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RESUMO

MIODUSKI, Janaine. Avaliacdo da toxicidade de extratos da semente de
Moringa oleifera Lam. frente aos organismos Daphnia magna Straus. e Artemia
salina Lench. 2014. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental) — Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Curitiba, 2014.

A utilizacdo de coagulantes naturais no tratamento de agua vem sendo uma
alternativa cada vez mais empregada a fim de evitar possiveis danos a saude e ao
meio ambiente causados por determinados coagulantes quimicos. A Moringa
oleifera € uma éarvore de mdultiplos usos, cujas sementes possuem uma eficiente
atividade como coagulante natural. Entretanto, estudos apontam para uma possivel
toxicidade deste extrato. Baseando-se nisto, 0 objetivo do presente trabalho foi o de
avaliar a toxicidade de trés diferentes extratos de M. oleifera (extrato aquoso, extrato
salino da semente integral e extrato salino da semente sem 06leo) e da agua tratada
com 0s mesmos extratos, frente a duas espécies de microcrustaceos utilizadas
como bioindicadoras de toxicidade (Daphnia magna e Artemia salina). Nos ensaios
de toxicidade aguda dos extratos utilizando D. magna, verificou-se uma CE50 de
314,05 mg.L™* para o extrato salino da semente integral e 346,76 mg.L™" para o
extrato salino da semente sem 0Oleo. O extrato aquoso ndo apresentou toxicidade
nem mesmo nas maiores concentracdes (400 a 600 mg.L™). Para o organismo A.
salina, nenhum dos extratos mostrou-se toxico. Nos ensaios realizados com a agua
tratada com os extratos de M. oleifera, foi encontrada toxicidade para D. magna nas
fracbes sobrenadante (CE50=296,02 mg.L™") e sedimentada (CE50=291,04 mg.L™?)
da &gua tratada com o extrato salino da semente integral. Para a agua tratada com o
extrato salino da semente sem 6leo, da mesma forma encontrou-se toxicidade nas
fracbes sobrenadante (CE50=351,17 mg.L™) e sedimentada (CE50=342,32 mg.L™),
0 que indica que a toxicidade do extrato ndo € reduzida apds a
coagulacao/floculacdo/sedimentacdo. No teste cronico realizado utilizando
organismos de D. magna expostos durante 21 dias ao extrato salino da semente
integral de M. oleifera, foram observadas alteracbes nos parametros avaliados
(mortalidade, fecundidade e crescimento), sendo que quanto maior a concentracao
testada, maiores os efeitos toxicos. Ao término dos 21 dias experimentais, havia
ocorrido a mortalidade de 100% dos individuos expostos as maiores concentracdes
(10 e 15 mg.L™). Além disso, houve grande variacdo na fecundidade entre os
grupos. Com base nestes resultados, € possivel afirmar que a utilizacdo de elevadas
concentracdes do extrato de M. oleifera (acima de 300 mg.L™) pode causar danos
agudos ao organismo D. magna. Entretanto, na préatica, as concentracfes utilizadas
deste coagulante sédo consideravelmente menores, variando principalmente entre 50
e 150 mg.L™?, de acordo com dados da literatura. Da mesma forma, a diluicdo que
ocorreria  no meio hidrico dificilmente proporcionaria que a concentracao
permanecesse elevada, mesmo que grande quantidade do extrato chegasse ao
meio ambiente. Com base nisso, € possivel afirmar que o uso do extrato da M.
oleifera pode ser incentivado, mas desde que utilizado com cautela, evitando-se
concentracdes elevadas.

Palavras-chave: Coagulantes naturais. Ecotoxicidade. Tratamento de agua.



ABSTRACT

MIODUSKI, Janaine. Evaluation of the toxicity of extracts of Moringa oleifera
Lam. seed against Daphnia magna Straus. and Artemia salina Lench. 2014. 80 f.
Dissertation (Masters in Environmental Science and Technology) — Graduate
Program in Environmental Science and Technology, Federal Technological
University of Paranda, Curitiba, 2014.

The use of natural coagulants for water treatment has been an alternative
increasingly employed in order to avoid possible damage to health and the
environment caused by certain chemical coagulants. Moringa oleifera is a
multipurpose tree whose seeds have an efficient activity as natural coagulant.
However, studies point to a possible toxicity of this extract. Based on this, the
objective of this study was to evaluate the toxicity of three different extracts of M.
oleifera (aqueous extract, saline extract of the whole seed and saline extract of the
seed without oil) and water treated with the same extracts, against two species of
microcrustaceans used as bioindicators of toxicity (Artemia salina and Daphnia
magna). In acute toxicity tests of the extracts using D. magna, there was an EC50 of
314.05 mg.L™? for the saline extract of the whole seed and 346.76 mg.L™ for the
saline extract of the seed without oil. The aqueous extract showed no toxicity even at
the highest concentrations (400 to 600 mg.L™). For the organism A. saline, none of
the extracts proved toxic. In the tests performed with water treated with the extracts
of M. oleifera, toxicity was found for D. magna in the supernatant fractions
(EC50=296.02 mg.L™") and sedimented (EC50=291.04 mg.L™) of treated water with
the saline extract of the whole seed. For the treated water with the saline extract of
the seed without oil, was found toxicity in the supernatant fraction (EC50=351.17
mg.L™) and the sedimented fraction (EC50=342.32 mg.L™), which indicates that the
toxicity of the extract is not reduced after coagulation/flocculation. In the chronic test
performed using D. magna exposed during 21 days to the saline extract of the whole
seed of M. oleifera, changes in the evaluated parameters (mortality, fertility and
growth) were observed, and as higher the concentration tested, bigger was the
toxicity. At the end of the 21 experimental days, there had been a 100% mortality of
individuals exposed to higher concentrations (10 and 15 mg.L™). Furthermore, there
was wide variation in fertility between the groups. Based on these results, we can say
that the use of high concentrations of the extract of M. oleifera (above 300 mg.L™)
can cause acute damage for D. magna. However in practice, the concentrations used
of this coagulant are considerably smaller, ranging mainly between 50 and 150 mg.L
! according to literature data. Likewise, the dilution that occur in the aquatic
environment, hardly provide high concentration of the extract in the water bodies.
Based on this, we can say that the use of the extract of M. oleifera can be
encouraged, but if used with caution, avoiding high concentrations.

Keywords: Natural coagulants. Ecotoxicity. Water treatment.
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1 INTRODUCAO

O tratamento de agua convencional ou de ciclo completo vem recebendo
criticas nas Ultimas décadas devido a sua incapacidade de fornecer agua de
qualidade a populagcdo em algumas situacdes. Entre os principais motivos estao
técnicas ineficientes de tratamento e a deterioracdo dos corpos hidricos (ACHON,
2008). Durante a etapa de coagulacédo/floculacdo sdo utilizados diferentes
compostos quimicos que, em determinadas situacdes, deixam substancias residuais
na agua e no lodo. Um exemplo disso € o sulfato de aluminio, um dos coagulantes
quimicos mais utilizados nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) do pais. O
aluminio residual que esta presente na agua de abastecimento devido a utilizacéo
de sais de aluminio na coagulacdo vem levantado duvidas sobre possiveis efeitos na
saude humana. Este aluminio residual tem sido objeto de estudo de diversos
trabalhos por estar frequentemente associado ao desenvolvimento da Doenca de
Alzheimer (McLACHLAN, 1995; NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998;
BERGAMASCO et al.,, 2009; ROSALINO, 2011). Além disso, quando ndo ha
disposicao correta do lodo das ETAs, o aluminio residual presente neste lodo acaba
por retornar aos corpos hidricos agravando o problema da poluicéo.

Visando evitar estes possiveis danos, diversos coagulantes alternativos vém
sendo pesquisados no mundo todo, com o objetivo de serem utilizados como
coagulantes principais ou auxiliares de coagulacdo. Dentro desta classe, estdo os
coagulantes naturais, que podem ser tanto de origem animal, como a quitosana,
qguanto de origem vegetal. Os coagulantes vegetais apresentam muitas vantagens,
entre elas o baixo custo, a elevada biodegrabilidade, o pH gue ndo sofre alteracdes
extremas e a possibilidade de producédo em larga escala (YIN, 2010).

O extrato da semente de Moringa oleifera tem sido estudado como um
eficiente coagulante natural (NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995;
OKUDA et al., 2000; GHEBREMICHAEL et al., 2005; PRITCHARD et al., 2010). Em
comparacao aos coagulantes quimicos, o uso do extrato da semente de M. oleifera
no tratamento de agua, ndo necessita de ajuste do pH e alcalinidade da mesma e,
também, ndo causa problemas de corrosividade, além de produzir menos lodo, que
por sua vez, nao apresenta riscos a salude ou ao meio ambiente
(NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998).
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Entretanto, diversos trabalhos alertam para a possibilidade de toxicidade da
M. oleifera. Estudos foram realizados com diferentes partes da planta, sendo
encontrada nas sementes substancias com capacidade antifangica, antimicrobiana,
inseticida, larvicida e repelente (CHUANG et al., 2007; FERREIRA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA et al.,, 2011; PRABHU et al., 2011; ROCHA et al.
2011). Além disso, estudos realizados com o extrato da semente alertaram para a
toxicidade em peixes (GRABOW et al., 1985; KAVITHA et al., 2012). Nestas
pesquisas, foram observadas alteracbes bioquimicas, hematologicas e
comportamentais nos organismos testados.

Devido a presenca de substancias potencialmente toxicas no extrato das
sementes de M. oleifera, os estudos de ecotoxicidade justificam-se por permitirem
uma melhor compreensao do risco de utilizacdo deste coagulante no tratamento de
agua. Estudos ecotoxicologicos geralmente envolvem varias classes de organismos,
de diferentes niveis tréficos, para que seja possivel ter uma visdo sistémica dos
danos que a substancia em questdo poderia causar ao meio ambiente (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2008).

Na literatura, sdo escassos 0s estudos sobre a ecotoxicidade do extrato da
semente de M. oleifera. Os trabalhos encontrados estdo praticamente restritos a
peixes, deixando a parte os outros niveis troficos dos ecossistemas aquéticos. Os
microcrustaceos, entre eles os cladéceros, sdo um importante elo na cadeia
alimentar por servirem de alimento a peixes pequenos e por promoverem o controle
populacional de algas através da alimentacdo. Baseando-se nisso, 0 presente
trabalho objetivou avaliar uma importante classe de organismos, que até entdo nao
havia sido estudada. Para isto, foram testados trés diferentes extratos de M. oleifera
frente aos organismos Daphnia magna e Artemia salina, reconhecidos

microcrustaceos bioindicadores de ecotoxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
- Verificar a possivel ocorréncia de toxicidade em trés diferentes extratos das
sementes de Moringa oleifera utilizando os organismos Daphnia magna e Artemia

salina;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a toxicidade aguda dos extratos da semente de Moringa oleifera frente aos
organismos Daphnia magna e Artemia salina;

- Verificar se ha diferenca na toxicidade entre os extratos de Moringa oleifera
avaliados;

- Avaliar a toxicidade cronica dos extratos de Moringa oleifera frente ao organismo
Daphnia magna;

- Avaliar a toxicidade aguda da 4&gua tratada pelos processos de
coagulacéo/floculacdo com os extratos de Moringa oleifera frente ao organismo

Daphnia magna;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 COAGULANTES ALTERNATIVOS

Atualmente, um grande numero de estudos vem sendo desenvolvido a fim
de minimizar a formacéo de subprodutos toxicos no tratamento de agua, assim como
a reducédo do volume e da toxicidade do lodo gerado. Uma das principais correntes
com esse propdsito é a pesquisa de coagulantes naturais ou alternativos. As
principais vantagens desses coagulantes, principalmente os de origem vegetal, s&o
o baixo custo, a elevada biodegrabilidade, o pH que néo sofre variagcdes extremas e
a possibilidade de producédo em larga escala (YIN, 2010).

O extrato da semente de M. oleifera tem sido estudado como um eficiente
coagulante natural (NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995; OKUDA et
al., 2000; GHEBREMICHAEL et al., 2005; PRITCHARD et al., 2010). Esse extrato
pode ser utilizado como um coagulante primario ou auxiliar de coagulacdo (MUYIBI;
EVISON, 1995). Somando-se a remocéao de turbidez, a coagulagcdo com M. oleifera
pode promover a reducdo de Escherichia coli em cerca de 97% (PRITCHARD et al.,
2010).

Além do extrato da semente de M. oleifera, amplamente estudado (MUYIBI,
EVISON, 1995; NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995;
NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998; OKUDA et al., 2000; GHEBREMICHAEL et
al., 2005; KALAVATHY; MIRANDA, 2010; PRITCHARD et al., 2010), diversos outros
coagulantes naturais vém sendo pesquisados e testados com eficiéncia em varios
paises, como o Cactus latifaria e a semente de Prosopis julifiora, ambas plantas
nativas da Venezuela (DIAZ et al., 1999), sementes e polen de palmeiras no Iraque
(AL-SAMERALIY, 2012), quitosana sintetizada a partir da desacetilagdo da quitina de
crustaceos (BERGAMASCO et al., 2009), sementes de nirmali (Strychnospotatorum)
(YIN, 2010) e taninos vegetais (OZACAR; SENGIL, 2000; 2003; BELTRAN-
HEREDIA; SANCHEZ-MARTIN; SOLERA-HERNANDEZ, 2010; SANCHEZ-MARTIN;
GONZALEZ-VELASCO; BELTRAN-HEREDIA, 2010; BELTRAN-HEREDIA,;
SANCHEZ-MARTIN; DAVILA-ACEDO, 2011).
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3.2 Moringa oleifera LAM.

A M. oleifera Lam. € uma &arvore tropical cujas sementes contém uma
substancia soluvel em agua e com propriedades coagulantes (MUYIBI; EVISON,
1995; NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995; RAMOS, 2005) (Figura 1).
No Brasil, € uma espécie ja cultivada em varias regides, sendo bastante popular no
nordeste devido a sua utilizacdo como uma solucao alternativa para clarificacdo de
adgua para abastecimento em zonas rurais (BORBA, 2001). A M. oleifera € uma
espécie pantropical originaria do Noroeste da india e apresenta rapido crescimento
até mesmo em solos medianos com umidade relativamente baixa, podendo atingir
até 10 m de altura (JAHNl, 1991 apud NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT,
1995; RAMOS, 2005).

