 2014;
Liu etal., 2015).

Para analisar a diferenca estatistica nas amostras com e sem tratamento por
radiacdo ionizante (feixe de elétrons), foi empregado o teste estatistico Analise de
Variancia (ANOVA), o qual permitiu comparar a distribuicdo da média das cinco

campanhas como amostras independentes.
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Ao aplicar o teste estatistico ANOVA, as amostras submetidas a tratamento
por radiacdo ionizante com doses de 5 kGy e 10 kGy apresentaram diferenca
significativa em relacdo a amostra ndo irradiada (valor-p <0,05), além das amostras
tratadas serem significativamente diferentes entre si (5 kGy vs. 10 kGy) (Tabela 4).

Portanto, compreende-se que o0s valores obtidos foram significativamente diferentes.

Tabela 4 — Valores obtidos ao empregar a Andlise de Variancia (ANOVA).

Testes Valor-p Diferenca significativa
Dose de 0 kGy vs. 5 kGy 0,0229 Sim
Dose de 0 kGy vs. 10 kGy <0,0001 Sim
Dose de 5 kGy vs. 10 kGy 0,0007 Sim

Na Figura 24 é possivel observar a variagdo da CL50 (72 h) em funcédo da
dose aplicada (kGy). A dose de 10 kGy se mostrou mais eficaz (31,01 + 5,60 %), em
relacdo a dose de 5 kGy (14,55 + 6,66 %).

Figura 24 — Variacdo da CL5072n com exposicdo de suspensdo de cianobactérias
(M. aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 para H. azteca em funcdo da dose aplicada

(kGy).
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4.4 Unidades toxicas (UT) e eficiéncia de remocao de toxicidade

A Concentragdo Letal (CL50) pode ser definida como a concentragdo

nominal do agente téxico, no inicio do teste, que causa efeito agudo (letalidade) a 50%
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dos organismos-teste, em determinado periodo de exposicdo (Zagatto & Bertoletti,
2008).

Os valores obtidos de CL50 apresentam uma relagdo inversamente
proporcional de concentracdo-efeito, ou seja, quanto menor o valor de CL50 maior a

toxicidade. Dessa forma, estes valores podem ser transformados em Unidades Toxicas.

Além disso, a partir dos valores das Unidades Toéxicas, é possivel obter
valores de eficiéncia de remocéo de toxicidade de uma amostra. A Figura 25 representa
a variacdo dos valores das unidades toxicas obtidos nos ensaios, utilizando o organismo
H. azteca, em 72 horas de exposicéo.

Figura 25 — Variacdo da Unidade toxica em funcédo da dose.
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O valor obtido para a eficiéncia de remogéo de toxicidade correspondeu a
68,52 na dose de 5 kGy. Além disso, o valor obtido para a eficiéncia de remoc¢édo de
toxicidade na dose de 10 kGy foi de 85,23. Portanto, podemos afirmar que as doses de
5 kGy e 10 kGy reduziram a toxicidade de Microcystis aeruginosa para 0 organismo-
teste Hyalella azteca, entretanto, a dose de 10 kGy apresentou maior eficiéncia de

remocao de toxicidade.

4.5 Ensaio de analise de crescimento corporeo para Hyalella azteca

A analise do crescimento corporeo dos organismos-teste expostos as
amostras de suspensdo de cianobactérias de Microcystis aeruginosa em meio de cultivo

ASM-1, foi baseada na média do comprimento dos individuos ao final de cada ensaio,
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em conformidade com a norma da USEPA (2000). Esta andlise foi realizada a partir da
terceira campanha deste estudo.

Os anfipodes foram avaliados por anélise biométrica utilizando a medicéao
de comprimento de cada organismo, com auxilio do software Leica Application Suite

(LAS), especifico para analise de imagens, integrado ao microscopio optico.

Com base nos valores de comprimento dos organismos por ponto analisado,
foram obtidas as respectivas medias aritmeticas, em micrometros (um), das dimensées

dos organismos que sobreviveram a exposicao.

Para analisar a diferenca do comprimento corporeo dos organismos
estudados, foi empregado o teste estatistico Andlise de Variancia (ANOVA), o qual

permitiu comparar a distribuicéo das trés campanhas como amostras independentes.

Ao aplicar o teste estatistico ANOVA, as trés campanhas analisadas
apresentaram diferenca significativa entre as médias (valor-p <0,05) em todas as doses
estudadas (Tabela 5). Portanto, compreende-se que o comprimento corpéreo entre 0s
organismos estudados foi significativamente diferente. Foi empregado andlise de
Dunnett, a fim de observar as concentracfes em que houve variacdo significativa em
relacdo ao controle.

