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Prefacio

A decisdo sobre organizar este livro surgiu essencialmente por dois motivos:
Primeiro: em observacdes pessoais, observei que muitos alunos de graduagao e de
pos-graduacao tinham duavidas e dificuldades em encontrar bibliografias contendo
métodos claros e objetivos sobre a utilizagao de invertebrados aquéticos em analises
ambientais, em especial, muitas davidas sobre procedimentos bésicos para a acli-
matacdo, cultivo e a realizagdo de ensaios ecotoxicol6gicos utilizando invertebrados
aquaticos, sobretudo para a fauna de Chironomidae (Diptera) e Oligochaeta (Anne-
lida). Na bibliografia geral, de maneira especifica em artigos publicados em periédi-
cos, hd metodologias fragmentadas que dificultam a busca por métodos gerais, es-
pecialmente por estudantes em inicio de carreira. Segundo: intensas conversas com
alguns colegas do Departamento de Hidraulica e Saneamento (SHS-USP), especial-
mente em longos dialogos com o Professor Marcius Fantozzi Giorgetti, grande pes-
soa, amigo e professor do Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola de
Engenharia de Sao Carlos (EESC) (USP). Em algumas dessas proficuas conversas, o
professor Giorgetti explanava sobre suas convic¢des em relacdo a importancia dos
livros didaticos para o desenvolvimento do nosso pais e sobre as contribui¢des dos
livros para a formacdo de alunos de graduacao e pés-graduacao. Os nossos didlogos
foram desenvolvendo um desejo de contribuir com a formacao inicial dos alunos de
graduacao e pds-graduacdo de Universidades brasileiras, sobre o estudo dos inver-

tebrados aquéticos em analises ambientais.

De tal modo, esta obra organizada por mim e contando com a participacdo
dos meus queridos e dedicados alunos do Laboratério de Ecologia de Ambientes
Aquaticos (LEAA - USP), apresenta como objetivo descrever algumas experiéncias
de campo e laboratério em diversos projetos desenvolvidos em estudos sobre as
analises de ambientes aquaticos continentais, durante os altimos 20 anos. Este livro
busca cooperar para uma “parcela” de alunos de graduacao e de pds-graduacao,
procurando auxiliar, de modo didético, em estudos sobre a utilizagdo de inver-
tebrados aquaticos em analises ambientais, especialmente abordando as ciéncias
“Ecologia e Ecotoxicologia”. O livro estd organizado em 10 capitulos, iniciando com
a nossas experiéncias na coleta, aclimatacao e manutencao laboratorial de inverte-
brados aquaticos, perpassando pela elaboragao e aplicacao de ensaios de toxicidade
utilizando espécies de invertebrados aquaticos nativos do Brasil, além de experién-
cias em analises do impacto ambiental por efluentes domésticos, novas abordagens
utilizando outras espécies de mosquitos, além de dois capitulos abordando o estudo
da importante fauna de Oligochaeta aquaticos, grupo ainda pouco estudado e com

poucos especialistas no territério nacional.
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Anseio que os trabalhos apresentados nesse livro contribuam para a formagao
de estudantes e auxiliem na preparacao de pesquisadores com novas abordagens

para o desenvolvimento da Ecologia e Ecotoxicologia.

Professor Dr. Juliano J. Corbi
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Resumo

Sabendo-se da importancia da utilizacdo de bioindicadores nas diversas
vertentes do estudo e monitoramento de recursos hidricos, a coleta e mo-
nitoramento de invertebrados aquéticos em campo e seu possivel cultivo em labo-
ratério estd diretamente relacionado a aplicacao dessas analises. Para a obtencdo de
sucesso nesses estudos, a utilizacdo de equipamentos de coleta especificos deve ser
muito bem analisada, e dependera de uma analise se 0s organismos de interesse sao
bentonicos (de fundo), de coluna d’adgua ou se vivem em ambas as situagdes, como
por exemplo os insetos da familia Chaoboridae, que fazem migracdes diarias. Neste
capitulo iremos abordar, de forma didatica, algumas etapas para a coleta, lavagem
das amostras e a aclimatacdo dos organismos em laboratério, caso seja de interesse
do pesquisador realizar a manutengao do cultivo de uma espécie capturada em
campo. Por fim, neste capitulo, descrevemos as diretrizes bésicas para o cultivo de
quatro espécies nativas de invertebrados, duas representativas do bentos, uma que
vive na coluna d’agua e uma espécie que pode viver nos dois ambientes. Para facili-
tar os estudos desses animais para pesquisadores em inicio de carreira, alternativas