Figura 1: Moringa oleifera, arvore frutificada (A), flores (B), folhas (C) e sementes (D).
Fonte: www.tree-nation.com (Consultado em 03/06/2012)

O mecanismo de coagulacdo de M. oleifera foi elucidado por
Ndabigengesere, Narasiah e Talbot em 1995. Neste trabalho sugeriu-se que o0s
agentes de coagulacdo seriam proteinas catibnicas diméricas com massa molecular

de 12-14 kDa e ponto isoelétrico (pl) entre 10 e 11, sendo o seu principal mecanismo

'JAHN, S. A. A. The traditional domestication of a multipurpose tree Moringa tenopetala in Ethiopian
Rift Valley. Ambio, v.20, p. 244-247. 1991.


http://www.tree-nation.com/
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de coagulagdo a adsor¢cdo e neutralizacdo de cargas. Entretanto, ndo ha um
consenso entre os pesquisadores, e atualmente existem diversos mecanismos
alternativos de coagulacéo e de agentes coagulantes propostos para a M. oleifera
(YIN, 2010). Okuda et al. (2000), por exemplo, obtiveram resultados que
demonstravam que o agente coagulante presente em um extrato obtido por solugcao
salina, seria um polieletrélito organico.

Ndabigengesere, Narasiah e Talbot (1995) testaram ainda o potencial de
extracdo do agente coagulante da M. oleifera com diferentes solventes (dgua, éter,
acetona, cloroférmio e hexano), sendo a agua o solvente que apresentou maior
potencial de extracdo. Desde entéo, a técnica comumente utilizada para a obtengéo
do extrato da semente de M. oleifera € a solucdo aquosa. Nesse processo, as
sementes sem cascas sao trituradas e homogeneizadas em agua destilada
(CARDOSO, 2007; ZABLONSKI, 2012). Outra técnica que vem mostrando
resultados promissores, sendo estes superiores a extracdo aquosa, € a extracao por
solucéo salina, utilizando-se principalmente cloreto de potassio (KCl) e cloreto de
sédio (NaCl) (OKUDA et al., 2000; MADRONA et al., 2010). Entre as principais
vantagens da extracdo salina, pode-se citar: ndo incremento de matéria organica
apos a coagulagcdo, maiores indices de remocéo de cor e turbidez e eficiéncia até
mesmo em aguas de baixa turbidez. Ambas as formas de extragdo podem ser
seguidas ou nao de purificacao (YIN, 2010).

Em comparacdo com 0s coagulantes quimicos, o uso do extrato da semente
de M. oleifera no tratamento de dgua ndo necessita do ajuste do pH e alcalinidade
da mesma e, também, ndo causa problemas de corrosividade, além de produzir
menos lodo (NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998). Entretanto, o seu uso requer
alguns cuidados. Recomenda-se que seja realizada a purificacdo do extrato a fim de
evitar o incremento de matéria organica na agua tratada, que resulta em odor, cor e
sabor, além da capacidade de gerar trihalometanos a partir da reagdo com cloro
(NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998). Outra alternativa consiste na aplicacdo de
um poés-tratamento eficiente para polimento da agua tratada, podendo ser utilizado o
processo de separacao por membranas.

Alguns estudos apontam que, apesar de apresentar alta eficiéncia na
coagulacdo, o uso do extrato de M. oleifera pode nao ser tdo eficaz quanto os
coagulantes com ferro e aluminio, como mostram os resultados de Pritchard et al.

(2010). Entretanto, o extrato das sementes de M. oleifera possui capacidade de
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remocdo suficientemente alta para que seu uso seja encorajado em paises
subdesenvolvidos, que apresentam problemas com o tratamento de agua,
principalmente devido ao elevado custo com os produtos quimicos. Além disso, ha a
questdo da ndo adicdo de substancias quimicas que possam deixar residuais na
agua e no lodo.

Outra aplicacéo conhecida da espécie M. oleifera no tratamento de agua, é o
uso da madeira para producdo de carbono ativado com fins de remocéo de metais
pesados, como cobre, niquel e zinco (KALAVATHY; MIRANDA, 2010).

Existem diversos parametros que podem afetar a eficiéncia de remocao de
turbidez pelo extrato das sementes de M. oleifera. Katayon et al. (2006) testaram a
eficiéncia do extrato sob diferentes condicdes de armazenamento (temperatura
ambiente e sob refrigeracdo em recipientes abertos e fechados) e tempo (um a cinco
meses), variando a turbidez inicial da 4gua (50 a 300 uT). O estudo apontou que o
extrato armazenado por até um més apresenta os melhores valores de remocao de
turbidez, enquanto o armazenamento por até cinco meses ocasiona 0 aumento da
turbidez residual, o que resulta em menor eficiéncia de remocdo de turbidez. Em
relacdo as condi¢cdes de armazenamento (temperatura ambiente e sob refrigeracédo
em recipientes abertos e fechados), ndo foram observadas diferengas significativas
(p<0,05).

Pritchard et al. (2010) também avaliaram os fatores que influenciam a
eficiéncia da coagulacdo com M. oleifera. O principal parametro foi a turbidez inicial,
sendo diretamente proporcional a eficiéncia da coagulacéo, apresentando pouca
remocao de turbidez em aguas de baixa turbidez.

A faixa de pH ideal da agua para o tratamento com M. oleifera, gira em torno
de 6,5, proporcionando valores de remocéao de turbidez acima de 80% (PRITCHARD
et al., 2010). Quanto mais préximo dos extremos de pH, menor é a remocao.

A temperatura também exerce grande influéncia, em geral, quanto maior a
temperatura, maiores os valores de remocdo de turbidez (entre 30 e 37°C)
(PRITCHARD et al., 2010). Sob baixas temperaturas é necessario prolongar o tempo
de mistura lenta ou aumentar a concentracdo de coagulante requerida para
aumentar o potencial de coagulacéao.

O tempo de vida das sementes também foi avaliado afim de verificar a
viabilidade de uso das sementes apdés a colheita. Para isto, foram testadas

sementes com idades que variaram entre 12 e 24 meses. As sementes de 12 meses
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apresentaram uma ampla faixa de concentracdo 6tima do extrato para remoc¢éo de
turbidez, enquanto as sementes de 18 meses apresentaram uma faixa de
concentracdo Otima de extrato mais estreita, porém com melhores eficiéncias de
remocao de turbidez (PRITCHARD et al., 2010). Na pratica, isto significa que para
sementes de 12 meses € possivel utilizar uma faixa mais ampla de concentragdo do
extrato para atingir os mesmos valores de remogéo de turbidez. Ja nas sementes de
18 meses, esta faixa de concentracdo € mais estreita, porém atingindo eficiéncias
maiores que as sementes de 12 meses. Por sua vez, as sementes de 24 meses
apresentam eficiéncia significativamente menor, ocasionando o aumento da turbidez
residual (PRITCHARD et al., 2010).

Ainda de acordo com Pritchard et al. (2010), uma arvore nao cultivada pode
produzir cerca de 2000 sementes por ano, com capacidade de purificar
aproximadamente 6000 L de agua a partir de uma concentracdo de 50 mg.L™ de
coagulante, tendo como base um peso médio por semente de 150 mg. Em
condicbes ideais de cultivo, a producdo de sementes pode aumentar de 5 a 10
vezes. Além das sementes, as bainhas e folhas podem ser utilizadas na alimentacéo
tanto animal quanto humana, apresentando elevadas quantidades de proteinas,
vitaminas e minerais.

Segundo Katayon et al. (2006) o custo de cultivo para producéo de 1 kg de
sementes de M. oleifera (aproximadamente 3400 unidades) é de aproximadamente
US$2. Em comparagdo com o custo de producdo do aluminio (aproximadamente
US$ 1 por 1 kg), a M. oleifera pode ser considerada mais cara, porém apresenta
maiores beneficios em relagcdo a salude e economia. Como a espécie pode ser
utilizada para mdultiplos fins, como a alimentacdo, o custo da producdo pode ser
dividido entre multiplos setores, o que viabilizaria a sua producdo em larga escala.

A M. oleifera possui inUmeros usos populares devido as suas aplicacfes
nutricionais e propriedades farmacologicas. Na Asia, suas folhas, flores e vagens
sdo geralmente consumidas como vegetais. De acordo com Ferreira et al. (2008)
todas as suas partes sédo fontes de compostos fendlicos, [3-caroteno, vitamina C e
proteinas totais, inclusive os aminoacidos essenciais sulfurados metionina e cisteina.
Os conteudos de proteinas e 6leo nas sementes de M. oleifera sdo mais elevados
gue aqueles encontrados em legumes e em algumas variedades de soja,
respectivamente. Acidos graxos insaturados, principalmente o &cido oléico,

carboidratos e minerais estdo presentes nas sementes em quantidades razoaveis.
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No geral, a planta possui baixas concentragdes de fatores antinutricionais, embora
as sementes possuam glucosinolatos (65,5umol.g™?), fitatos (41g.kg™) e atividade
hemaglutinante, enquanto as folhas possuem consideraveis quantidades de
saponinas (80g.kg™?), além de fitatos (21g.kg™) e taninos (12g.kg™?) (FERREIRA et
al., 2008).

3.3 ECOTOXICOLOGIA

Nas ultimas décadas, a sociedade vem produzindo, utilizando e descartando
uma imensa variedade de substancias quimicas no meio ambiente. Muitas destas
substancias sao utilizadas sem que estudos ecotoxicolégicos tenham sido
desenvolvidos. O conhecimento da toxicidade de substancias a diferentes
organismos aquaticos possibilita o estabelecimento de limites permissiveis de
emissdo e avalicdo do impacto que estes compostos causam a biota dos corpos
hidricos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

A toxicidade de agentes quimicos no meio hidrico é avaliada por meio de
ensaios ecotoxicolégicos. Os organismos utilizados nestes ensaios devem ser
representativos do ambiente, comprovadamente sensiveis ao agente estudado, o
teste deve ser o mais realistico possivel, de facil realizacdo e baixo custo, os
resultados devem ser facilmente quantificaveis através de interpolacdo grafica e
andlise estatistica para que os resultados obtidos nos testes laboratoriais possam
predizer com a maior exatiddo o possivel efeito desse agente no meio ambiente
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

O termo “ecotoxicologia” foi cunhado no inicio de 1970 pelo toxicologista
francés, Professor René Truhaut, que o definiu como um ramo da toxicologia
responsavel pelo estudo de efeitos adversos causados por poluentes naturais ou
sintéticos a biota aquatica e terrestre (DEVILLERS, 2009). Além disso, a
ecotoxicologia aborda a investigacdo de como e em que nivel 0s organismos sao
afetados pela exposicao a estes poluentes, assim como o estudo da maneira como
esses compostos quimicos sdo lancados no ambiente, transportados entre 0s
diferentes compartimentos da biosfera, e transformados através de processos
bidticos e abidticos (DEVILLERS, 2009).

Em geral, o termo Toxicologia Ambiental € utilizado nos estudos que

abordam os efeitos das substancias quimicas sobre os seres vivos individualmente.
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Jé o termo Ecotoxicologia € usado nos estudos dos efeitos destes compostos sobre
populacdes e seu comportamentos nos ecossistemas (CHASIN; PEDROSO, 2003).
Nos ensaios desenvolvidos em laboratorio, podem ser utilizados diferentes
organismos, sendo as algas, microcrustaceos e peixes 0S mais comuns. Embora
sejam utilizadas diferentes espécies, as condicbes basicas sdo semelhantes e
requerem condicbes ambientais especificas como pH, temperatura, oxigénio
dissolvido, dureza da agua e fotoperiodo. Nesses ensaios, 0s organismos-teste sédo
expostos a varias concentracdes da amostra a ser testada por determinado periodo
de tempo. Em todos os ensaios sdo utilizados frascos-controle (controle negativo),
nos quais se avalia a viabilidade do lote de organismos expostos (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2008). Apos o periodo de teste verificam-se os efeitos da amostra
sobre alguns parametros biolégicos, como mortalidade, mobilidade, crescimento,

reproducdo, comportamento, entre outros.

3.3.1 Testes Agudos e Cronicos

Os ensaios podem avaliar a toxicidade aguda e crbnica, dependendo das
condicBes e do tempo de duracdo do teste. Os ensaios de toxicidade aguda podem
ser definidos como aqueles que avaliam os efeitos, em geral severos e rapidos,
sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em um curto periodo de
tempo, que varia de acordo com o organismo-teste (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008). Devido a facilidade de execucdo, curta duracdo e baixo custo, 0s ensaios de
toxicidade aguda foram os primeiros a serem desenvolvidos e, portanto, constituem
a base de dados ecotoxicolégicos (BIRGE et al., 1985).

Nos ensaios de toxicidade aguda usualmente os critérios de avaliacdo séo a
mortalidade (principalmente para peixes) e imobilidade (principalmente para
invertebrados). Esses critérios sé@o utilizados por serem facilmente determinados e
apresentarem significado biolégico e ecoldgico para o ambiente (VAN LEEUWEN,
1988).

Em ensaios de toxicidade aguda, a partir dos resultados obtidos, pode-se
calcular a concentracdo mediana que causa efeito adverso em 50% dos organismos
testados durante um periodo de tempo predeterminado. Geralmente, para

invertebrados, calcula-se a CE50, concentragdo mediana efetiva que imobiliza 50%
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dos organismos-teste, e para peixes calcula-se a CL50, concentracdo mediana letal
a 50% dos organismos testados. Utiliza-se o nivel de efeito de 50% porque é a
resposta mais reprodutivel e pode ser estimada com maior confianca (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2008). A CL50 e a CE50 sao expressas em termos de concentracéo
da substancia-teste e tempo de duracéo do teste.

No ambiente aquéatico, devido a fatores de diluicdo, em geral, os organismos
estdo expostos a niveis subletais dos agentes quimicos. Esta forma de exposi¢cao
dificilmente leva a morte do organismo, mas pode causar disturbios fisioldgicos e/ou
comportamentais a longo prazo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Os testes
cronicos avaliam essa forma de exposicao, identificando e analisando os efeitos
adversos mais sutis aos organismos.

Os testes cronicos podem ser divididos em: testes com todo o ciclo de vida
de uma espécie, testes com parte do ciclo de vida de uma espécie (quando
geralmente se utilizam os estagios de vida mais sensiveis ou criticos da espécie) e
os testes funcionais nos quais séo feitas as medidas dos efeitos do agente sobre
funcdes fisioldgicas especificas, como a reproducdo (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008).

Nos testes de toxicidade aguda e cronica, utilizam-se organismos nas fases
mais sensiveis do seu ciclo de vida, como por exemplo, 0os estagios larvais ou
embrionarios. Deste modo, um contaminante que nao apresente toxicidade na fase
mais sensivel do organismo, provavelmente ndo o causara nas demais fases do seu
ciclo de vida (EPA, 2002).