Tabela 5 — Valores obtidos ao empregar a Anélise de Variancia (ANOVA).

Campanha 3 Campanha 4 Campanha 5
Dose Dif Dif Dif
kG ; Iferenca _ Iiferenca _ Iferenca
(K&Y) | valor P significativa Valor-p significativa Valor-p significativa

0 <0,0001 Sim 0,0018 Sim <0,0001 Sim
5 0,001 Sim <0,0001 Sim <0,0001 Sim
10 | <0,0001 Sim 0,0112 Sim 0,0297 Sim

Nas Figura 26, 27 e 28 estdo representadas as médias de comprimento dos
organismos para as concentraces-teste de 2,5%, 5%, 10% e 20% durante as trés

campanhas amostradas, variando conforme o tratamento empregado nas amostras.
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Figura 26 — Media do comprimento dos organismos apds 72 h de exposicao a suspensao
de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado.
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Ao analisar os valores apresentados na Figura 26, observa-se que a média de
comprimento dos organismos nas trés campanhas com exposicdo a amostra nao-
irradiada é inferior em relagdo ao controle. Além disso, houve variacao significativa em
relacdo ao controle na Campanha 3 para as concentracOes-teste de 5% e 10%. A
Campanha 4 apresentou variacdo significativa em relacdo ao controle para as
concentracdes-teste de 2,5% e 5%. Entretanto, ocorreu variacao significativa em relagdo
ao controle na Campanha 5 apenas na concentracao-teste de 10%.
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Figura 27 — Média do comprimento dos organismos apds 72 h de exposicdo a suspensao
de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy.
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Observando os valores expressos na Figura 27, nota-se que a média de
comprimento dos organismos nas trés campanhas com exposi¢cdo a amostra irradiada,
dose 5 kGy, também é inferior em relacdo ao controle, entretanto, mais préximo aos
valores obtidos no controle negativo. Além disso, pode-se notar variacdo significativa
em relacédo ao controle nas Campanhas 3, 4 e 5 para a concentragao-teste de 10%.

Figura 28 — Média do comprimento dos organismos ap0s 72 h de exposi¢do a suspensado
de cianobactérias (M. aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy.
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Analisando a Figura 28, podemos observar que 0s organismos expostos as
amostras tratadas com dose de 10 kGy apresentaram a média de comprimento mais
proxima ao controle negativo. Observa-se que as Campanhas 3, 4 e 5 apresentaram
variacdo significativa em relagdo ao controle para as concentracdes-teste de 2,5%, 5%,
10% e 20%.

Como observado nos resultados obtidos no presente estudo, a exposi¢édo do
anfipode Hyalella azteca as toxinas presentes no meio hidrico, podem alterar o

metabolismo de crescimento destes organismos.

Na literatura podemos observar pesquisas de grande importancia que
utilizaram como parédmetro de avaliacdo de toxicidade a biometria destes organismos-
teste, nos quais também foram observados alteracdo na média de comprimento dos

organismos expostos em bioensaios.

A andlise do crescimento corpéreo de Hyalella azteca evidenciou que os
organismos expostos aos sedimentos contaminados apresentaram média de crescimento

menor, quando comparada aos outros locais estudados (Garcia, 2012).

Também foi observada pequena reducdo de crescimento corpéreo com o
aumento da toxicidade no estudo realizado no porto Waukegan (Estados Unidos)
analisou a toxicidade em sedimento com Hyalella azteca, observando a alta
sensibilidade dos organismos expostos aos sedimentos contaminados, principalmente
com PCBs (befinil policlorado), HPAs e metais (Ingersoll & Nelson, 1990).

Além disso, podemos mencionar o estudo interessado em desenvolver e
validar um método de teste agudo (com duracdo de sete dias, no qual avaliou a
sobrevivéncia dos organismos-teste H. azteca) e analisar o crescimento corporeo,
visando a possibilidade de ser empregado em situacfes em que a disponibilidade de
solucdes de teste é limitado como, por exemplo, analise dirigida por efeitos (EDA)
(Rodrigues et al, 2020).