de utilizacdo de materiais de baixo custo sdo apresentadas.

Palavras-chave: Invertebrados aquaticos. Organismos nativos. Ecotoxicologia. Eco-

logia Aquaética.
Abstract

Considering the importance of using bioindicators in the various aspects of
the study and monitoring of water resources, the collection and monitoring of aqua-
tic macroinvertebrates in the field and their cultivation in the laboratory is directly
related to the success of the analyses. In order to be successful, the choice of collec-
tion equipment must be carefully analyzed. It depends on whether the organisms
of interest are benthic (bottom), water column or if they live in both habitats, such
as insects of the Chaoboridae family, which migrate daily. If the researcher is inte-
rested in maintaining the cultivation of a species captured in the field, this chapter
didactically addresses some steps for the collection, washing of prims and accli-
matization of the organisms in the laboratory. Finally, in this chapter, we describe
the basic guidelines for the cultivation of four native species of invertebrates, two
representative of the benthic habitat, one that lives in the water column and one
species that can live in both environments. To facilitate the studies of these animals
for researchers at the beginning of their careers, alternatives for the use of low-cost

materials are given.

Aline Christine Bernegossi, Mayara Caroline Felipe, Fernanda Rodrigues Pinheiro, Gleyson Borges Castro, Guilherme Rossi Gorni,
Bruna Nayara Cardoso Silva, Maria Helena Viana Carrascossi, Tallyson Tavares Cunha de Souza, Daniel Peroni Abrahdo , Juliano José
Corbi
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Keywords: Aquatic invertebrates. Native organisms. Ecotoxicology. Aquatic Eco-
logy.
Prélogo:

Neste capitulo, nds, do grupo do Laboratério de Ecologia de Ambientes Aqua-
ticos (LEAA), da Universidade de Sao Paulo, apresentaremos para os leitores um
pouco da nossa experiéncia no estabelecimento de cultivos de invertebrados aquati-
cos em laboratério, desde sua coleta até a manutengdo em laboratério (Fluxograma
1.1).

Fluxograma 1.1 - Etapas seguidas para o estabelecimento de cultivo de invertebrados aquéticos
nativos em condig¢des laboratoriais.

Coleta de invertebrados em campo

Triagem dos organismos coletados -
separagao por grupos

Avaliar: y I
- Tipo de agua utilizada ) s
para o cultivo =

- Tipo de alimento < \ \ -, ®
utilizado e frequéncia D —— '

da alimentagzo = I | = L
- Nivel de dgua Wy \ > -3

=

adequado
- Necessidade do uso Estabelecer a melhor forma de 3 =

; : Identificacao das espécies que serao
de sedimento Do padronizadas para cultivo em

laboratério

Fonte: elaboracao nossa (2021).

A avaliacdo da qualidade ambiental de recursos hidricos pode ser feita ana-
lisando as espécies presentes na coluna da agua e no sedimento de rios, riachos,
lagos e reservatoérios. A adaptacdo e manutencao desses organismos em laborato-
rio podem proporcionar analises especificas em condigdes controladas, permitindo

comparagdes entre situagdes distintas.