Os ensaios de toxicidade cronica mais difundidos mundialmente s&o os
testes com Daphnia, com duracdo de 21 dias, e com Ceriodaphnia, de 7 dias de
duracdo. Este ultimo tem sido utilizado para avaliacdo de toxicidade crénica de
amostras ambientais (aguas e efluentes liquidos), enquanto o teste com Daphnia é
mais utilizado para avaliacdo da toxicidade de novas formulacdes quimicas
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Em ensaios de toxicidade crdnica, os efeitos avaliados sdo, em geral,
sobrevivéncia e reproducdo para invertebrados, enquanto para peixes observa-se a
sobrevivéncia e a reducdo no crescimento, por meio do peso seco ou comprimento
dos organismos-teste. No caso de testes embriolarvais com peixes, pode-se

observar a porcentagem de eclosao dos ovos (EPA, 2002).
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Ao final de um ensaio de toxicidade cronica estimam-se os efeitos de uma
substancia na reproducdo, no crescimento e/ou na sobrevivéncia de uma espécie
por um periodo prolongado de tempo. Com este tipo de teste, sdo calculadas a
maior concentracdo que nao causa efeito deletério aos organismos-teste (CENO) e
a menor concentragdo que causa efeito deletério estatisticamente significativo nos
organismos teste (CEO). O valor crénico é obtido pela média geométrica entre CEO
e CENO (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Varios critérios tém sido utilizados para avaliar a “saude” dos organismos e
as condicbes de ensaios, como a taxa de reproducdo e sobrevivéncia dos
organismos em cultura e em testes, sobrevivéncia dos mesmos nos tratamentos-
controle, presenca de formas resistentes (cistos) nas culturas, teor de lipideos nos
organismos (GOULDEN et al.,, 1982) e uso de substancias de referéncia para
avaliacdo da sensibilidade do lote de organismos utilizados nos testes.

Substancias de referéncia sao utilizadas para avaliar as condi¢cdes de
“saude” e sensibilidade dos organismos-teste. A realizacdo periddica de testes de
sensibilidade garante a obtencéo de resultados comparaveis, isto €, que apresentem
boa repetibilidade e reprodutibilidade (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Outra andlise que pode ser realizada a fim de garantir a confiabilidade dos
testes € o célculo do coeficiente de variacdo (CV) (Equacéo 1). Esta medida avalia a
variabilidade dos resultados obtidos, e de uma forma geral, um método
ecotoxicolégico € considerado bom, quando a variacdo dos resultados, expressa
pelo CV, for < a 30% (ENVIRONMENTAL CANADA, 1990).

(1)

CV—S 100
=5

Em que:

CV = coeficiente de variacao
S = desvio padrao

X = média
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3.3.2 Daphnia magna Straus.

Cladéceros sdo um grupo constituido por 8 ordens de branquiépodos de
pequeno tamanho, 15 familias, cerca de 80 géneros e aproximadamente 400
espécies (DODSON; FREY, 2001). Sao conhecidos oito géneros ao redor do mundo
que compde a Familia Daphniidae, a qual a espécie Daphnia magna pertence
(Figura 2).

Intestino
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ovigera
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Figura 2: Daphnia magna Straus.
Fonte: adaptado de Rupert e Barnes, 1996.

As espécies do género Daphnia, também conhecidas como pulgas d’agua,
sdo microcrustaceos de agua doce com habito filtrador. Medem de 0,5 a 5,0 mm de
comprimento e possuem uma carapaca bivalve que encerra todo o corpo, com
excecdo da cabeca e antenas. O primeiro par de antenas é geralmente nao
segmentado e pequeno, e possui funcdo quimiosensorial. O segundo par é
desenvolvido e usado para natacdo (DODSON; FREY, 2001).

Os cladoceros, grupo ao qual o género Daphnia pertence, reproduzem-se
assexuadamente por partenogénese, sendo que a populagcdo constitui-se
basicamente de fémeas (RUPERT; BARNES, 1996). Os machos sédo facilmente
reconhecidos por serem menores que as fémeas. Os cladoceros incubam seus ovos
dorsalmente por baixo da carapaga. O desenvolvimento € direto e 0s jovens sao

liberados da camara incubatéria por meio da flexdo ventral do pds-abdémen da
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fémea. Nos cladéceros, os ovos dipléides partenogenéticos eclodem em fémeas por
vérias geracfes. Determinados fatores, como alteracdo na temperatura da 4gua ou
reducdo do suprimento alimentar, induzem o aparecimento de machos e sao
produzidos ovos fertilizados (Figura 3). Os ovos fertilizados sdo grandes, e sao so
produzidos dois em uma ninhada. As paredes da camara incubatéria transformam-
se em uma capsula protetora em forma de sela, chamada efipio (Figura 4). Esta é
descartada na proxima muda ou pode ou ndo permanecer com o0 resto do
exoesqueleto descartado. Os efipios flutuam, afundam ou aderem a objetos
podendo suportar o ressecamento e o congelamento e até a passagem pelo
intestino de animais predadores. Os ovos de resisténcia podem eclodir rapidamente
guando as condicbes ambientais necessarias encontram-se presentes. Quando
essas condicfes sao reestabelecidas, os ovos de efipios eclodem, liberando fémeas

que irdo se reproduzir partenogeneticamente (RUPPERT; BARNES, 1996).

Figura 3: Diferenca entre os sexos em D. magna. Macho (esquerda) e fémea (direita).
Fonte: www.biology.ed.ac.uk (Consultado em 03/09/2013)

Figura 4: Efipio em D. magna.
Fonte: www.pubs.resc.org (Consultado em 03/09/2013)


http://www.biology.ed.ac.uk/
http://www.pubs.resc.org/
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Cladoéceros plancténicos, como o género Daphnia, sdo muito importantes no
ecossistema aquético por controlarem a densidade populacional de algas através da
regeneracdo de pastagem e nutrientes além de servir de alimento para peixes
pequenos ou jovens (DODSON; FREY, 2001).

Segundo Knie e Lopes (2004), a escolha da D. magna como organismo-
teste, fundamenta-se principalmente nos seguintes critérios:

- Os descendentes sdo geneticamente idénticos, 0 que assegura certa
uniformidade de respostas nos ensaios;

- S8o organismos importantes dentro do ecossistema aquatico;

- A cultura em laboratério sob condi¢cBes controladas é facil e sem grandes
custos;

- O ciclo de vida e reproducdo € suficientemente curto, o que permite a
utilizac@o destes organismos também em testes cronicos;

- A D. magna é internacionalmente reconhecida como organismo-teste e

vem sendo utilizada ha décadas em laboratdrios ecotoxicologicos;

3.3.3 Artemia salina Lench.

O género Artemia, ordem Anostraca, classe Branchiopoda, apresenta o
tronco composto de 11 a 18 segmentos com apéndices, carapaca ausente, olhos
compostos com hastes e habitam ambientes salgados (RUPERT; BARNES, 1996)
(Figura 5).

Figura 5: Cistos (A), cistos em eclosdo (B) e nauplios (C) de A. salina.
Fonte: Hentschel & Tata (1976)
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O status taxonémico do género Artemia tem sido muito discutido devido a
variabilidade morfologica consideravel existente dentro deste grupo. O consenso
atual, € que existe uma Unica espécie cosmopolita, Artemia salina, com diversas
cepas que variam fisiologicamente e morfologicamente entre si (PENNAK, 1989).

De acordo com a EPA (2002), as condicbes ambientais sob as quais a A.
salina vive podem ser altamente variaveis. A salinidade pode ultrapassar 300%,
condicdo na qual a maior parte dos organismos € incapaz de sobreviver.
Favorecidos pela auséncia de predadores e de competicdo alimentar nestes
ambientes, a A. salina desenvolve densas populacdes.

A temperatura ambiental 6tima para A. salina gira em torno de 25 a 35°C,
entretanto ja foram reportados organismos vivendo em uma temperatura de 40°C. A
maior parte das cepas nado sobrevive a temperaturas inferiores a 6°C, com excec¢ao
dos cistos que podem suportar temperaturas muito abaixo de 0°C. Estes organismos
também sdo capazes de sobreviver em uma ampla faixa de salinidade, que pode
variar desde abaixo de 45% a acima de 200%. A tolerancia de pH varia entre neutro
a altamente alcalino, sendo que o melhor porcentual de eclosdo dos cistos ocorre
em pH 8 ou superior (EPA, 2002).

A A. salina € um organismo filtrador que consome detritos organicos, algas e
bactérias microscopicas. Ambientes eutrofizados onde ocorrem blooms algais sédo
preferencialmente colonizados por cepas do género Artemia, que desenvolvem
densas populacdes nestes locais (EPA, 2002). Em condicbes ambientais que
permitem a existéncia de predadores, o género Artemia pode ser predado por
zooplancton, peixes, alguns grupos de insetos e passaros (EPA, 2002).

Os cistos sdo formas de resisténcia que permanecem latentes enquanto
estiverem desidratados. A partir do momento em que sdo hidratados, o embrido
torna-se ativo dentro do cisto. Apds algumas horas, surgem rupturas na membrana
do cisto e 0 embrido emerge ainda preso a membrana. Quando o embrido liberta-se,
emerge um nauplio com natacao livre. O crescimento da larva passa por cerca de 15
mudas, tornando-se sexualmente diferenciado em macho ou fémea na 10% muda.
Apos a fecundacéao, os ovos fertilizados podem tanto se desenvolver diretamente em
um nauplio com natacao livre ou entdo ser recoberto por uma membrana grossa e
depositados como cistos latentes (EPA, 2002).

A A. salina é largamente utilizada em testes laboratoriais devido

principalmente a facilidade de manutencdo e armazenagem, baixo custo e ampla
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distribuicdo geografica. Os cistos da espécie podem ser armazenados durante anos
sob refrigeracdo e baixa umidade sem que percam o seu potencial de eclosao
(VANHAECKE, 1981a, 1981b). Esta espécie é utilizada principalmente em estudos

de toxicidade de extratos vegetais.

3.4 TOXICIDADE DE Moringa oleifera

Um dos primeiros estudos realizados com o objetivo de avaliar a toxicidade
da M. oleifera foi realizado em 1985 por Grabow et al. Este trabalho utilizou
diferentes modelos biolégicos: peixes (Poecilia reticulata), protozoarios
(Tetrahymena pyriformis) e bactérias (Escherichia coli e Salmonella sp), além de
avaliar os efeitos sobre a enzima acetilcolinesterase. Dentre o0s resultados,
encontrou-se que concentracées equivalentes a 5 mg.L™ ja eram capazes de afetar
a taxa de consumo de oxigénio de T. pyriformis, 30 a 40 mg.L™ induziam padr&es de
locomoc&do anormais em P. reticulata, sendo a CL50 para este grupo de 196 mg.L™.
Além disso, concentracdes acima de 200 mg.L™ também foram capazes de inibir a
acao da enzima acetilcolinesterase. Apesar destes resultados, o extrato da semente
de M. oleifera ndo foi considerado toxico para humanos devido a natureza da
contaminacgdao e interagdes complexas que ocorrem no meio ambiente.

ApoOs este estudo, outros foram desenvolvidos visando verificar a toxicidade
de diversas partes da planta em diferentes organismos-teste. Adesina e Oguntuga
(2009) estudaram a toxicidade crbnica subletal do extrato aquoso da casca da raiz
de M. oleifera sobre peixes juvenis (Oreochromis niloticus). Os autores analisaram
os danos causados nas branquias e, observaram o desenvolvimento de diferentes
lesBes, chegando até a sua completa degeneracao.

Asare et al. (2012) avaliaram o potencial de toxicidade do extrato aquoso
das folhas quando ingerido como nutracéutico em ratos. Apesar de ter sido
encontrado um potencial citotdxico em concentracdes acima de 20000 mg.L™, ndo
foram comprovados danos hematologicos nos animais testados. Em razdo disso, os
autores consideram a ingestdo segura, desde que seja mantida abaixo de 1000
mg/kg de peso corporal. Awodele et al. (2012) também avaliaram o efeito toxico do
extrato aquoso em ratos. Foi encontrada uma DL50 de 1585 mg.kg™, entretanto, n&o
foram observadas diferencas significativas na qualidade do esperma e nos

parametros hematoldgicos e bioquimicos entre os ratos tratados com o extrato e 0s
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do grupo controle. Desta forma, os autores afirmam que o extrato aquoso das folhas
é relativamente seguro, desde que administrado oralmente.

Chuang et al. (2007) pesquisaram o potencial antifiungico do extrato das
sementes e das folhas de M. oleifera. Os autores encontraram que tanto o extrato da
semente quanto o 6leo essencial das folhas apresentam atividade inibitoria contra os
fungos Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton
floccosum e Microsporum canis. Entretanto, o extrato cru das folhas e suas fragdes
mostraram-se pouco eficazes contra estes dermatéfitos. Rocha et al. (2011) também
encontraram atividade antifingica do extrato das flores de M. oleifera frente a
Candida albicans e Microsporum canis.

Paiva et al. (2011) avaliaram os efeitos de diferentes lectinas, entre elas a
das sementes de M. oleifera, sobre cupins. Os autores encontraram que
concentracdes entre 1000 e 1500 mg.L™ do extrato das sementes de M. oleifera s&o
ativas contra estes insetos. Nesta mesma linha, Prabhu et al. (2011) avaliaram o
potencial larvicida e repelente da M. oleifera frente ao Anopheles stephensi, o
mosquito vetor da Malaria. O extrato metandlico da semente apresentou um elevado
potencial contra as larvas e pupas do inseto, com concentracdes que variaram entre
57,79 e 78,93 mg.L™, dependendo do tempo de vida da larva. Para as pupas, a
CL50 foi de 67,77 mg.L™. A atividade repelente também foi comprovada, sendo
diretamente proporcional & concentracdo do extrato na solucéo.

Ferreira et al. (2009) avaliaram o potencial larvicida do extrato aquoso da
semente frente ao mosquito Aedes aegypti e a toxicidade sobre ratos, camundongos
e Daphnia magna. A solucdo inicial possuia uma concentracdo de 26% m/m. Uma
concentracdo de 5200 mg.L™ foi responsavel pela mortalidade de 99,2% das larvas
no 3° estagio de desenvolvimento, sendo a mortalidade diretamente proporcional a
concentracdo testada. Em termos de prevencdo a eclosdo, nenhuma das
concentracbes testadas mostrou-se eficaz. Entretanto, 100% das larvas recém-
eclodidas morreram antes de atingir o 2° estagio de desenvolvimento. A atividade
larvicida extinguiu-se apés o aquecimento do extrato a 80°C por 10 min, o que pode
ser um indicativo de que 0os compostos toxicos sejam proteinas. Os mesmos autores
ainda encontraram uma CE50 de 188,7 mg.L™ para D. magna, sendo a imobilidade
diretamente proporcional a concentragédo testada. Nos ensaios com roedores foram
utiizadas duas vias distintas de contaminacdo. Para 0s camundongos, a

contaminacdo deu-se atraves de injecdo intraperitoneal, enquanto para os ratos, a
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exposicao ocorreu através da ingestdo de agua com o extrato de M. oleifera soltvel.
Para os camundongos a DL50 encontrada foi de 446,5 mg.kg™® peso corporal,
enguanto nos ensaios realizados com ratos ndo foram observadas diferencas nos
parametros analisados entre o grupo controle e 0 grupo exposto ao extrato de M.
oleifera.