Para esse fim, mantiveram em condi¢fes controladas a qualidade da agua
adequada para estes organismos, particularmente oxigénio dissolvido e amoénia; e
atendendo aos critérios de sobrevivéncia de controle recomendados (Meio Ambiente e
Mudanca Climética Canada, 2017). Foram empregados bioensaios utilizando como

solucdo-teste toxicos inorganicos representativos, cloreto de potassio (KCI) e cloreto de
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cadmio (CdCly), e misturas complexas de &cidos organicos isolados (&cido nafténico) de
duas operacdes de mineracdo de areias petroliferas. Desta forma, foi observada reducédo
de crescimento corp6reo com o aumento da toxicidade (Rodrigues et al, 2020).
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5 CONCLUSOES

e Foi obtido sucesso no cultivo de algas M. aeruginosa e para 0 organismo-teste
H. azteca, ambos imprescindiveis para a execucao deste estudo.

e O anfipode Hyalella azteca demonstrou sensibilidade para o efeito de toxicidade
aguda ao ser exposto a suspensdo de cianobactérias contendo Microcystis

aeruginosa.

e Na dose de 2,5 kGy ndo houve reducdo da toxicidade aguda de Microcystis

aeruginosa para o organismo-teste Hyalella azteca.

e Asdoses de 5 kGy e 10 kGy reduziram a toxicidade de Microcystis aeruginosa para
0 organismo-teste Hyalella azteca. Além disso, foi observado que os organismos
expostos as amostras tratadas com dose de 10 kGy apresentaram a media de

comprimento corporeo mais proxima ao controle negativo.

e A irradiacdo com feixe de elétrons pode ser uma tecnologia importante para o

controle de floracdo de Microcystis aeruginosa.
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RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar bioensaios entre dois organismos-teste de niveis troficos diferentes,

empregando novos ensaios atualmente em desenvolvimento.

Estudar os efeitos ecotoxicologicos em funcdo do tempo da cultura de cianoficeas,