1.1. Procedimentos de coleta de invertebrados aquaticos em campo

Existem diversas formas de coletar invertebrados aquaticos e, dentre elas, as

mais utilizadas sdo as redes em “D”, as dragas, o surber e o “core”. A escolha da me-

- _ Capitulo 1 3
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todologia adequada varia de acordo com o objetivo do estudo (por exemplo, uma
analise quantitativa ou qualitativa), com a profundidade do corpo hidrico, tipo de
sedimento de fundo, drea de amostragem estabelecida no estudo e grupo de orga-

nismos que estdo sendo visados para amostragem.

Para riachos, a rede em “D” (Figura 1.1) é uma 6tima opgao quando a area
de amostragem necessaria nao é profunda (ex., no maximo 90 centimetros), uma
vez que o operador do equipamento precisa seguir um padrao de amostragem e
a frequéncia de “arrastos” no fundo do leito do riacho ao longo do tempo. O fun-
cionamento deste equipamento depende da malha da rede e do operador, pois seu
uso é baseado em “varrer” a drea de amostragem, geralmente préxima as margens
e no meio do riacho, no sentido contrario ao fluxo de d4gua. O mais recomendado é
utilizar uma rede de malha entre 0,21 e 0,25 mm de abertura para evitar a perda de
organismos pequenos, como larvas de 1° instar de Chironomidae, ou alguns Oligo-
chaeta, como os do género Chaetogaster, Von Baer, 1827.

Figura 1.1 - Amostrador tipo Rede em D.

Fonte: Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos (LEAA) (2021).

Para ambientes lénticos profundos ou areas de dificil acesso, sao utilizadas
dragas, como a de Eckman, Van Veen ou Petersen (Figura 1.2). Esse tipo de co-
letor permite que o operador desga o equipamento “armado” (com os dois lados
da “boca da draga” abertos) até que atinja o nivel do sedimento, no fundo. Para
facilitar a amostragem e o bom funcionamento do equipamento, é importante que
a corda que liga a Draga ao operador esteja na posigao vertical e esticada. Para de-
sarmar o equipamento, o peso (conhecido como “mensageiro”) deve ser solto para
o fechamento da draga e posterior coleta do sedimento. Quando a coleta é realizada

dentro de um barco, recomenda-se primeiro colocar o sedimento coletado em um

Aline Christine Bernegossi, Mayara Caroline Felipe, Fernanda Rodrigues Pinheiro, Gleyson Borges Castro, Guilherme Rossi Gorni,
Bruna Nayara Cardoso Silva, Maria Helena Viana Carrascossi, Tallyson Tavares Cunha de Souza, Daniel Peroni Abrahdo , Juliano José
Corbi
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balde com abertura maior e depois acondicionéd-lo em potes menores, para diminuir
as possibilidades de perda de material.

Figura 1.2 - Amostrador do tipo Draga de Eckman-Birge (drea padrao de 255 cm?).

Pe—

Fonte: LEAA (2021).

Quando a coleta for direcionada para organismos de vida livre em riachos
e ribeirdes, ou seja, que ficam parte ou todo seu ciclo de vida na coluna d’agua, o
equipamento recomendado sado as redes em “D” e o surber (Figura 1.3). O surber
consiste em uma rede em forma de trapézio que é apoiada no fundo do corpo hidri-
co (em ambientes 16ticos) para capturar os organismos em uma area especifica (pa-
dronizada), utilizando o fluxo da dgua como auxilio para que os organismos fiquem
“presos” dentro da Rede. Desse modo, os organismos que ficam retidos no final da
rede afunilada devem ser alocados em potes de coleta para o processo de triagem
(separagdo dos organismos) em laboratério ou em campo. O surber é indicado para
rios de pequeno porte (riachos), cérregos e nascentes, com pouca profundidade (no
maximo 30 cm). Apesar do objetivo desse tipo de amostrador ser a coleta de orga-
nismos do sedimento de fundo, dentro de uma &rea especifica, alguns organismos

de vida livre na coluna d'adgua, acabam, por vezes, ficando retidos na malha.
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Figura 1.3 - Amostrador tipo surber.

Surber

Fluxo ___..---
de agua

Fonte: a) Adaptado de HAUER; RESH (2017) b) LEAA (2021).