Oliveira et al. (2011) inferiram a acgao inseticida das lectinas presentes no
extrato da semente de M. oleifera. Os resultados comprovaram que a semente
moida misturada a alimentacdo causa reducéo no crescimento e no peso das larvas
de mariposa testadas, sem que cause mortalidade. Em uma dieta artificial, a adi¢cao
de 0,1% de lectina proveniente do extrato de M. oleifera, causa uma reducéo de
peso seco de 0,25 mg, equivalente a 13,5% do peso total.

Kavitha et al. (2012) avaliaram a toxicidade do extrato da semente de M.
oleifera usando biomarcadores hematolégicos e bioquimicos no peixe Cyprinus
carpio. Os testes realizados apontaram um valor de CL50 de 124,0 mg.L™ em uma
exposicao de 96h. O presente estudo apontou que o extrato da semente de M.
oleifera é toxico para o C. carpio em altas concentracdes.

Além da sua utilizacdo como coagulante natural, o extrato da semente de M.
oleifera esteve sempre presente na cultura popular como fitoterapico e, também,
como recurso alimentar, devido as suas excelentes propriedades nutricionais
(FERREIRA et al., 2008). Entretanto, a deteccdo de compostos toxicos, substancias
com propriedades antifungicas, antimicrobianas e inseticidas, trouxe a tona a
necessidade de mais estudos para avaliar a existéncia ou nao de toxicidade frente a

diferentes organismos e diferentes formas de contaminag&o.

3.5 TRATAMENTO DE AGUA CONVENCIONAL

O tratamento de agua consiste na execuc¢ao de diversas etapas e processos,
que tém como objetivo fornecer dgua potavel de qualidade a populagdo. Entretanto,
a continua deterioracdo dos corpos hidricos em conjunto com técnicas inadequadas
de tratamento, vem tornando esse objetivo cada vez mais dificil de ser alcancado
(ACHON, 2008).

Em 12 de dezembro de 2011, o Ministério da Saude emitiu a Portaria N°
2914, que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade
da agua para consumo humano e seu padrao de potabilidade (BRASIL, 2011). Em
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consonancia com os padrdes de qualidade mundiais, essa Portaria recomenda que
0s padrdes analiticos para a determinacdo dos parametros previstos na mesma,
atendam as normas nacionais e internacionais mais recentes. Alguns dos
parametros englobados pela Portaria n® 2914/2011 sdo: Escherichia coli, coliformes
totais, concentracdo de cloro e de aluminio residual livre, densidade de
cianobactérias e concentracdo de cianotoxinas, além do valor méximo permitido
para diversas substancias quimicas, como metais pesados, agrotoxicos e elementos
radioativos.

No Brasil, hA& um predominio do tratamento de ciclo completo ou
convencional (ACHON, 2008). De acordo com Libanio (2010), esta forma de
tratamento divide-se nas seguintes etapas:

1. Coagulacédo: consiste na desestabilizacdo das particulas coloidais e suspensas,
realizada pela conjuncédo de acgles fisicas e reagBes quimicas, com duracdo de
poucos segundos, entre o coagulante (usualmente um sal de aluminio ou de ferro), a
agua e as impurezas presentes. Nessa etapa, espera-se remover especialmente a
turbidez, matéria organica coloidal, substancias téxicas, e outras passiveis de
conferir odor e sabor a &agua, microrganismos em geral e 0s precursores da
formacéao de trihalometanos.

2. Floculacédo: consiste em um conjunto de fenémenos fisicos, nos quais se objetiva
reduzir o numero de particulas suspensas e coloidais presentes na massa liquida.
Para tanto, sdo fornecidas condi¢cdes, em termos de tempo de mistura e agitacao,
para que ocorram os choques entre as particulas anteriormente desestabilizadas
pela acdo do coagulante, objetivando a formacdo de flocos, que serao
posteriormente removidos por sedimentacéao/flotacéo.

3. Sedimentacado: ocorre a deposi¢cdo dos flocos formados nas etapas anteriores
pela acdo da gravidade. Esta etapa objetiva diminuir o afluxo de particulas as
unidades filtrantes.

4. Filtracao: constitui-se no processo que tem como funcao primordial a remocéao das
particulas responsaveis pela cor e turbidez remanescentes. Essa etapa pode ser
considerada a mais relevante no tratamento de agua, na qual as falhas que
porventura tenham ocorrido na coagulacao, floculacdo e sedimentacdo possam ser
corrigidas, assegurando a qualidade da agua tratada.

5. Desinfecgdo: tem como objetivo produzir agua de consumo isenta de

microrganismos patogénicos, cuja inativacao realiza-se por intermédio de agentes
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fisicos e/ou quimicos, sendo praticamente a Ultima etapa do tratamento de agua.
Existem dois grupos principais de desinfetantes, os agentes quimicos e fisicos. Os
agentes quimicos sao elementos ou compostos com potencial de oxidacéo, incluindo
o cloro, dioxido de cloro, peroxido de hidrogénio, acido acético, bromo, iodo,
permanganato de potassio, cloreto de bromo e o0zbénio. Os agentes fisicos
apresentam acao referenciada a energia de radiacdo, destacando-se radiacao UV,
radiacdo gama, radiacao solar e, em nivel domiciliar, a fervura.

Como pode ser observado, durante o processo de tratamento de agua,
ocorre a aplicacdo de diversos compostos quimicos, como por exemplo, 0os agentes
coagulantes, que podem permanecer na agua ou no lodo gerado, ou ainda, reagir
formando subprodutos toxicos, como é o caso do cloro, altamente reativo na
presenca de grandes concentracfes de matéria organica (ACHON, 2008).

A deterioracdo dos corpos hidricos é um dos fatores responsaveis pelo
aumento da demanda por produtos quimicos nas ETAs. As descargas de esgoto
doméstico e efluentes industriais sdo responsaveis pelo processo de eutrofizacdo
artificial, que consiste no enriquecimento desses ecossistemas aquaticos através do
aumento das concentra¢des de nutrientes, principalmente nitratos e fosfatos (JULIO
et al., 2009).

O decaimento da qualidade de um manancial resulta para a ETA em maior
necessidade de aplicacdo de produtos quimicos, com consequente aumento na
producao de residuos e maior custo. Por esta razdo, de acordo com Achon (2008), é
importante caracterizar os recursos hidricos utilizados, a fim de reduzir a quantidade
de coagulante aplicado, buscando a otimizagdo do processo de coagulacdo, com
consequente reducéo do volume de lodo gerado e reducao de custos.

A producdo de lodo é outro problema enfrentado pelas ETAs. Esses
residuos gerados constituem-se basicamente das aguas de lavagem dos filtros e
particulas dispostas nos tanques de sedimentacdo/decantacdo (ROSARIO, 2007).
As caracteristicas e quantidades dos residuos gerados dependem do tipo de
tratamento de agua adotado, das caracteristicas da agua bruta, das dosagens e
qualidade dos produtos quimicos utilizados, das reacfes quimicas ocorridas no
processo, da forma de remocéo e do tempo de retencdo desses residuos nas ETAs
(SUNDEFELD JUNIOR, 2007).

Nos tratamentos que utilizam sais metéalicos (sais de aluminio e ferro) os

lodos gerados nos decantadores contém, essencialmente, as substancias em
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suspensao na agua bruta, como siltes, argilas e substancias orgéanicas, 0s
hidréxidos metalicos (de ferro ou aluminio), outros precipitados provenientes da
coagulacéo (6xidos metalicos) e demais aditivos utilizados no tratamento, tais como
polieletrdlitos, cal e carvéo ativado (ROSARIO, 2007).

No Brasil, em algumas situacfes, a disposicao do lodo ocorre em corpos
d'dgua sem nenhum cuidado especifico, podendo provocar graves impactos
ambientais. Essa pratica é responsavel por gerar um circulo vicioso, pois 0s rios que
sao os principais fornecedores de agua para o abastecimento publico, também sdo
receptores de todo e qualquer tipo de residuo gerado nas proprias ETAs (ACHON,
2008). Devido ao grande volume e complexidade do lodo produzido, séo
necessarias pesquisas voltadas a reducédo da quantidade e toxicidade, assim como
alternativas de tratamento e disposicao final.

Neste sentido, a utilizacdo de coagulantes naturais ganha espaco, devido as
diversas vantagens que apresenta. Entretanto, devido a falta de conhecimentos
sobre alguns aspectos, como a ecotoxicidade, a sua utilizacdo deve ser realizada
com cautela. Devido a isto, o presente trabalho teve como objetivo verificar a
existéncia de toxicidade em diferentes extratos das sementes de M. oleifera, um dos

coagulantes naturais mais utilizados.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi dividido em trés etapas que podem ser melhor
observadas na Figura 6. A primeira etapa constituiu-se na avaliacdo da toxicidade
aguda dos extratos, utilizando D. magna e A. salina. Na segunda etapa, buscou-se
avaliar a toxicidade cronica dos extratos utilizando apenas o organismo D. magna.
J& na terceira e Ultima etapa, avaliou-se a toxicidade aguda da agua tratada com os
extratos de M. oleifera utilizando o bioindicador D. magna.

(’
_ETAPA = *Preparo dos extratos de M. oleifera
Toxicidade aguda «Bioensaio com A. salina (duragéo de 24 horas)
Bl e)(;}re?ftgrsade il *Bioensaio com D. magna (duragéo de 48 horas)
\.
4
ETAPA 2:
Toxicidade crénica *Preparo dos extratos de M. oleifera
dos extratos de M. *Bioensaio com D. magna (duragéo de 21 dias)
oleifera
.
a ETAPA 3:
- ' *Preparo dos extratos de M. oleifera
Toxicidade aguda «Ensaio de coagulagao/floculagéo/sedimentagéo da agua,
da agua tratada utilizando os extratos de M. oleifera
com'\(zsoelg][g:gs e *Bioensaio com D. magna (duragéo de 48 horas)

Figura 6: Esquema das etapas de desenvolvimento da pesquisa.

4.1 PREPARO DOS EXTRATOS DE M. oleifera

As sementes de M. oleifera foram fornecidas pela Universidade Federal de
Sergipe (UFS) em novembro de 2012. Foram preparados trés extratos a partir das
sementes denominados extrato aquoso, extrato salino da semente integral e extrato
salino da semente sem 6leo. Todos 0s extratos possuiam uma concentracdo de 1%,
ou seja, 10000 mg.L™. Os extratos foram preparados no dia de cada ensaio para
evitar a degradacdo da matéria organica da semente. O preparo dos extratos

encontra-se esquematizado na Figura 7, sendo explicado em detalhes nos itens
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4.1.1 (extrato aquoso), 4.1.2 (extrato salino da semente integral) e 4.1.3 (extrato

salino da semente sem 0leo).

Extrato salino da Extrato salino da
Extrato aquoso semente integral semente sem 0leo
|| Sementes || Sementes || Lavagem da borra de
descascadas descascadas M. oleifera
Estufa (12 horas a ‘ _, Estufa (12 horas a || Estufa (12 horas a
40°C) 40°C) 40°C)
| = 3 & [ Tarbdlise (3 minutos ]
Trituracao Trituracao com solucio salina)

- \ p ~ - \
|| Tarbdlise (3 minutos Agitacdo magnética

com agua destilada) || Turbolise (3 minutos (30 minutos)
h - com solucao salina)

. J

'd ) \ ) 'd )
Agitacdo magnética

(30 minutos) - ~
~ g || Agitacéo magnética ~ g
(30 minutos)

— Filtrag&o a vacuo

— Filtracdo a vacuo

—{ Filtracdo a vacuo

Figura 7: Esquema do preparo dos extratos de M. oleifera.

4.1.1 Extrato Aquoso

As sementes foram descascadas e deixadas em estufa a 40°C durante 12
horas. Em seguida, as sementes foram trituradas em liquidificador até formar um pdé.
Em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se 1 g do po de M. oleifera,
completando o volume para 100mL com agua destilada. A solugéo foi entdo deixada
em turbolise no liquidificador por 3 minutos. Em seguida, o extrato permaneceu em

agitacdo magneética por 30 minutos, sendo a ultima etapa a filtragéo a vacuo em filtro
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de papel de 14 uym de diametro do poro. O extrato resultante foi imediatamente
utilizado nos bioensaios de toxicidade.

4.1.2 Extrato Salino da Semente Integral

O po6 das sementes foi obtido da mesma maneira descrita para o extrato
aguoso (item 4.1.1). Em seguida, preparou-se uma solucédo salina de cloreto de
sédio (NaCl) 1M (58,4 mg.L™"). Em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se 1
g do po6 de M. oleifera, completando o volume para 100mL com a solucéo salina. As
etapas seguintes foram as mesmas descritas para o extrato aquoso (item 4.1.1). O

extrato resultante foi imediatamente utilizado nos bioensaios de toxicidade.

4.1.3 Extrato Salino da Semente Sem Oleo

A borra das sementes sem 0leo foi fornecida pela Universidade Estadual de
Maringd (UEM). O oOleo das sementes foi retirado com o auxilio de um Extrator
Soxhlet, no qual o 6leo e a gordura de materiais soélidos sdo extraidos apos
repetidas lavagens com um solvente organico sob refluxo em um vidro especial
(BRUM; ARRUDA; REGITANO D’ARCE, 2009). Para o preparo deste extrato, a
borra das sementes sem 6leo foi lavada com agua quente (60°C) em filtro a vacuo
para retirar as impurezas resultantes da extracdo do 6leo. O pé lavado foi deixado
em estufa por 12 horas e o procedimento repetiu 0s passos realizados para a
extracdo salina (item 4.1.2). O extrato resultante foi imediatamente utilizado nos
bioensaios de toxicidade.

4.2 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA DOS EXTRATOS DE M. oleifera

4.2.1 Toxicidade Aguda dos Extratos de M. oleifera Utilizando D. magna

Os filhotes de D. magna utilizados nos testes foram obtidos do cultivo
mantido pelo Laboratério de Limnologia e Ecotoxicologia da UTFPR que é conduzido
de acordo com as normas da ABNT NBR 12713 (2009).
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As fémeas ovigeras (matrizes) foram mantidas em béqueres de 2L em
concentragfes de até 30 matrizes por litro de meio de cultivo (ANEXO B) em camara
incubadora climatizada, com temperatura entre 18°C e 22°C e fotoperiodo de 16
horas claro/8 horas escuro (Figura 8). Cada béquer com as matrizes e 0 meio de
cultivo, constituiu o que € chamado de lote ao longo do trabalho. As matrizes foram
alimentadas com solucdo da alga Desmodesmos subspicatus em concentracdo
celular de aproximadamente 4,6 x 10°células.mL™. A limpeza dos lotes, alimentacéo
e troca do meio de cultivo foi realizada diariamente.

Figura 8: Lotes com matrizes de D. magna e filhotes em béqueres menores separados para
realizacao de testes.