ja que se sabe que somente em determinados periodos ha a liberacéo de toxinas.
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APENDICE A. Fichas dos ensaios de toxicidade aguda com Hyalella azteca.
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 12 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposigao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 néo irradiado
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,76 OD = 7,11 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-lg—;g:'nailsrii)s Po_rcentage_m de oH oD Cond.
(%) Vivos organismos Vivos (%) (mg LY (uS cm™)
5|6 81910 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,76 7,11 211
0,5 10 100 6,7 6,78 216
1 10 100 7,25 6,86 210
2,5 10 100 8 6,89 230
3 t 8 80 7,56 7,2 234
4 t 8 80 7,84 6,94 236
5 t|t t]t 0 0 8,12 7,27 240
10 t|t t|t]t 0 0 8,14 7,54 310
20 |t Tt 0 0 8,15 7,62 376
50 t|t t]t 0 0 8,2 7,68 412
100 |t Tt 0 0 8,38 7,71 438
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 12 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposigdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH =7,76 OD =7,11 mg L Dureza = 45 Mg.CaCOsL*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm?
5|6 819110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,76 | 7,88 | 7,11 6,9 211 243
0,5 10 100 6,7 62 | 678 | 675 | 216 | 246
1 10 100 7,25 | 705 | 686 | 684 | 210 242
2,5 10 100 8 7,97 | 6,89 | 6,86 230 263
3 t 8 80 756 | 754 | 7.2 6,9 | 234 | 266
4 t + 4 40 7,84 | 781 | 6,94 | 6,92 236 267
5 t|t t|t]t 0 0 812 [ 803 | 7,27 | 7,25 | 240 | 268
10 Tt tlt] t 0 0 8,14 | 805 | 7,54 | 751 | 310 347
20 t|t t|t]t 0 0 815 | 807 | 7,62 | 759 | 376 | 402
50 t|t t|t]t 0 0 82 | 756 | 768 | 766 | 412 | 436
100 t|t t|t]t 0 0 838 | 768 | 7,71 | 7,08 | 438 | 443
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CL50,5, = 3,66 (3,32 - 4,04)
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 12 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 48 h de exposi¢do a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH =7,76 OD =7,11 mg L Dureza = 45 Mg.CaCOsL*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-lg—;g:'nailsri% s Porcentagem de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm?)
5|6(7)|8[9]|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,76 7,11 211
0,5 10 100 7,93 6,83 209
1 10 100 7,86 6,97 211
2,5 10 100 7,63 6,78 215
3 10 100 7,95 6,69 213
4 10 100 7,97 6,74 235
5 10 100 7,95 6,72 238
10 8 80 7,58 6,68 320
20 8 80 7,62 6,65 385
50 AR R 0 0 7,83 7,36 437
100 AR R 0 0 7,75 7,53 445
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 12 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,76 OD = 7,11 mg L** Dureza = 45 Mg.CaCOsL*
Fisico-quimico
Concentracoes Réplicas or-lg—;c;:\ailsrii)s Porcentagem de oH oD Cond.
(%) VivOs organismos vivos (%) (mg LY (us cm™)
5|6(7|8[9]|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,76 | 7,88 | 7,11 6,9 211 243
0,5 10 100 793 | 7,87 | 6,83 | 6,61 209 236
1 10 100 7,86 | 7,83 | 6,97 | 6,83 211 231
25 10 100 763 | 758 | 678 | 667 | 215 | 234
3 10 100 7,95 | 7,88 | 6,69 | 653 213 239
4 10 100 797 | 791 | 6,74 | 6,59 235 241
5 10 100 7,95 78 6,72 | 6,57 238 267
10 8 80 758 | 743 | 668 | 654 | 320 | 334
20 t 6 60 762 | 735 | 665 |632| 38 | 392
50 TlH[t[t|t]| T 0 0 783 | 712 | 7,36 5,6 437 439
100 TlH[t[t|t]| T 0 0 7,75 | 7,06 | 7,53 45 445 448
CL507,n = 19,95 (14,71 - 27,06)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 12 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 48 h de exposi¢ao a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,76 OD =7,11 mg L* Dureza = 45 Mg.CaCO3L*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-lg—;g:'nailsri% s Porcentagem de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm?)
5|6 81910 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,76 7,11 211
0,5 10 100 7,9 6,85 227
1 10 100 7,84 6,84 227
2,5 10 100 7,6 6,76 230
3 10 100 7,92 6,89 231
4 10 100 7,95 6,8 233
5 10 100 7,93 6,58 264
10 10 100 7,55 6,57 327
20 10 100 7,59 6,59 398
50 |t t+] t 2 20 7,81 6,78 418
100 |t t+] t 2 20 7,63 7.2 435