Para trabalhos mais especificos nos quais o pesquisador necessita coletar um
perfil vertical de sedimento aquatico, pode-se utilizar o equipamento conhecido
como “core” (Figura 1.4). Este amostrador, coletara organismos de vida livre e os
que se encontram no sedimento. O core € um instrumento que possui diferentes
estruturas, por exemplo aco galvanizado de 20 cm de didmetro e 50 cm de altura
(pode haver outras medidas). Quando colocado e fixado no fundo do riacho, todos
0s organismos em sua area sdo coletados. Para isso, todo o sedimento presente na
area do amostrador pode ser coletado com o auxilio de um pote plastico, por exem-
plo. A coleta do sedimento finaliza quando a 4gua do riacho volta a entrar na area
amostrada. Um exemplo da aplicacdo desse equipamento pode ser observado no
Capitulo 6 deste livro.

Figura 1.4 - Um exemplo de amostrador tipo core.

2 it

Fonte: LEAA (2021).

O sedimento coletado pode ser acondicionado em potes, sacos plasticos ou
em baldes (conhecidos como bujoes) contendo as informag¢des como a data e o local
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da coleta (Figura 1.5). A correta identificacdo dos recipientes garante que nao haja

nenhuma confusdo no momento em que a triagem sera feita.

Figura 1.5 - Recipientes de armazenamento do sedimento.

Fonte: LEAA (2021).

A triagem do sedimento consiste na separacdo dos organismos de interesse do
restante da amostra e é iniciada com a lavagem desse material em peneiras de 0,25
mm, seja de aco (Figura 1.6a) ou de malha (Figura 1.6b). E recomendado que esse
procedimento seja feito sob acdo de dgua em corrente branda, para que nao ocorra
a fragmentacao dos organismos. O pesquisador deve tomar bastante cuidado para
nao utilizar, nesse processo, uma rede com abertura de malha maior do que aquela

utilizada no processo de coleta em campo.

Figura 1.6 - Peneiras para lavagem do sedimento: a) aco; b) malha.

Fonte: LEAA (2021).

Posteriormente a lavagem do sedimento, é realizada a separagdo manual (tria-

gem) dos organismos de interesse utilizando bandejas transltcidas de polietileno.
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Essas bandejas sao dispostas sob uma caixa de madeira e vidro (ou vinil) com lam-
padas fluorescentes (bandejas transiluminadas) (Figura 1.7a), para a melhor visuali-
zagdo dos animais (Figura 1.7b). Nesse processo, em geral, utiliza-se pipetas Pasteur
e pingas de diferentes tamanhos para a captura dos animais.

Figura 1.7 - Material de triagem: a) bandeja de polietileno sob fonte luminosa; b) vista de dentro da
bandeja.

a) b)

Fonte: LEAA (2021).

O material coletado pode ser triado no campo ou no laboratério. No caso da
triagem em campo, em geral, hd mais dificuldade para visualizar e identificar os
organismos, pela falta de uma fonte de luz abaixo da bandeja. O pesquisador, por
outro lado, pode realizar uma adaptagao desse procedimento em campo. Por exem-
plo, é possivel colocar por baixo da bandeja transltcida, lampadas portateis, que
possuem uma bateria interna recarregavel, para a triagem dos organismos no cam-
po. Um exemplo dessa adaptacado sera apresentado no Capitulo 6 deste livro. Suge-
rimos que o processo de triagem seja realizado com os organismos ainda vivos, para
facilitar a coleta e possibilitar a observacdo da movimentacao do corpo dos espéci-
mes coletados (comportamento). Esse processo permite ao pesquisador conhecer
um pouco sobre a biologia dos invertebrados aquéaticos! Esse momento pode ser
considerado de grande aprendizado aos estudantes, em especial, aqueles em inicio

de carreira cientifica nessa fascinante area de estudo!