Os filhotes utilizados nos testes eram retirados dos lotes e deixados em
recipiente com meio de cultivo separado das matrizes, sem alimentac&o, durante 2
horas para que atingissem a idade necesséria (2 a 26 horas) para a realiza¢do dos
testes.

A partir da solucao inicial dos extratos de M. oleifera (10000 mg.L™), foram
obtidas as solu¢cdes com diferentes concentracfes para a realizacdo do bioensaio.
As concentragdes de M. oleifera testadas foram: 100, 200, 300, 400, 500 e 600
mg.L™?, preparadas em agua de diluicdo (ANEXO C), especifica para D. magna. O

bioensaio foi realizado em béqueres de 50 mL, adicionando-se 40 mL da solucéo
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(dgua de diluicao + extrato de M. oleifera) e 20 filhotes (Figura 9). Cada
concentragdo foi testada em triplicata, inclusive o controle negativo (apenas com
agua de diluicdo). O teste permaneceu em camara incubadora climatizada (20°C)

sem fotoperiodo, durante 48 horas, seguindo-se posteriormente a leitura.

Teste de Toxicidade Aguda dos Extratos de M. oleifera

C'ontrole 100 mg.L-* 200 mg.L-* 300 mg.L-* 400mg.L-* 500 mg.L-" 600 mg.L-*
(Agua de
diluicdo)

>—H4>» 0O —r 0v—2x-

Figura 9: Esquema do bioensaio de toxicidade aguda dos extratos de M. oleifera com D. magna
Observacéo: foram testados 20 organismos por béquer.

Tanto no teste de toxicidade aguda com D. magna quanto com A. salina, o
pardmetro que se avalia € a imobilidade, e ndo a mortalidade. Deste modo o
resultado € expresso em CE50, concentracdo mediana responsavel pela imobilidade
em 50% dos organismos.

Apés a leitura dos testes, que foi realizada através da observacdo do
namero de organismos imdveis por concentracdo, os dados foram analisados pelo
programa Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977)
para a obtencdo da CE50.

Durante todo o periodo dos testes com D. magna foram realizados ensaios
de controle de sensibilidade com cloreto de potassio (KCI), como pode ser
observado mais detalhadamente no item 4.5.1.
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4.2.2 Toxicidade Aguda dos Extratos de M. oleifera Utilizando A. salina

Os cistos de A. salina de alta eclosdo foram obtidos em comércio
especializado e armazenados em geladeira, ao abrigo da luz e umidade, até o seu
uso. A metodologia utilizada foi adaptada de Lindsay, Metcalf e Codd (2006),
Andriolli et al. (2007), Freitas et al. (2011), Grzybowski et al. (2012) e Pal&cio et al.
(2012). Para a ecloséo foi utilizada uma solucdo de agua do mar artificial (Aqua
Salt/Sea Salt®) com uma concentracdo de 35 g.L™, deixada em aeracdo por no
minimo 24 horas. Em seguida, cerca de 250 mg de cistos foram adicionados em 125
mL de 4gua do mar artificial, e colocados para eclodir. O béquer contendo os cistos
e a agua do mar artificial permaneceu durante 24 horas sob iluminacdo e
aguecimento com lampadas fluorescentes. Apds 24 horas, os nauplios | com
natacado ativa foram retirados e colocados em outro béquer com agua do mar
artificial nova e aerada e deixados por mais 24 horas sob as mesmas condicdes até
atingirem o estagio de nauplios Il, fase em que podem ser utilizados nos bioensaios.

A partir da solucao inicial de M. oleifera (10000 mg.L™?), foram obtidas as
solugbes com diferentes concentracfes para a realizacdo do bioensaio. Foram
testadas seis concentracfes do extrato das sementes de M. oleifera (100, 200, 300,
400, 500 e 600 mg.L™) preparadas usando agua do mar artificial. O bioensaio foi
realizado em placas de 24 pocos (Figura 10), adicionando-se 1500 pL da solucéo
(Agua do mar artificial + extrato de M. oleifera) em cada poc¢o. Os nauplios Il foram
retirados dos béqueres em que foram deixados para eclodir, e separados em grupos
de 10 com o auxilio de uma placa de porcelana de pocos rasos. O conteudo de cada
poco (aproximadamente 500 pL) foi transferido para os poc¢os da placa do bioensaio.
A placa foi entdo coberta com papel aluminio e permaneceu em camara incubadora
sem fotoperiodo a temperatura de 24°C durante 24 horas. Cada concentracao foi
testada em triplicata, incluindo-se o controle negativo (apenas com agua do mar

artificial).
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Teste de Toxicidade Aguda dos Extratos de M. oleifera utilizando A. salina

100 mg.L-* 200mg.L-* 300 mg.L-* 400 mg.L-'500 mg.L-' 600 mg.L-'

—_> C'ontroles
(Agua do mar
artificial)

L 1 1
L 1 1
oL 1 1
el 11

Figura 10: Esquema do bioensaio de toxicidade aguda dos extratos de M. oleifera com A.
salina. Observacgdo: foram utilizados 10 organismos por poco.

Apés o término do teste (24 horas), observou-se se havia ou ndo imobilidade
dos organismos nas diferentes concentracdes do extrato de M. oleifera testados. Os
dados foram anotados para serem analisadas pelo programa Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977) a fim de obter o calculo da CE5O0.

Durante todo o periodo dos experimentos foram realizados testes de
controle de sensibilidade com substancias de referéncia. Para A. salina foi utilizado o
dodecil sulfato de sédio (DSS), como pode ser observado mais detalhadamente no
item 4.5.2.

4.3 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE CRONICA DOS EXTRATOS DE M. oleifera

4.3.1 Toxicidade Cronica dos Extratos de M. oleifera Utilizando D. magna

Antes do teste definitivo, realizou-se um ensaio preliminar denominado teste
cronico de curta duracdo (7 dias), que teve como objetivo determinar as
concentragbes a serem testadas e a otimizagdo das condi¢cdes de manutencao.
Neste teste, foram mantidas as mesmas condi¢cbes adotadas para 0 bioensaio

cronico de 21 dias, com excec¢do do tempo de duracdo e das concentracdes
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avaliadas. No teste cronico de curta duracao (7 dias) foram testadas cinco
concentracdes de extrato de M. oleifera (20, 40, 60, 80 e 100 mg.L™") com 10
repeticbes cada, inclusive o controle negativo apenas com meio de cultivo. Como ao
término do teste havia ocorrido a morte de grande numero de individuos, para o
teste crénico definitivo (21 dias), optou-se por utilizar menores concentracdes de
extrato de M. oleifera, a fim de que parametros como crescimento e fecundidade
pudessem ser analisados.

Para o ensaio de toxicidade crénica com duracdo de 21 dias, foram testadas
quatro concentracdes do extrato de M. oleifera (1, 5, 10 e 15 mg.L™Y) (Figura 11), em
meio de cultivo. Cada béquer de 50 mL recebeu um filhote de D. magna com idade
de 2 a 26 horas em 50 mL de meio de cultivo acrescido do extrato de M. oleifera.
Cada concentracdo foi avaliada com 10 repeticbes (OECD, 2012), inclusive o
controle negativo (apenas com meio de cultivo). Os béqueres foram acondicionados
em caixas de plastico com tampa para evitar a evaporacdo da solucao e possiveis
contaminagcdes, e mantidos em camara incubadora climatizada nas mesmas
condi¢cBes das matrizes (item 4.2.1). Os organismos foram alimentados com solucao
da alga Desmodesmos subspicatus em concentracdo celular de aproximadamente

4.6 x 10%células.mL™.

Teste de Toxicidade Cronica dos Extratos de M. oleifera

JeseE

Controle 1 mg.L-* 5 mg.L-" 10 mg.L- 15 mg.L-
(Meio de
cultivo)

10 REPETICOES

Figura 11: Esquema do bioensaio de toxicidade crdnica (21 dias) dos extratos de M. oleifera.
Observacéo: foi utilizado 1 organismo por béquer.
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Realizou-se a manutencédo do bioensaio e observacdo dos organismos trés
vezes durante a semana, momento no qual era efetuada a limpeza dos béqueres,
troca do meio (meio de cultivo + extrato de M. oleifera), alimentacéo, contagem e
retirada dos filhotes. Todos os dados foram plotados em uma planilha para monitorar
a mortalidade dos organismos e numero de filhotes produzidos. No ultimo dia do
teste (21° dia), com o auxilio de um paquimetro, foi avaliado o crescimento nos
organismos sobreviventes.

O teste cronico foi realizado de acordo com a norma OEDC (2012) sobre
Testes de Reproducdo em D. magna, assim como os trabalhos produzidos por

Brentano (2006) e Flohr, Castilhos Jr e Matias (2012), com adaptacdes.

4.4 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA DA AGUA TRATADA COM OS
EXTRATOS DE M. oleifera

4.4.1 Agua Bruta

A &gua utilizada nos ensaios foi coletada na Represa do Rio Passauna na
cidade de Curitiba, Parana. A represa localiza-se na porcdo oeste da cidade e
abastece parte do municipio e Regido Metropolitana de Curitiba, tendo grande
importancia no fornecimento de 4gua na regido (ZABLONSKI, 2011).

ApoOs a coleta, foram realizadas as seguintes analises: cor (aparente e
verdadeira), turbidez, pH, temperatura, compostos organicos com absor¢cdo em UV
254 nm, alcalinidade, sélidos suspensos totais, sélidos suspensos fixos e solidos
suspensos volateis. As metodologias utilizadas estdo de acordo com o Standard
Methods (APHA, 1999).

Além das analises fisico-quimicas, foi realizado um ensaio de toxicidade
aguda utilizando o organismo D. magna para verificar a existéncia de substancias

téxicas na agua.
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4.4.2 Ensaios de Coagulagéo/Floculagédo/Sedimentacao

Baseando-se em dados da literatura (BORBA, 2001; CARDOSO, 2007,
CARDOSO et al., 2008; NISHI et al., 2011; ZABLONSKI, 2011) foram estabelecidas
as condic¢des do processo de coagulagéo/floculagéo (Tabela 1), que foram: tempos e
velocidades de mistura rapida (coagulacdo) e lenta (floculacdo). O tempo de

sedimentacao escolhido foi de 90 minutos.

Tabela 1- Tempos e velocidades de mistura rapida e lenta

Tempo Velocidade
Misturardpida 3 min 95 RPM
Misturalenta 15 min 10 RPM

4.4.3 Toxicidade Aguda da Agua Tratada com os Extratos de M. oleifera utilizando
D. magna

Com o objetivo de avaliar a toxicidade da agua apds o tratamento com
extratos da semente de M. oleifera, foram realizados ensaios agudos utilizando o
organismo D. magna. O procedimento para obtencdo dos filhotes, montagem e
desenvolvimento do experimento foi 0 mesmo descrito no item 4.2.1.

Apbs a sedimentacao (90 min.), foram coletadas amostras da agua tratada
no jar test, compreendendo duas fracdes: sobrenadante e sedimentado (Figura 12).
Nestes ensaios, foram reduzidas as concentracbes de extrato de M. oleifera
testadas, estando limitadas a 250, 350 e 450 mg.L™ Esta reducéo foi realizada com

base nos resultados obtidos nos ensaios agudos do extrato bruto.
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Ensaios de Coagulagao/ Floculagao/ Sedimentagao

250 mg.L-* 350 mg.L-* 450 mg.L-
SE o) =)

Sobrenadante

Sedimentado

Figura 12: Esquema do Jar Test para obtencdo das amostras de agua tratada com extratos de
M. oleifera.

As amostras de sobrenadante e sedimentado foram transferidas para
béqueres de 50 mL para realizacdo do bioensaio de toxicidade aguda (Figura 13).
Cada fracdo de cada concentracdo foi testada em triplicata, sendo o mesmo feito

para o controle negativo (agua de diluicdo).

Teste de Toxicidade Aguda da [\gua Tratada com os Extratos de M. oleifera

T

SN R

@ |

P

L

|

c

A

T

Controle Y e R X
s o 250 mg.L-* 350 mg.L-" 450 mg.L-

diluicdo)

Figura 13: Esquema do bioensaio de toxicidade aguda da 4gua tratada com extratos de M.
oleifera utilizando D. magna. SN: sobrenadante, SD: sedimentado. Observacédo: foram
utilizados 20 organismos por béquer.
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4.5 TESTES COM SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Os ensaios de controle de sensibilidade com substancias de referéncia
permitem maior precisao e confiabilidade nos resultados obtidos ao longo do tempo
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Para D. magna, sdo necessarios no minimo cinco
testes ao longo do tempo de manutencao de cada lote (cerca de 40 dias), enquanto
que para A. salina os testes de sensibilidade séo realizados no periodo de tempo em

gue os testes com a substancia em estudo forem desenvolvidos.

4.5.1 Controle de Sensibilidade para D. magna

A substancia de referéncia para este teste é o cloreto de potassio, sendo
preferencialmente utilizado por ndo sofrer interferéncia da qualidade da agua além
de ser seguro em relacéo a sua disposi¢cdo no ambiente (BURATINI, 2002).

As concentracdes testadas foram: 570, 660, 700, 750 e 840 mg.L™. Cada
concentracdo, inclusive o controle negativo apenas com agua de diluicdo, foi
realizada em triplicata. O desenvolvimento do teste foi 0 mesmo descrito no item
4.2.1.

O valor de referéncia € obtido com base na carta controle, onde sdo plotados
todas as CE50 e calculadas as médias e os desvios padrbes (item 5.4). Para o
Laboratorio de Limnologia e Ecotoxicologia Ambiental, a sensibilidade ao KCI ideal
mantém-se em torno de 700 mg.L™.

A D. magna possui uma sensibilidade bastante variavel, dependendo de
fatores ambientais como disponibilidade de alimento, densidade populacional,
qualidade da &gua utilizada no preparo do meio de cultivo, temperatura do cultivo e
do ambiente exterior (KNIE; LOPES, 2004), entre outros. Deste modo, é necessaria
a realizacao continua de testes para controle de sensibilidade. Caso seja observada
que, em uma determinada semana, o controle esteve fora do desvio padrdo
determinado pela carta-controle, os resultados dos testes com as substancias em
avaliacdo, como o extrato da M. oleifera, por exemplo, devem ser descartados e
repetidos. Caso a mudanca de sensibilidade seja persistente, € necessario encerrar

o lote, descartando as matrizes, e abrir um novo lote a partir dos filhotes.
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4.5.2 Controle de Sensibilidade para A. salina

Este ensaio baseou-se no teste aplicado por Vanhaecke (1981a; 1981b). A
substancia de referéncia foi o dodecil sulfato de sodio (DSS), também conhecido
como lauril sulfato de sddio. As concentracdes testadas foram: 10; 13,5; 18; 24 e 32
mg.L?, de acordo com a literatura (VANHAECKE, 1981a; 1981b). O controle
negativo foi feito apenas com agua do mar artificial. Cada concentracdo, inclusive o
controle, foi realizada em triplicata. O desenvolvimento do teste foi 0 mesmo descrito
no item 4.2.2, com adaptagbes das metodologias propostas por Resgalla e Laitano
(2002) e PETROBRAS (2002).