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 12 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 72 h de exposigao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,76 OD = 7,11 mg L™* Dureza = 45 Mg.CaCOsL*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-lg—;c;:\ailsrii)s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™)
5|6 8(9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,76 | 7,88 | 7,11 6,9 211 243
0,5 10 100 79 801 | 685 | 6,83 227 234
1 10 100 784 | 791 | 684 | 681 227 230
2,5 10 100 7,6 7,72 | 6,76 | 6,73 230 232
3 10 100 7,92 75 6,89 | 6,85 231 234
4 10 100 795 | 765 | 68 |676 | 233 | 239
5 10 100 793 | 7,76 | 6,58 | 6,54 | 264 279
10 10 100 755 | 74 | 657 | 652 | 327 | 346
20 8 80 759 [ 732 659 | 653 | 398 410
50 T LN 0 0 781 | 7,08 | 6,78 | 6,75 | 418 447
100 Tt Tyt T 0 0 7,63 | 7,72 72 7,17 | 435 451
CL507,4 = 26,92 (21,96 - 33,0)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 22 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposigao a suspensdo algal (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,89 OD = 7,12 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|67 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,89 7,12 210
0,5 10 100 6,72 7,03 214
1 10 100 73 6,87 213
2,5 10 100 7,95 6,85 227
3 t 8 80 7,56 7,21 230
4 t 6 60 7,8 6,97 234
5 tt]t t]t 0 0 8,1 7,25 242
10 tt]t t]t 0 0 8,07 7,53 313
20 tt] Tt t]t 0 0 8,12 7,59 374
50 tt]t t]t 0 0 8,18 7,65 415
100 tt]t t]t 0 0 8,21 7,68 436
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 22 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,89 OD = 7,12 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5(6|7 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 789 | 786 | 7,12 6,7 210 246
0,5 10 100 6,72 | 6,35 | 7,03 | 6,72 214 237
1 10 100 7,3 7,24 | 6,87 6,8 213 240
2,5 10 100 795 [ 792 | 685 | 684 | 227 | 259
3 t 8 80 7,56 75 721 7,1 230 264
4 Tttt 4 40 78 7,76 | 7,12 | 7,02 234 269
5 L L R I R 0 0 8,1 808 | 725 | 7,18 242 271
10 TlH[t[t|t]| T 0 0 8,07 | 798| 753 | 7,46 | 313 346
20 L L R I R 0 0 8,12 | 802 | 759 | 734 | 374 410
50 TlH[t[t|t]| T 0 0 8,18 | 7,86 | 7,65 7,6 415 438
100 AR R 0 0 821 | 764 | 768 | 711 | 436 | 450
CL507,n = 3,66 (3,32 - 4,04)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 22 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensao de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,89 OD = 7,12 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,89 7,12 210
0,5 10 100 7,92 6,81 212
1 10 100 7,85 6,96 214
2,5 10 100 7,67 6,78 215
3 10 100 7,93 6,67 220
4 10 100 7,98 6,71 232
5 10 100 7,93 6,7 236
10 t 8 80 7,68 6,66 324
20 10 100 7,63 6,69 382
50 t Tt 2 20 7,71 7,36 432
100 Tt Tt 0 0 7,72 7,51 447
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 22 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,89 OD = 7,12 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 789 | 786 | 7,12 6,7 210 246
0,5 10 100 792 | 783 | 681 |663| 212 | 231
1 10 100 7,85 78 6,96 | 6,83 214 235
2,5 10 100 7,67 | 7,54 | 6,78 | 6,67 215 241
3 10 100 793 | 786 | 667 | 655 | 220 | 248
4 10 100 7,98 | 793 | 6,71 | 6,59 232 250
5 10 100 793 [ 782 | 67 |653| 236 | 262
10 + 8 80 7,68 | 745 | 6,66 | 652 | 324 331
20 t|t t 6 60 763 | 746 | 669 | 63 | 382 | 390
50 t Tt 2 20 7,71 | 715 | 7,36 | 6,28 | 432 441
100 T L 0 0 7,72 | 7,26 | 751 | 7,48 | 447 460
CL5072n = 23,44 (16,24 - 33,81)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 22 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,89 OD = 7,12 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,89 7,12 210
0,5 10 100 7,89 6,83 226
1 10 100 7,86 6,81 228
2,5 10 100 7,71 6,74 232
3 10 100 7,93 6,87 231
4 10 100 7,95 6,83 236
5 10 100 7,94 6,63 264
10 10 100 7,5 6,55 323
20 10 80 7,56 6,57 397
50 t|t t]t 0 0 7.8 6,76 418
100 t t 2 20 7,59 7,23 432
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 22 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,89 OD = 7,12 mg L™ Dureza = 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 789 | 786 | 7,12 6,7 210 246
0,5 10 100 789 | 786 | 683 |678 | 226 | 231
1 10 100 7,86 | 7,84 | 6,81 | 6,76 228 235