1.2. Aclimatac¢ao de espécies em laboratdrio

Quando ha intengao de tentar estabelecer o cultivo de uma espécie em labo-
ratorio, a preparagao do meio de cultivo deve ser feita antes da coleta. Geralmente,
para animais bentdnicos, sdo preparados potes plasticos contendo sedimento estéril
(utilizamos areia de aquario submetida a 550°C em forno mufla por 4 h) e alimen-
to (utilizamos racéo de peixe da marca Tetramin®). E importante que os potes nao

sejam totalmente preenchidos com a dgua do cultivo de acordo com protocolos ofi-
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ciais (por exemplo, d4gua de torneira sem cloro) para que seja feita a mistura com
uma parte da 4gua do local de coleta. Assim, os organismos tendem a sentir menos
a mudanga entre os ambientes (natural e de laboratério) e as chances de sucesso no

cultivo sdao maiores.

Sugerimos que esses cultivos se iniciem com 50% ou mais de dgua de culti-
vo (verificar padrdes aceitos na literatura) e o restante da dgua proveniente dos
ambientes de coleta (nado utilizar a dgua coletada quando o ponto de coleta sofrer
alguma indicagdo de contaminacao). Cada espécie a ser cultivada apresenta uma
necessidade especifica para o cultivo, portanto, consideramos importante a consulta
a normas estabelecidas (por exemplo, ABNT e EPA) ou contato com outros labora-
torios e especialistas nos diferentes grupos de invertebrados aquéticos. Como for-
ma de otimizar o espago disponivel no laboratério, utilizamos estantes de ago para
acondicionar os potes para o cultivo de espécies (Figura 1.8a).

Caso os organismos coletados sejam comumente utilizados em cultivos la-
boratoriais, como larvas de Chironomidae e alguns Oligochaeta, sugere-se seguir
protocolos existentes na literatura (FONSECA, 1997; FONSECA; ROCHA, 2004a;
CORBI, GORNI, CORREA, et al.,, 2015; DORNFELD et al., 2019; CASTRO et al.,
2020; FELIPE et al., 2020). Se for um organismo ainda pouco conhecido, os cuidados
na aclimatacdo devem ser redobrados para se evitar o “stress” da espécie as condi-
¢Oes laboratoriais. Nesse caso, como orientagdo, sugerimos novamente a consulta a
especialistas na drea. No nosso grupo de pesquisa, do Laboratério de Ecologia de
Ambientes Aquaticos (LEAA), do Departamento de Engenharia Hidr4ulica e Sanea-
mento, da Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo (USP),
temos experiéncias no cultivo de Chironomidae e Oligochaeta aquaticos, além de

alguns microcrustaceos.

Os organismos coletados e transportados ao laboratério devem ser mantidos
sob constante aeracdo nas bandejas ou potes plasticos. Ha varios modos de aerar as
amostras, utilizando desde bombinhas de aquario comuns (mais baratas) até peque-
Nnos compressores (um pouco mais caros, porém sdao mais durdveis e mais efetivos
para aerar muitas amostras) (Figura 1.8b). Os organismos de interesse que serdo
cultivados (por exemplo, Chironomidae, Oligochaeta, Odonata, Ephemeroptera,
Trichoptera, Plecoptera, Coleoptera, Crustacea, entre outros) deverao ser adiciona-

dos aos potes plasticos atoxicos contendo a mistura de dgua, sedimento e alimento.
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Figura 1.8 - Estante utilizada para o cultivo de espécies em laboratério (a);
marca Boyu®, utilizado para aerar as amostras (b).

pequeno compressor da

a)

Fonte: LEAA (2021).