De acordo com Vanhaecke (1981a; 1981b), a faixa de sensibilidade ideal
para A. salina varia de 13,33 a 22,52 mg.L™" de DSS. Estando fora desta faixa, 0s
testes devem ser descartados e refeitos. Caso persista o problema, o lote deve ser
descartado e providenciado um lote novo, o qual deve ser submetido a testes com a

mesma substancia de referéncia para determinacdo da sensibilidade.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos dados utilizou-se o programa STATISTICA®
Versao 10. A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para os resultados dos ensaios de toxicidade aguda, foi aplicado o Teste t
Réapido para andlises de diferenca entre duas médias. No teste crénico, para 0s
dados paramétricos foram utilizados ANOVA e Tukey, enquanto para os dados ndo
paramétricos foram utilizadas as andlises de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. O nivel
de confianca adotado foi o de 95%, e foram considerados significativos os resultados

com um valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 TOXICIDADE AGUDA DOS EXTRATOS DE M. oleifera

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados referentes aos ensaios de
toxicidade aguda com os extratos aquoso, salino da semente integral de M. oleifera
e salino da semente sem 0leo. Estes experimentos foram realizados no periodo de
abril a junho de 2013.

5.1.1 Toxicidade Aguda dos Extratos de M. oleifera para D. magna

Durante todo o periodo dos experimentos, a sensibilidade dos organismos
foi monitorada através de ensaios com KCI. Em posse dos valores de CE50, das
meédias e desvios padrdes, foi confeccionada a carta controle de sensibilidade para
D. magna (item 5.4). Nas semanas em gue 0s resultados mostraram um aumento da
sensibilidade ou resisténcia dos organismos, 0s ensaios com M. oleifera foram
descartados e repetidos quando a CE50 retornava a normalidade.

Os resultados do coeficiente de variagcao para os extratos de M. oleifera e o
controle de sensibilidade com KCI, podem ser observados na Tabela 2. O CV
manteve-se abaixo de 30%, o0 que garante a confiabilidade dos resultados
(ENVIRONMENTAL CANADA, 1990).

Tabela 2 - Valores dos coeficientes de variacdo (CV) e CE50 dos ensaios realizados com D.
magna

Teste Substancia CV (%) CE50
Controle de sensibilidade Cloreto de Potéssio 9,77% 713,58 mg.L™*
. Extrato Aquoso no no
T . . .
oxicidade aguda.dos Extrato salino da semente integral 3,24% 314,05 mg.L™
extratos de M. oleifera . g a
Extrato salino da semente sem 6leo 6,31% 346,76 mg.L

Legenda: (*) valor médio calculado a partir dos valores de CE50 obtidos durante todo o
periodo dos experimentos. NO = ndo observado.

O organismo D. magna mostrou-se sensivel aos extratos, apresentando uma
CES50 diferenciada para cada um destes (Tabela 2). Para o extrato salino da

semente integral foi obtida uma CE50 de 314,05 mg.L™, para o extrato salino da
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semente sem 6leo a CES50 foi de 346,76 mg.L™, enquanto o extrato aquoso nao foi
txico nem mesmo nas maiores concentracdes (400, 500 e 600 mg.L™).

Por se tratar de um organismo de agua doce, foram realizados ensaios
apenas com a solucéo salina NaCl 1M, mesma molaridade usada na obtencdo dos
extratos, para avaliar a possibilidade de ser a salinidade a responsavel pela
toxicidade dos extratos. Neste teste, preparou-se uma solucao salina de NaCl 1M e
nao foram adicionados extratos das sementes de M. oleifera nesta solugcéo. Foram
utilizados os mesmos volumes de solucéo salina que foram tomados para os testes
com o extrato. O desenvolvimento do bioensaio também foi o mesmo. Ao final do
teste, ndo foi observada imobilidade em nenhum dos volumes testados, indicando
gue provavelmente a salinidade nao foi o fator responsavel pela morte dos
individuos do teste.

E possivel observar que as CE50 do extrato salino da semente integral
(314,05 mg.L™") e da semente sem 6leo (346,76 mg.L™") foram bastante préximas,
nao diferindo significativamente uma da outra (p = 0,20). Isto pode ser um indicativo
de que a presenca de 0Oleo ndo seja um fator importante para a ocorréncia de
toxicidade, mas sim o método de extracdo, tendo em vista que a extracdo aquosa
nao apresentou toxicidade para D. magna.

Diferentes trabalhos vém apontando o maior potencial de remocao de
proteinas coagulantes da semente com a extracdo salina quando comparados a
extracdo aquosa. Okuda et al. (1999) mostraram que o extrato salino (NaCl 1M)
pode alcancar os seus melhores valores de remocéo de turbidez com um volume 7,4
vezes menor do que seria necessario para o extrato aquoso. Para uma agua com 50
uT (baixa turbidez), 4 mg.L™ do extrato salino resultaram em uma eficiéncia de 95%
na remocao da turbidez, enquanto 32 mg.L™ do extrato aquoso apresentaram uma
eficiéncia de apenas 78% na mesma turbidez avaliada. Madrona et al. (2010),
demonstraram que a extragcdo salina possui maior potencial de remocdo de
proteinas coagulantes, o que proporciona uma eficiéncia de remocédo de cor e
turbidez maior, sendo necessario um volume menor do extrato.

A concentragdo oOtima do coagulante depende principalmente da turbidez
inicial da agua. Para a M. oleifera, reconhece-se que esta é mais eficiente para
aguas de média a alta turbidez, ainda que o extrato salino seja bastante eficiente
também em baixa turbidez (OKUDA et al., 2000). Quanto maior a turbidez inicial da

agua, maior € a concentracdo de coagulante requerida. De uma forma geral,
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recomenda-se que para aguas com turbidez entre 50 e 150 uT sejam utilizadas
concentracdes de 50 a 150 mg.L? de extrato das sementes de M. oleifera
(NDABIGENGESERE, NARASIAH, TALBOT, 1994; NDABIGENGESERE,
NARASIAH, 1998; OKUDA et al, 1999; RAMOS, 2005; FRANCO, 2010;
PRITCHARD et al., 2010; SENGUPTA et al., 2012; ZABLONSKI, 2012). Entretanto,
para aguas de turbidez mais elevada, maiores concentracdes de M. oleifera podem
ser necessarias. Neste caso, deve-se considerar a aplicacdo de outro coagulante a
fim de evitar a toxicidade observada nos bioensaios quando sao utilizadas

concentracdes de extrato de M. oleifera superiores a 300 mg.L™.

5.1.2 Toxicidade Aguda dos Extratos de M. oleifera para A. salina

Os extratos de M. oleifera ndo apresentaram toxicidade para o organismo A.
salina, nem mesmo nas maiores concentragées avaliadas (400, 500 e 600 mg.L™).
Para confirmacdo, foram realizadas leituras em 24 e 48 horas, sem que fosse
detectada imobilidade causada pelo extrato.

Nos ensaios de controle de sensibilidade utilizando o DSS, foi encontrada
uma CE50 de 16,98 mg.L?, valor que estd de acordo com a faixa ideal de
sensibilidade proposta por Vanhaecke (1981a, 1981b), que varia entre 13,33 a 22,52
mg.L™.

Apesar de ser um bioensaio que pode ser realizado com bastante facilidade
e confiabilidade, o organismo A. salina néo foi considerado recomendado para testes
com M. oleifera por ndo apresentar sensibilidade frente ao composto. Devido a
inadequacgdo do organismo, foram realizados apenas 0s ensaios com toxicidade
aguda dos extratos, sem que se desse prosseguimento aos ensaios posteriores com

este organismo.

5.2 TOXICIDADE CRONICA DOS EXTRATOS DE M. oleifera

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados do ensaio crénico realizado
com o extrato das sementes de M. oleifera. Por ser um teste mais dispendioso, em
termos de materiais, espaco e tempo, além de ser mais trabalhoso, optou-se por

avaliar apenas um extrato. Para a escolha, os requisitos foram: apresentar
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toxicidade e ser de facil preparo. Desta forma, o extrato escolhido foi o salino da
semente integral por ter apresentado toxicidade aguda, ser de facil preparo e devido
também a disponibilidade de material (sementes integrais de M. oleifera). Este

experimento foi realizado no periodo de setembro a outubro de 2013.

5.2.1Toxicidade Cronica do Extrato Salino da Semente Integral de M. oleifera frente
a D. magna

O principal objetivo do teste cronico foi o de avaliar o efeito do extrato salino
da semente integral de M. oleifera frente a mortalidade, crescimento e fecundidade
da espécie D. magna. Para isto, foram acompanhados 50 individuos, divididos entre
concentracfes diferentes de extrato de M. oleifera, mais o grupo controle. Cada
concentracdo foi analisada com 10 repeticOes, totalizando 10 organismos por
concentracao, inclusive no grupo controle. Os individuos foram acompanhados até o
21° dia do seu ciclo de vida.

De acordo com a Norma OECD (2012) para Testes de Reproducdo em
Daphnia magna, o bioensaio é considerado valido quando:

(a) A mortalidade nas matrizes do controle ndo excede 20% até o final do

teste e;

(b) O numero médio de filhotes produzidos por individuo sobrevivente até o

final do teste € maior que 60.

Como estes critérios foram satisfeitos, o ensaio cronico realizado foi

considerado valido.

5.2.1.1 Mortalidade

O parametro mortalidade indica o efeito mais tardio e irreversivel causado
por uma substancia téxica. Os resultados obtidos no teste crénico podem ser

observados na Figura 14.
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Figura 14: Mortalidade de individuos de D. magna causada pelo extrato salino de M. oleifera
em teste crénico. Numero inicial de individuos por concentra¢&o: 10. Letras iguais significam
auséncia de diferenca estatistica entre os valores e letras diferentes significam diferenca
estatisticamente significativa.

Ao longo dos 21 dias de teste, ndo foram observadas mortes no grupo
controle. Na menor concentracéo testada (1 mg.L™) houve uma morte e na segunda
menor concentracdo (5 mg.L™?) foram observadas quatro mortes. J& nas duas
maiores concentracdes (10 mg.L™" e 15 mg.L™) foi constada a morte de 100% dos
individuos até o término do experimento.

Na maior parte dos organismos que morreram, foi possivel observar que
inicialmente notava-se o0 pequeno crescimento, menor taxa de alimentacdo, menor
frequéncia de postura e reduzido niumero de filhotes. Enquanto os organismos do
grupo controle cresceram rapidamente até o 10° dia, os individuos das maiores
concentracdes (10 mg.L™* e 15 mg.L™), apresentaram um crescimento muito lento,
estando pouco maiores que filhotes até 0 momento da sua morte. A maior parte dos
individuos morreu antes de realizar a primeira postura, que ocorreu entre o 7° e 12°
dia.

E possivel afirmar entdo que o pardmetro mortalidade diferiu
significativamente (p = 0,000) entre os grupos, sendo que quanto maior a
concentragéo avaliada, maior é a mortalidade entre os individuos. A analise entre os
grupos revelou que o controle € um grupo isolado, onde ndo houve nenhuma morte,
enquanto 1 mg.L™ é um grupo em intersecao entre o controle e o grupo 5 mg.L™,

gue por apresentar mortalidade um pouco maior, também foi considerado um grupo
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isolado. As maiores concentracdes (10 e 15 mg.L™") também foram considerados
grupos isolados pela analise, devido a elevada mortalidade observada.
Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar a relacdo entre

concentracao e sobrevivéncia, como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15: Sobrevivéncia de organismos de D. magna expostos ao extrato salino de M. oleifera
durante teste cronico. Nimero inicial de individuos por concentracéo: 10.

Desta forma, € possivel afirmar que elevadas concentracdes de extrato das
sementes de M. oleifera durante um longo periodo de tempo diminuem a
possibilidade de sobrevivéncia de um organismo exposto. A discussdo sobre os

possiveis mecanismos responsaveis por este fato sera apresentada no item 5.5.2.

5.2.1.2 Fecundidade

A fecundidade € um dos principais parametros para a comprovacdo de
efeitos toxicos. De acordo com Flohr, Castilhos Jr e Matias (2012), mesmo que seja
observado decréscimo no consumo de oxigénio e reducdo no tamanho corporal, em
alguns casos, ndo € possivel atribuir estes efeitos ao composto toxico sem que

sejam constatados efeitos sobre a reprodugéao.
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O parametro fecundidade pode ser analisado a partir de trés aspectos:

(a) Data da primeira postura;

(b) Numero de posturas e;

(c) Numero total de filhotes;

De acordo com Rand (1995), o amadurecimento sexual das matrizes ocorre
entre o sexto e o décimo dia de vida. A data da primeira postura diferiu entre os
cinco grupos. Nos grupos controle, 1 mg.L™* e 5 mg.L™* a primeira postura ocorreu
em média no 7° dia. No grupo 10 mg.L™ foi no 9° dia, enquanto no grupo 15 mg.L™ a
primeira postura sé aconteceu no 12° dia, cinco dias depois do grupo controle.

O numero de posturas ao longo dos 21 dias de teste também diferiu entre os
grupos (p = 0,000), como pode ser observado na Figura 16. Ao longo do teste,
ocorreram 57 posturas no grupo controle, 61 no grupo 1 mg.L™?, 44 no grupo 5 mg.L’

! 6 no grupo 10 mg.L™* e 2 no grupo 15 mg.L™.
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Figura 16: Niumero de posturas das matrizes de D. magha expostas durante teste crénico ao
extrato salino de M. oleifera. NUmero inicial de individuos por concentragdo: 10. Letras iguais
significam auséncia de diferenca estatistica entre os valores e letras diferentes significam
diferenca estatisticamente significativa.

O numero total de filhotes vivos foi contabilizado até o término do teste, e
pode ser visto na Figura 17. Neste parametro também houve diferenca entre as
concentragcbes avaliadas (p = 0,000), principalmente entre o grupo controle e as

menores concentracdes (1 e 5 mg.L ™) na comparacdo com os grupos das maiores
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concentracdes (10 e 15 mg.L™). O numero total de filhotes entre os grupos foram,
respectivamente: 1047, 1085, 800, 25 e 12, nos grupos controle, 1 mg.L™?, 5 mg.L™
10mg.L* e 15 mg.L™.
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Figura 17: Namero total de filhotes produzidos por matrizes de D. magna expostas durante
teste crénico a extrato salino de M. oleifera. Numero inicial de individuos por concentrac¢éo: 10.
Letras iguais significam auséncia de diferenca estatistica entre os valores e letras diferentes
significam diferenca estatisticamente significativa.