2,5 10 100 7,71 7,7 6,74 | 6,67 232 236
3 10 100 793 | 79 | 687 |679 | 231 | 237
4 10 100 795 [ 793 | 683 | 6,74 | 236 241
5 10 100 794 | 787 | 663 | 657 | 264 | 275
10 10 100 75 7,48 | 6,55 6,5 323 337
20 8 80 756 | 73 | 657 |653 | 397 | 113
50 Tt L 0 0 78 712 | 6,76 | 6,71 | 418 436
100 T L 0 0 759 | 754 | 7,23 | 7,11 | 432 453
CL5072h = 26,92 (21,96 - 33,00)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 32 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposigao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,81 OD = 7,16 Mg L* Dureza: 45 Mg.CaCOsL™*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,81 7,16 110
0,5 10 100 6,68 7,12 223
1 10 100 7,32 6,93 219
2,5 10 100 7,89 6,96 231
3 10 100 7,57 7,12 234
4 10 100 7,83 7,15 238
5 t t 8 80 7,96 7,68 245
10 t 6 60 7,98 7,54 312
20 Tt L 0 0 7,85 7,27 374
50 Tt Tt 0 0 7,93 7,24 415
100 t|t t]t 0 0 7,91 7,58 436
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 32 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,81 OD = 7,16 Mg L* Dureza: 45 Mg.CaCOsL™*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 781 | 7,67 | 7,16 | 6,83 110 123
0,5 10 100 6,68 | 623 | 7,12 | 6,81 223 241
1 10 100 732 | 7,12 | 6,93 6,8 219 243
2,5 10 100 789 [ 736 | 696 | 686 | 231 | 265
3 T 6 60 757 | 732 | 712 6,9 234 264
4 t 6 60 783 | 764 | 7,15 | 6,87 238 263
5 t t|t]t 4 40 796 | 7,75 | 7,68 | 752 | 245 | 269
10 Tt tlt] t 0 0 7,98 | 7,76 | 7,54 | 7,31 | 312 343
20 T LN 0 0 785 | 7,69 | 7,27 | 7,08 374 412
50 Tt tlt] t 0 0 793 | 756 | 7,24 | 7,16 | 415 442
100 t|t t|t]t 0 0 791 | 769 | 758 | 7,21 | 436 | 453
CL50; 72h: 4,41 (3,69 - 5,28)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 32 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensao de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,81 OD = 7,16 Mg L* Dureza: 45 Mg.CaCOsL™*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,81 7,16 110
0,5 10 100 7,92 6,83 210
1 10 100 7,84 6,97 211
2,5 10 100 7,64 6,78 215
3 10 100 7,93 6,69 213
4 10 100 7,96 6,74 235
5 10 100 7,96 6,72 238
10 8 80 7,6 6,68 320
20 |t t 4 40 7,61 6,65 385
50 t|t t]t 2 20 7,82 7,36 437
100 Tt Tt 0 0 7,76 7,54 447
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 32 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,81 OD = 7,16 Mg L* Dureza: 45 Mg.CaCOsL™*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 781 | 7,67 | 7,16 | 6,83 110 123
0,5 10 100 792 | 787 | 683 | 661 | 210 | 236
1 10 100 7,84 | 7,83 | 6,97 | 6,83 211 231
2,5 10 100 764 | 756 | 678 | 667 | 215 | 234
3 10 100 793 | 788 | 669 | 653 | 213 | 239
4 10 100 7,96 | 791 | 6,74 | 6,59 235 241
5 10 100 796 | 78 | 6,72 | 657 | 238 | 267
10 t + 6 60 7,6 742 | 6,68 | 654 | 320 334
20 t|t t]t 0 0 761 | 735 | 665 |632| 38 | 392
50 Tt L 0 0 782 | 712 | 7,36 5,6 437 439
100 T L 0 0 7,76 | 7,07 | 7,54 4,6 447 449
CL50; 72h: 10,72 (8,65 - 13,29)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 32 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,81 OD = 7,16 Mg L* Dureza: 45 Mg.CaCOsL™*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 8(9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,81 7,16 110
0,5 10 100 7,9 6,85 227
1 10 100 7,84 6,84 227
2,5 10 100 7,6 6,76 230
3 10 100 7,92 6,89 231
4 10 100 7,95 6,8 233
5 10 100 7,93 6,58 264
10 10 100 7,55 6,57 327
20 10 100 7,59 6,59 398
50 t t|t]t 4 40 7,81 6,78 418
100 Tt L 0 0 7,64 7,21 434
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 32 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH = 7,81 OD = 7,16 Mg L* Dureza: 45 Mg.CaCOsL™*
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 819110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 781 | 7,67 | 7,16 | 6,83 110 123
0,5 10 100 79 |801| 685 |683| 227 | 234
1 10 100 784 | 791 | 6,84 | 681 227 230
2,5 10 100 76 | 7,72 | 6,76 | 6,73 | 230 | 232
3 10 100 792 | 75 | 689 |685 | 231 | 234
4 10 100 7,95 | 7,65 6,8 6,76 233 239
5 10 100 793 | 7,76 | 658 | 654 | 264 | 279
10 10 100 7,55 7,4 6,57 | 6,52 | 327 346
20 10 100 759 [732| 659 |653 | 398 | 410
50 t tlt] t 2 20 781 | 7,08 | 678 | 675 | 418 447
100 T LN 0 0 764 | 7,71 7,21 | 7,15 | 434 452
CL50; 72h: 37,14 (30,30 - 45,53)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 42 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposigao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,13 Mg L™ Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 8(9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 7,13 113
0,5 10 100 6,65 7,11 221
1 10 100 7,29 6,93 219
2,5 10 100 7,88 6,96 231
3 10 100 7,58 7,12 234
4 10 100 7,82 7,15 238
5 8 80 7,92 7,68 245
10 Tt t 4 40 7,95 7,54 312
20 t|t tt]t 0 0 7,86 7,27 374
50 t|t t|t]t 0 0 7,92 7,24 415
100 t|t t|t]t 0 0 7,94 7,53 435
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 42 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,13 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 819110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 | 7,64 | 7,13 | 6,81 113 126
0,5 10 100 6,65 | 623 | 7,11 | 6,79 221 240
1 10 100 729 | 7,12 | 6,93 6,8 219 243
2,5 10 100 788 | 736 | 696 | 686 | 231 | 265
3 t]t 6 60 758 732 | 712 | 69 | 234 | 264
4 T+ 6 60 782 | 764 | 7,15 | 6,87 238 263
5 L 4 40 792 | 7,75 | 7,68 | 7,52 245 269
10 Tt tlt] t 0 0 795 | 7,76 | 7,54 | 7,31 | 312 343
20 T LN 0 0 786 | 7,69 | 7,27 | 7,08 374 412
50 Tt tlt] t 0 0 7,92 | 756 | 7,24 | 7,16 | 415 442
100 t|t t|t]t 0 0 794 | 765 | 753 | 7,24 | 435 | 456
CL50; 72h: 4,41 (3,69 - 5,28)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 42 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensao de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,13 Mg L™ Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 8(9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 7,13 113
0,5 10 100 7,9 6,81 213
1 10 100 7,85 6,96 214
2,5 10 100 7,67 6,78 215
3 10 100 7,93 6,67 220
4 10 100 7,98 6,71 232
5 10 100 7,93 6,7 236
10 t t 8 80 7,68 6,66 324
20 t t t 6 60 7,63 6,69 382
50 t Tt 2 20 7,71 7,36 432
100 Tt L 0 0 7,74 7,53 447
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 42 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,13 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 819110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 | 7,64 | 7,16 | 6,81 113 126
0,5 10 100 79 | 783 | 681 | 661 | 213 | 230
1 10 100 7,85 78 6,96 | 6,83 214 235
2,5 10 100 7,67 | 7,54 | 6,78 | 6,67 215 241
3 10 100 793 | 786 | 667 | 655 | 220 | 248
4 10 100 7,98 | 793 | 6,71 | 6,59 232 250
5 10 100 793 [ 782 | 67 |653| 236 | 262
10 t Tt 4 40 7,68 | 745 | 6,66 | 652 | 324 331
20 t|t t|t]t 0 0 763 | 746 | 669 | 63 | 382 | 390
50 Tt tlt] t 0 0 7,71 | 715 | 7,36 | 6,28 | 432 441
100 T LN 0 0 7,74 | 725 | 7,53 | 7,46 | 447 462
CL50; 72h: 9,33 (7,53 - 11,57)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 42 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,13 Mg L™ Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 7,13 113
0,5 10 100 7,91 6,86 225
1 10 100 7,84 6,84 227
2,5 10 100 7,6 6,76 230
3 10 100 7,92 6,89 231
4 10 100 7,95 6,8 233
5 10 100 7,93 6,58 264
10 10 100 7,55 6,57 327
20 10 100 7,59 6,59 398
50 t t 4 40 7,81 6,78 418
100 + + 2 20 7,61 721 436
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 42 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,13 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 819110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 | 7,64 | 7,13 | 6,81 113 126
0,5 10 100 791 | 796 | 686 |68l | 225 | 236
1 10 100 784 | 791 | 6,84 | 681 227 230
2,5 10 100 76 | 7,72 | 6,76 | 6,73 | 230 | 232
3 10 100 792 | 75 | 689 |685 | 231 | 234
4 10 100 7,95 | 7,65 6,8 6,76 233 239
5 10 100 793 | 7,76 | 658 | 654 | 264 | 279
10 10 100 7,55 7,4 6,57 | 6,52 | 327 346
20 10 100 759 [732| 659 |653 | 398 | 410
50 Tt tlt] t 2 20 781 | 7,08 | 678 | 675 | 418 447
100 T LN 0 0 7,61 7,7 721 | 7,14 | 436 450
CL50; 72h: 37,14 (30,30 - 45,53)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 52 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposigao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,15 Mg L™ Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 7,15 112
0,5 10 100 6,67 7,11 223
1 10 100 7,32 6,93 219
2,5 10 100 7,89 6,96 231