Como pode ser observado, o parametro fecundidade também foi fortemente
afetado pela concentracdo do extrato. Quanto maior a concentracao avaliada, menor
o0 numero de posturas e menor o namero total de filhotes. Além disso, a data da
primeira postura ficou cada vez mais tardia conforme aumentava-se a concentragao

do extrato de M. oleifera.

5.2.1.3 Crescimento

O crescimento foi mensurado apenas no Ultimo dia do teste. A D. magna é
um organismo bastante sensivel e que necessita da menor manipulagéo possivel, a
fim de evitar estresse e danos as suas estruturas frageis, como as antenas. Deste
modo, para evitar possiveis mortes acidentais, durante o desenvolvimento do teste,
apenas observou-se e estimou-se o tamanho aproximado das matrizes, deixando a

medicdo para o ultimo dia, no momento em que os individuos seriam descartados.
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Sendo assim, o parametro crescimento foi analisado apenas para 0S organismos

sobreviventes. O tamanho final pode ser observado na Figura 18:

Comprimento (mm)
w

Controle 1mg.L-1 5mg.L-1

Concentracéo de Extrato de M. oleifera

Figura 18: Crescimento de individuos de D. magna ap0s exposicdo ao extrato salino de M.
oleifera durante teste crbénico. Nas concentragdes de 10 e 15 mg.L-1 n&do houveram
sobreviventes.

Para este parametro, so foi possivel analisar os trés primeiros grupos, visto
gue apenas estes possuiam individuos sobreviventes ao término do teste. Como o
objetivo era verificar o crescimento total até o 21° dia do teste, ndo foi computado o
crescimento dos organismos que morreram antes desta data. Como pdde ser
observado, ndo houve diferenca no crescimento entre os organismos do grupo
controle, 1 mg.L™* e 5 mg.L™, visto todos os individuos possuiam o comprimento de 5

mm no momento da medicao.

5.2.2 Mecanismos de Toxicidade Propostos

Baseando-se nos resultados obtidos através do teste crdnico, é possivel
inferir sobre a toxicidade encontrada no extrato de M. oleifera. A D. magna € um
organismo consumidor de suspensao que coleta particulas alimentares com cerdas
finas nos apéndices do tronco. Estas cerdas filtrantes geralmente organizam-se no
apéndice para formar um pente distinto. A corrente hidrica passa por este pente e as
particulas coletadas séo transferidas para o interior do sulco alimentar por meio de
cerdas especiais na parte basal dos apéndices (RUPPERT; BARNES, 1996). Sendo
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assim, a capacidade de alimentacdo da D. magna esta limitada ao tamanho da
particula alimentar (GLIWICZ; LAMPERT, 1990; MULLER NAVARRA; LAMPERT,
1996) e a boa condicéo das cerdas filtrantes. Além disso, o tipo de alimento e a sua
abundéancia afetam a sensibilidade dos organismos aos poluentes, assim como a
sua taxa de reproducgéo (EPA, 2002).

Dito isto, sugere-se trés possiveis mecanismos de toxicidade do extrato
salino da semente integral de M. oleifera frente ao organismo D. magna. Na primeira
hipétese, o aumento da turbidez devido as particulas do coagulante pode ter
causado a obstrucdo das cerdas de alimentacdo. Os flocos agregados as cerdas
diminuiriam a sua capacidade filtrante, o que reduziria o aporte de particulas
alimentares para o sulco alimentar. Quanto menos alimento ingerido, menor a
producdo de energia. Os processos de crescimento e reproducéo requerem grande
parte da energia de um organismo. Deste modo, um individuo que se encontra com
baixa reserva energética, ndo é capaz de crescer adequadamente ou reproduzir-se.
Permanecendo neste estado por longo tempo, a capacidade de sobrevivéncia do
organismo também é comprometida. Somando-se a isto, ainda é possivel que tenha
ocorrido a ingestao de particulas de coagulante ao invés de particulas alimentares,
gue serviriam para fornecer energia ao organismo. Sabe-se que o género Daphnia é
considerado ndo seletivo em relagdo a natureza da particula ingerida (DEMOTT,
1982; LAMPERT, 1974; PORTER et al, 1983), ou seja, 0s estudos nao
comprovaram a preferéncia por uma classe especifica de alimento, como por
exemplo um determinado género de algas. Devido a isto, é possivel que o0s
organismos testados tenham ingerido tanto particulas alimentares (algas), quanto
nao alimentares (particulas do coagulante).

Neste caso, é possivel estabelecer uma comparacdo entre as particulas
suspensas do coagulante com as particulas suspensas normalmente encontradas
no meio aquético, principalmente argila e demais sedimentos. Sabe que se o
excesso de particulas suspensas na coluna d’agua ocorre com frequéncia no meio
ambiente, devido principalmente as chuvas que transportam uma elevada
guantidade de sedimentos para os corpos hidricos e ao despejo de efluentes. O
excesso de particulas em suspensdao pode ser muito estressante para 0s
organismos aquaticos (JEON et al., 2010), podendo reduzir significativamente a
capacidade de sobrevivéncia de cladoceros em estudos cronicos, principalmente
nas fases iniciais do desenvolvimento (KIRK; GILBERT, 1990; ANTUNES; CASTRO,
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GONCALVES, 2004). As particulas de sedimento suspensas na coluna d’agua
podem desempenhar um papel ambiguo através do ponto de vista ecotoxicoldgico.
Estas particulas podem tanto amenizar a toxicidade através da absorcao/adsorcéo
de contaminantes (HUCKINGS et al.,, 1991; SMIT; VAN GESTEL, 1998), quanto
prejudicar os organismos aquaticos através da adsor¢cdo/absorcdo de nutrientes e
minerais essenciais e também, por interferir na taxa de ingestdo alimentar
(HARTMAN; MARTIN, 1984; HERBRANDSON et al.,, 2003a). Esta interferéncia
ocorre, pois 0s organismos podem acabar ingerindo maior numero de particulas de
sedimentos do que particulas alimentares, assim como é possivel que ocorra a
obstrucdo das cerdas filtrantes. Comportamentos anormais de alimentacao
induzidos pela presenca de particulas ndo alimentares podem levar a um déficit
energético para o organismo, o que o torna mais vulneravel a compostos quimicos
estressores (JEON et al., 2010). Além disso, sob uma exposi¢do aguda, os soélidos
suspensos podem aumentar 0 estresse dos organismos aquaticos, quando em
exposicao simultdnea com um composto toxico. O estresse fisioldgico adicional pode
afetar a susceptibilidade do organismo ao composto téxico através da mudanca na
toxicodindmica da interacdo entre o organismo e o composto (HERBRANDSON et
al., 2003a).

Uma segunda hip6tese € a de que as proteinas coagulantes da M. oleifera
poderiam ligar-se as algas formando flocos. A medida que aumentam de tamanho,
estes flocos sedimentam-se, tornando as algas indisponiveis para a alimentacdo das
matrizes, devido principalmente ao aumento de tamanho da particula e envolvimento
nos polimeros do coagulante.

O habito alimentar do género Daphnia pode ser considerado como nao
seletivo em relacdo a natureza da particula filtrada (DeMOTT, 1982; LAMPERT,
1974; PORTER et al.,, 1983), mas seletivo ao tamanho da particula (GLIWICZ;
LAMPERT, 1990; MULLER NAVARRA; LAMPERT, 1996). Desde modo, o
organismo € incapaz de ingerir particulas muito grandes, como poderia ser o caso
de um floco formado pela interagcdo do coagulante com as algas.

A toxicidade de um determinado contaminante pode ser aumentada pela
presenca de particulas ou compostos com carater coagulante no meio, que
ocasionam a formacdo de flocos e a consequente sedimentacdo de recursos
alimentares (JEON et al., 2010). Uma menor ingestdo de alimento leva a diminuicao

das reservas energéticas. Como a caréncia energética compromete seriamente a
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capacidade de detoxificacdo de um organismo (HERBRANDSON et al., 2003b), um
ambiente que apresente tanto substancias coagulantes (que diminuem a
disponibilidade de alimento) quanto substancias toxicas, potencializa a toxicidade do
estressor. E possivel que este fendmeno seja o responsavel pela toxicidade
observada no teste crénico com D. magna, em que efeitos téxicos foram observados
(mortalidade e reducgéo da fertilidade) mesmo em baixas concentracdes do extrato
de M. oleifera.

Estudam mostram a importancia da disponibilidade de alimento para a
reducdo de efeitos toxicos causados por alguns contaminantes, seja devido ao
fornecimento de energia para detoxificagdo ou pela capacidade de
absorcdo/adsorcdo dos contaminantes (ENSERINK et al., 1995; BOENIGK et al.,
2005). Além disso, matrizes sujeitas a uma restricdo na alimentacdo tendem a
produzir um menor numero de filhotes (ENSERINK; LUTTMER; MAAS-DIEPEVEEN,
1990). Baseando-se nisso, é possivel relacionar que a restricdo na alimentacao que
pode ter ocorrido nas maiores concentracdes de extrato de M. oleifera testados (10 e
15 mg.L™"), através dos mecanismos acima citados, pode ter sido uma das
responsaveis pela diferenga no nimero de filhotes produzidos nestas concentragdes
(Figura 16).

Por fim, a dltima hipotese é de que a mortalidade tenha sido causada
apenas por alguma substancia toxica presente no extrato, desconsiderando
possiveis interacdes. Esta substancia seria concentracdo-dependente e teria se
manifestado mais fracamente em 5 mg.L™ e fortemente a partir de 10 mg.L™. Neste
caso, 0 crescimento e a reproducdo estariam reduzidos nao pelo baixo valor
energético do organismo devido ao comprometimento da alimentacdo, mas sim
porqué, em resposta ao composto toxico, a energia do organismo estaria sendo
deslocada para detoxificagdo. De maneira semelhante, com a energia transferida
para a detoxificagdo, o organismo ndo € capaz de crescer ou reproduzir-se
normalmente. Permanecendo neste estado e persistindo a toxicidade, o individuo
nao sobrevive.

Disturbios na homeostase de um organismo levam a processos
compensatorios, adaptativos e patologicos que demandam gasto energético
(KNOPS; ALTENBURGER; SEGNER, 2001). Portanto, a taxa metabdlica de um
organismo deve ser aumentada sob estresse toxico (CALOW; SIBLY, 1989). Devido

aos recursos energéticos limitados dos organismos, o custo metabdlico adicional
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resulta em uma realocacdo de recursos energéticos que sé pode ser satisfeita a
custa de outros processos que exigem energia (BEYERS et al., 1999) ou por um
consumo de energia maior. Caso estas necessidades ndo possam ser supridas, o

organismo € incapaz de sobreviver neste ambiente.

5.3 TOXICIDADE AGUDA DA AGUA TRATADA COM OS EXTRATOS DE M.

oleifera

Esta secdo apresenta os resultados dos ensaios de toxicidade aguda da
adgua tratada com os extratos de M. oleifera. Estes experimentos foram inicialmente
realizados no periodo de julho a agosto de 2013, entretanto, devido a mudancas na
sensibilidade dos organismos, os testes foram repetidos no periodo de novembro de
2013 a janeiro de 2014.

Logo apoés a coleta da agua foram realizadas analises fisico-quimicas, a fim
de caracterizar a agua bruta. Da mesma forma, na dgua apds o processo de
coagulacao/floculagcdo com o extrato das sementes de M. oleifera, também foram

realizadas analises para caracterizacéo.

5.3.1 Caracterizac&o Fisico-Quimica da Agua Bruta

A agua coletada apresentou 0s seguintes valores para 0s parametros

analisados (Tabela 3):

Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos da agua bruta coletada na Represa do Rio Passaluna

Paréametro Valor
Cor Aparente 61 uH
Cor Verdadeira 32 uH
Turbidez 125 uT
pH 7,05
Temperatura 15°C
UV 254 nm 0,1891 cm-*
Alcalinidade 4,789E" MicroEclv.L"l *
Solidos Suspensos Totais 33,5mg.L
Solidos Suspensos Fixos 24 mg.L"
Solidos Suspensos Volateis 9,5mg.L*

* Valor obtido através do programa BGM for Windows Versao 1.0 (1994)
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A coleta foi realizada ap6s um longo periodo de chuvas, o que justifica os
valores relativamente elevados de cor aparente e verdadeira, compostos organicos
com absorcdo em 254 nm, turbidez e solidos. Os outros parametros, pH e
temperatura, foram considerados normais.

No ensaio de toxicidade utilizando D. magna, realizado com a agua bruta no
dia da coleta, ndo foi observada imobilidade em nenhuma das repetigdes. Portanto,
€ possivel afirmar que a agua estava livre de substancias que poderiam causar

efeitos tOxicos agudos que interferissem nos experimentos com a agua tratada.

5.3.2 Caracterizacdo Fisico-Quimica da Agua Tratada com os Extratos de M. oleifera

Foram realizadas na 4gua tratada algumas analises fisico-quimicas a fim de
verificar as alteracbes resultantes do processo de coagulacao/floculacdo com
extratos de M. oleifera.

Os resultados obtidos para a agua tratada com 250 mg.L™?, 350 mg.L™ e 450

mg.L™ do extrato de M. oleifera, podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos da agua tratada com 250 mg.L ™, 350 mg.L " e 450 mg.L™
do extrato salino da semente integral de M. oleifera

Parametro B valor @ P
250 mg.L 350 mg.L 450 mg.L
Cor Aparente 10,41 uH 10,70 uH 11,18 uH
Cor Verdadeira O uH 2,32 uH 2,71 uH
Turbidez 16,0 uT 21,0uT 22,8uT
pH 7,32 7,34 7,38
Temperatura 27°C 27°C 27°C
UV 254 nm 0,0212 cm-* 0,1180 cm-* 0,1735 cm-*

Alcalinidade  4,919E” MicroEq.L™  4,921E* MicroEq.L™  4,92E* MicroEq.L™

* Valor obtido através do programa BGM for Windows Versao 1.0 (1994)

Como pode ser observado, houve reducdo nos parametros cor (aparente e
verdadeira), turbidez e compostos organicos com absorcdo em 254 nm atraves da
coagulacao/floculacéo utilizando 250 mg.L™ do extrato salino da semente integral de
M. oleifera. Aumentando-se a concentracdo utilizada para 350 mg.L™, é possivel
observar que a reducgéo de cor, turbidez e compostos organicos com absor¢cdo em

254 nm foi menor do que quando utilizou-se 250 mg.L™ do extrato de M. oleifera. Isto
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esta de acordo com dados da literatura que afirmam que a utilizacdo de
concentracdes elevadas do extrato ocasiona o aumento da turbidez residual, além
de menor capacidade de remocdo de cor e turbidez (MUYBI; EVISON, 1995;
MADRONA, 2010).