3 10 100 7,57 7,12 234
4 10 100 7,83 7,15 238
5 t 8 80 7,96 7,68 245
10 t + 4 40 7,98 7,54 312
20 Tt L 0 0 7,85 7,27 374
50 Tt Tt 0 0 7,93 7,24 415
100 t|t t]t 0 0 7,95 7,61 439
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 52 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 ndo irradiado
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,15 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 | 7,65 | 7,15 | 6,86 112 125
0,5 10 100 6,67 | 623 | 7,11 | 6,81 223 242
1 10 100 732 | 7,12 | 6,93 6,8 219 243
2,5 10 100 789 [ 736 | 696 | 686 | 231 | 265
3 10 100 757 | 732 | 712 6,9 234 264
4 10 100 783 | 764 | 7,15 | 6,87 238 263
5 t]t 6 60 796 | 7,75 | 7,68 | 752 | 245 | 269
10 t tlt] t 2 20 7,98 | 7,76 | 7,54 | 7,31 | 312 343
20 T LN 0 0 785 | 7,69 | 7,27 | 7,08 374 412
50 Tt tlt] t 0 0 793 | 756 | 7,24 | 7,16 | 415 442
100 T LN 0 0 795 | 7,73 | 7,61 | 7,24 | 439 454
CL50; 72h: 6,76 (5,40 - 8,47)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 52 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensao de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,15 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 8(9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 7,15 112
0,5 10 100 7,9 6,81 215
1 10 100 7,84 6,97 211
2,5 10 100 7,64 6,78 215
3 10 100 7,93 6,69 213
4 10 100 7,96 6,74 235
5 10 100 7,96 6,72 238
10 t t 6 60 7,6 6,68 320
20 t|t tt]t 0 0 7,61 6,65 385
50 t|t t|t]t 0 0 7,82 7,36 437
100 t|t t|t]t 0 0 7,75 7,56 445
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 52 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 5 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,15 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 819110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 | 7,65 | 7,15 | 6,86 112 125
0,5 10 100 79 | 78| 681 | 664 | 215 | 237
1 10 100 7,84 | 7,83 | 6,97 | 6,83 211 231
2,5 10 100 764 | 756 | 678 | 667 | 215 | 234
3 10 100 793 | 788 | 669 | 653 | 213 | 239
4 10 100 7,96 | 791 | 6,74 | 6,59 235 241
5 10 100 796 | 78 | 6,72 | 657 | 238 | 267
10 t tlt] t 4 40 7,6 742 | 6,68 | 654 | 320 334
20 t|t t|t]t 0 0 761 | 735 | 665 |632| 38 | 392
50 Tt tlt] t 0 0 782 | 712 | 7,36 5,6 437 439
100 T LN 0 0 7,75 | 7,11 | 7,56 | 4,61 | 445 450
CL50; 72h: 9,33 (7,53 - 11,57)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 52 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Método: 48 h de exposicao a suspensdo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigdo: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,15 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas or-gg;ailsri%s Po_rcentage_m de pH oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) (mg LY (uS cm™
5|6 9110 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 7,15 112
0,5 10 100 7,85 6,85 228
1 10 100 7,86 6,81 228
2,5 10 100 7,71 6,74 232
3 10 100 7,93 6,87 231
4 10 100 7,95 6,83 236
5 10 100 7,94 6,63 264
10 10 100 7,5 6,55 323
20 10 100 7,56 6,57 397
50 t|t t 2 20 7.8 6,76 418
100 t L 2 20 7,62 721 435
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - 52 Campanha
Organismo-teste: Hyalella azteca
Meétodo: 72 h de exposicdo a suspenséo de cianoficea (Microcystis aeruginosa) em meio de cultivo ASM-1 irradiado, dose 10 kGy
Agua de diluigio: Manancial: Salto — SP
Fisico-quimico: pH: 7,78 OD: 7,15 Mg L™* Dureza: 45 Mg.CaCOs L™
Fisico-quimico
Concentragdes Réplicas olygtmilsrizs Porcentagem de H oD Cond.
(%) Vivos organismos vivos (%) P (mg LY (uS cm™
5|6 9|10 Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
Controle 10 100 7,78 | 7,65 | 7,15 | 6,86 112 125
0,5 10 100 785 | 788 | 685 | 676 | 228 | 233
1 10 100 7,86 | 7,84 | 6,81 | 6,76 228 235
2,5 10 100 7,71 | 7,75 | 6,74 | 6,67 232 236
3 10 100 793 | 791 | 687 |679 | 231 | 237
4 10 100 795 [ 793 | 683 | 6,74 | 236 241
5 10 100 794 | 787 | 663 | 657 | 264 | 275
10 10 100 75 748 | 6,555 | 6,551 | 323 337
20 t 8 80 756 | 73 | 657 |653 | 397 | 113
50 Tt tlt] t 0 0 78 712 | 6,76 | 6,71 | 418 436
100 T LN 0 0 762 | 757 | 7,21 | 7,15 | 435 454
CL50; 72h: 26,92 (21,96 - 33,00)
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