Quando foi testada uma concentracdo de 450 mg.L™, pode ser visto que a
remocao de cor, turbidez e compostos com absor¢cdo em 254 nm foi ainda menor do
que quando utilizou-se 350 mg.L. Com base nisto, é possivel inferir que
concentracdes elevadas (acima de 350 mg.L™) do extrato salino da semente integral
de M. oleifera além de apresentarem riscos de toxicidade para oS organismos
testados, possuem menor eficiéncia de remocgédo de cor e turbidez nos ensaios
realizados.

A remocdo de turbidez, um dos principais parametros a serem avaliados, foi
de 87,2% para a concentracdo de 250 mg.L™, 83,2% para 350 mg.L™ e de 81,76%
quando utiliza-se a concentracdo de 450 mg.L™". Com isto pode-se observar que a
remocado de turbidez decresce conforme a concentracdo utilizada do extrato
aumenta.

Madrona (2010) encontrou um valor de remocdo de turbidez de
aproximadamente 82% para dguas com turbidez inicial de 150 uT utilizando 250
mg.L™? de extrato salino (NaCl 1M) de M. oleifera, o que esta de acordo com os
resultados encontrados neste trabalho. J& Okuda et al (1999) encontraram uma
remocao de turbidez acima de 95% em uma agua com turbidez inicial de 50 uT,
utilizando 4 mg.L* de extrato salino (NaCl 1M) de M. oleifera, fato este que
comprovou a eficiéncia do extrato salino quando comparado ao extrato aquoso, do
qual foram necessarias 32 mg.L™" para promover a remocédo de apenas 78% da

turbidez.

5.3.3 Toxicidade Aguda da Agua Tratada com Extratos de M. oleifera utilizando D.

magna

Nesta etapa, foi realizada a coagulacao/floculacao/sedimentacdo da agua
bruta em Jar Test (Figura 19) com cada um dos extratos (aquoso, salino da semente
integral e salino da semente sem 6leo). Em seguida, foram coletadas duas fragbes
da amostra (sobrenadante e sedimentado) e testadas separadamente nos

bioensaios.
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Figura 19: Ensaios de coagulacédo/floculagdo/sedimentacdo em Jar Test

A agua tratada com o extrato aquoso ndo apresentou toxicidade em
nenhuma das concentracdes e em nenhuma das fracdes, o que pode ser justificado,
como explicado no item 5.1.1, pelo baixo potencial de remocdo de proteinas
coagulantes da semente pela extracdo aquosa. Este resultado estd de acordo com o
obtido no bioensaio de toxicidade aguda do extrato aquoso (item 5.1.1), onde
também nédo houve toxicidade.

Por outro lado, a 4gua tratada com o extrato salino da semente integral
apresentou uma CE50 de 296,02 mg.L™ na fracéo sobrenadante e 291,04 mg.L™ na
fracdo sedimentada. A agua tratada com o extrato salino da semente sem Oleo
também apresentou toxicidade tanto na fracdo sobrenadante quanto na
sedimentada. Verificou-se uma CE50 de 351,17 mg.L™ para a fracéo sobrenadante e
342,32 mg.L™? para a fracdo sedimentada.

Para comparagdo, nos ensaios de toxicidade aguda dos extratos, encontrou-
se uma CE50 de 314,05 mg.L™ para o extrato salino da semente integral, e CE50 de
346,76 mg.L™ para o extrato salino da semente sem 6leo. Estes valores néo diferem
muito da toxicidade encontrada na agua tratada com os mesmos extratos, o que
indica que ndo ha reducdo da toxicidade apO6s o0 processo de
coagulacao/floculacao/sedimentagdo quando é utilizada uma concentracdo elevada
de extrato de M. oleifera.



64

5.4 CARTA CONTROLE PARA MONITORAMENTO DE SENSIBILIDADE EM D.

magna

Na Figura 20 pode-se observar a carta controle para D. magna cultivada no
Laboratorio de Limnologia e Ecotoxicologia da UTFPR, no periodo de maio a
dezembro de 2013. A substancia de referéncia utilizada foi o cloreto de potassio
(KCI).
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Figura 20: Carta controle para monitoramento da sensibilidade de D. magna, utilizando KClI
como substancia de referéncia, no periodo de maio a dezembro de 2013. DP: desvio padréo (-)
negativo e (+) positivo.

Para a confeccéo da carta controle, os resultados de CE50 séo plotados em
uma planilha e calculados os valores da média e desvio padrdo. Os resultados que
se encontram fora ou muito proximos do desvio padréo positivo (DP +) ou negativo
(DP -) indicam que a sensibilidade estava alterada. Quanto menor for o valor de
CE50, mais sensiveis estavam 0S organismos, e quanto maior, mais resistentes.
Caso tenham sido realizados testes no periodo em que os valores de CE50 tenham
se aproximado muito dos desvios padrdes, os mesmos devem ser descartados e
repetidos quando a sensibilidade voltar ao normal (préxima a média).

Com base na carta controle obtida, € possivel observar que houve alteracdo
na sensibilidade dos organismos entre os periodos do ano, entretanto, os valores
mantiveram-se dentro dos desvios padrdes, 0 que permitiu a realizacao dos testes e

assegurou a confiabilidade dos resultados.



65

6 CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos neste trabalho, € possivel afirmar que:

e Os extratos salinos das sementes de M. oleifera (semente integral e semente
sem 0leo) apresentam toxicidade aguda frente ao organismo D. magnha em

concentracdes elevadas (acima de 300 mg.L™).

e A 4gua tratada com os extratos salinos da semente integral de M. oleifera e
da semente sem 6leo, também apresentou toxicidade, tanto na fracdo
sobrenadante quanto na sedimentada, o que indica que a toxicidade néo é

reduzida apds o processo de coagulacao/floculacdo/sedimentacéao.

e No teste cronico realizado com D. magna, mesmo utilizando concentragdes
baixas, que variaram de 1 a 15 mg.L™, foram verificados danos causados pelo
extrato de M. oleifera. Os grupos que foram mantidos em concentracdes de 1
e 5 mg.L™" do extrato de M. oleifera, apresentaram valores de mortalidade,
fecundidade e crescimento muito proximos aos do grupo controle. J& nos
grupos de 10 e 15 mg.L" a mortalidade havia chegado a 100% antes do
término do experimento (21 dias). Além disso, o parametro fecundidade
também foi muito afetado. Neste teste ndo foi possivel distinguir o processo
responsavel pela mortalidade dos organismos, podendo ser devido a
interacdes entre as algas utilizadas como alimento e o coagulante, ou entédo

devido exclusivamente a presenca de compostos téxicos.

e A diferenca de toxicidade entre os extratos salinos e o extrato aquoso foi
constatada, sendo o primeiro téxico em concentracdes elevadas (acima de
300 mg.L™Y), enquanto o Gltimo n&o apresentou toxicidade nem mesmo nas
maiores concentracdes avaliadas (400, 500 e 600 mg.L™). Isto deve-se,
provavelmente, ao maior potencial de remocdo de proteinas coagulantes

através da extracao salina do que quando comparada a extracdo aquosa.
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Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que os extratos da M.
oleifera podem ser considerados seguros desde que utilizados em baixas
concentraces (de 50 a 200 mg.L™ aproximadamente). Apesar da toxicidade
encontrada, as concentracdes sao relativamente elevadas, realidade dificil de
ser encontrada no meio ambiente devido as diluicbes que ocorrem nos corpos
hidricos. Entretanto, os resultados encontrados no teste crénico, alertam que
até mesmo em baixas concentracdes, durante periodos prolongados, é
possivel identificar alteracbes causadas pelo extrato, inclusive mortalidade

dos organismos.

6.1 RECOMENDACOES

Como recomendacdes para trabalhos posteriores, sugere-se:

Sabe-se que em organismos expostos a uma mistura de compostos, como é
0 caso de particulas sélidas suspensas e substancias toxicas, é dificil prever
e interpretar os resultados de toxicidade. Devido a isto, sugere-se que mais
estudos sejam desenvolvidos, a fim de diferenciar os efeitos toxicos causados
pelas particulas de coagulante suspensas no meio hidrico, dos efeitos
causados por possiveis substancias toxicas presentes no extrato. Uma
sugestao, € que sejam realizados bioensaios com D. magna apés a etapa de
filtracdo para que seja minimizada a interferéncia das particulas suspensas do

coagulante.
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ANEXO A — SOLUCOES PARA PREPARO DE MEIO DE CULTIVO E AGUA DE
DILUICAO PARA D. magna

As solugbes para preparo do meio de cultivo e 4gua de diluicdo para D.
magna, estdo listados na Quadro 1, de acordo com a norma ABNT NBR 12713
(2009).

Quantidade

Solugéo Reagentes (ma) Preparo
1 CaCl.2H,0 73500 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
processada
> MgSO,.7H,0 123300 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
processada
3 KCl 5800 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
processada
4 NaHCO; 64800 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
processada
MnCl,.4H,0 7210
LiCl 6120
5 grbCSL.GHZO 234218 Erizigg/se;dae diluir a 1000 mL com &gua
CUCLZ.ZHZO 335
ZnCl, 260
CoCl,.6H,0 200
NaNO::, 548
H3;BO; 5719
NaBr 32 . - .
6 Na,M0O,.2H,0 126 F[)):zi(eng/se;dae diluir a 1000 mL com &gua
NH,VO; 1,15
Kl 6,5
Na,SeO; 4,38
Dissolver e diluir a 1000 mL com &gua
7 Na,SiOs 21465 processada, deixando em agitacdo até o
clareamento da solucdo
Na,EDTA.7H,0 500 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
processada. Preparar as solucdes
8 separadamente, cada uma em 500 mL de
FeS0O,.7H,0 199,1 agua processada. Misturar as duas solugfes
e autoclavar imediatamente a 121°C por 15
min.
9 KH,PO, 286 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
processada
Hidrocloreto de 750
tiamina Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
10 Cianocabalamina 10 processada. Congelar em volume adequado
(vitamina B12) para uso
D (+) Biotina 7,5

Quadro 1 - Solucdes para preparo de meio de cultivo e agua de diluicdo para D. magna
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ANEXO B — VOLUME DAS SOLUCOES PARA PREPARO DE MEIO DE CULTIVO
PARA D. magna

Para preparo de 1 L de meio de cultivo utilizam-se as 10 solu¢des preparadas
no Anexo A, nos volumes apresentados na Quadro 2, de acordo com a norma ABNT
NBR 12713 (2009).

Solucéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

V?rIr:JI[T)]e 3,2 0,8 08 0,8 0,1 05 0,2 5,0 05 | 01*

* Descongelada e adicionada imediatamente

Quadro 2 - Volume das solucdes para o preparo do meio de cultivo para D. magnha

O meio de cultivo deve ser aerado para solubilizacdo total dos sais,
saturacao do oxigénio dissolvido e estabilizacdo do pH durante pelo menos 12 hrs,

antes da sua utilizagao.
Caso o pH do meio ndo esteja entre 7,6 e 8,0 ajustar com solu¢fes de acido

cloridrico (HCI) ou hidroxido de sodio (NaOH).
Antes de utilizar o meio de cultivo, registrar os valores de oxigénio

dissolvido, pH e dureza total.
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ANEXO C - VOLUME DAS SOLUCOES PARA PREPARO DA AGUA DE
DILUICAO PARA D. magna

Para preparo de 1 L de agua de diluicdo utilizam-se as 4 primeiras solucdes
preparadas no Anexo A, nos volumes apresentados na Quadro 3, de acordo com a
norma ABNT NBR 12713 (2009).

Solugéo 1 2 3 4

Volume (mL) 3,2 0,8 0,8 0,8

Quadro 3 - Volume das solucdes para preparo da agua de diluicdo para D. magha

A 4gua de diluicdo deve ser aerada para solubilizacdo total dos sais,
saturacao do oxigénio dissolvido e estabilizacdo do pH durante pelo menos 12 hrs,
antes da sua utilizagao.

Caso o pH da agua nao esteja entre 7,6 e 8,0 ajustar com solucdes de &cido
cloridrico (HCI) ou hidroxido de sodio (NaOH).

Antes de utilizar a agua de diluicdo, registrar os valores de oxigénio

dissolvido, pH e dureza total.
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ANEXO D - PROTOCOLO PARA TESTE DE SENSIBILIDADE EM D. magna
UTILIZANDO KCI COMO SUBSTANCIA DE REFERENCIA

e Preparo da solucgao inicial:
- Pesar 1 g de KCI;
- Dissolver em 200 mL de agua de diluicdo (ANEXO C);

e Preparo das concentracdes para o biensaio:
Utilizar os seguintes volumes da solucéo inicial (Quadro 4) para obtencéo das

concentracdes abaixo:

Solucdo | Concentracdo | Volume da Solucdo Inicial
A 570 mg.L" 11,4 mL
B 660 mg.L" 13,2 mL
C 700 mg.L" 14,0 mL
D 750 mg.L" 15,0 mL
E 840 mg.L™” 16,8 mL

Quadro 4 - Volumes da solucéo inicial para preparo das concentracdes utilizadas no bioensaio
de sensibilidade para D. magna

- Em bal6es de 100 mL, completar o volume com agua de diluicdo para obtencéo de
cada uma das solucdes (A, B, C, D e E);

- Passar a solucéo para béqueres de 50 mL, adicionando 20 ou 40 mL de solucéo
em cada um. Para 20 mL, devem ser utilizados 10 filhotes de D. magna, enquanto
para 40 mL devem ser utilizados 20 filhotes;

- As concentracdes devem ser avaliadas em triplicata;

- O controle negativo deve ser feito apenas com agua de diluicao;

- O desenvolvimento do ensaio € o mesmo descrito no item 4.2.1;
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ANEXO E - PROTOCOLO PARA TESTE DE SENSIBILIDADE EM A. salina
UTILIZANDO DSS COMO SUBSTANCIA DE REFERENCIA

e Preparo da solucgao inicial:

- Pesar 10 mg de DSS;

- Dissolver em 100 mL de agua do mar artificial (item 4.2.2);

e Preparo das concentracdes para o biensaio:

Utilizar os seguintes volumes da solucao inicial (Quadro 5) para obtencéo das

concentracdes abaixo:

Solucdo | Concentracdo | Volume da Solucdo Inicial
A 10,0 mg.L” 10,0 mL
B 13,5 mg.L” 13,5 mL
C 18,0 mg.L” 18,0 mL
D 24,0 mg.L" 24,0 mL
E 32,0 mg.L” 32,0 mL

Quadro 5 - Volumes da solucéo inicial para preparo das concentracdes utilizadas no bioensaio

de sensibilidade para A. salina

- Em baldes de 100 mL, completar o volume com agua do mar artificial para

obtencao de cada uma das solucdes (A, B, C, D e E);

- Na placa de 24 pocos, passar as solucdes para os pocos de 2 mL e adicionar 10

individuos de A. salina em cada poco;

- As concentracdes devem ser avaliadas em triplicata;

- O controle negativo deve ser feito utilizando apenas agua do mar artificial;

- O desenvolvimento do ensaio € o mesmo descrito no item 4.2.2;