Em geral, por experiéncias anteriores do nosso grupo de pesquisa, os Oligo-
chaeta sdo de mais facil adaptagdo ao laboratério quando comparados aos insetos.
Na maioria das vezes, os insetos ndo conseguem fechar seu ciclo de vida em labora-
torio, ou seja, ndo ha viabilidade de cépula e posterior desova, em razdo da auséncia
de condigdes ambientais necessarias. Desse modo, a manutencao das espécies em
laboratério por longos periodos se torna pouco pratica. Como ja foi afirmado ante-
riormente, em nosso laboratério temos boas experiéncias no cultivo de Chironomus
sancticaroli Strixino & Strixino, 1981 (Insecta: Diptera), Allonais inaequalis Stephen-
son, 1911 e Pristina longiseta Ehrenberg, 1828 (Annelida: Clitellata), Daphnia magna
Straus, 1820 e Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera). H4 também
boas experiéncias no cultivo do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Insecta:

Diptera), tema que sera abordado com mais detalhamento no Capitulo 7 deste livro.

Alguns organismos ja possuem normas e protocolos (por exemplo OECD,
EPA, ISO e ABNT) indicando as condigdes ideais para o cultivo controlado em labo-
ratorio. Porém, normas voltadas para cultivo e utilizacdo de organismos em ensaios
ecotoxicologicos que sejam nativos do Brasil ou de regides tropicais sao escassas
quando comparadas aquelas existentes para organismos de clima temperado. Como
consideramos importante que os estudos ecotoxicol6gicos devam buscar analisar
alteracdes na biota aquética nativa dos ambientes aquaticos, os pesquisadores do
Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos (LEAA), da USP, Sao Carlos, vem
unindo esforcos para conseguir desenvolver adaptagdes necessarias para o cultivo
de organismos nativos. Apesar das dificuldades comuns nesse processo, temos con-
seguido éxito no cultivo de algumas espécies nativas como Chironomus sancticaroli,
Allonais inaequalis, Pristina longiseta e Ceriodaphnia silvestrii. Como dica importante
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para a aclimatacao e manutencdo de invertebrados aquaticos em laboratério ressal-

tamos o acompanhamento constante dos cultivos.

1.3. Manutencao do cultivo de espécies nativas em laboratério

Sdo mantidos no LEAA quatro organismos-teste nativos, que sao bioindica-
dores de qualidade ambiental e podem ser utilizados em ensaios ecotoxicologicos.
Sdo eles: Allonais inaequalis Stephenson, 1911 (Oligochaeta: Naididae); Ceriodaphnia
silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera: Daphniidae); Chironomus sancticaroli
Strixino e Strixino, 1981 (Diptera: Chironomidae); Pristina longiseta Ehrenberg, 1828
(Oligochaeta: Naididae). A seguir, descreveremos nossas experiéncias na manuten-
¢do do cultivo e algumas adaptacdes que nao influenciam na qualidade do cultivo,
mas que podem reduzir custos ou facilitar procedimentos, em razao da limitagao
de espagos. Os parametros bésicos seguidos conforme recomendacao das metodo-
logias existentes estdao na Tabela 1.1 e serdo posteriormente detalhados.

O leitor poderd observar que, em algumas partes desse capitulo, realizamos
sugestdes de adaptagdes para possibilitar o cultivo em espagos menores e com me-
nor custo. Esse é um dos objetivos deste capitulo e decerto dessa obra como um
todo. Nesse caso, um dos apontamentos tem relacao quanto a utilizagdo da ragao
de peixe Tetramin® para a alimentagao dos espécimes em laboratério, que tem se
mostrado muito adequada, mas com um custo um pouco elevado. Nesse sentido,
entendemos que o pesquisador também pode tentar adaptar outro tipo de ragao
de peixe, com um custo menor! Ha outrossim, sugestdes de utilizacdo de bandejas
menores e caixas sifonadas, cobertas com materiais mais baratos encontrados facil-

mente no mercado. Vejam detalhes no decorrer do capitulo.
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Tabela 1.1 - Condigdes de cultivo mantidos no Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos
(LEAA), da Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Carlos

Composicao

Espécie Temperatura Fotoperiodo do meio Alimentacio Metodologia
CORBIL;
. Areia, dgua GORNI;
i:;iozaalljs 23 a27°C 12h luzl{ 12h filtrada sem Tetramin® CORREA,
g GSCUO dloro, alimento 2015; FELIPE
et al., 2020
Aditivo
Cert.odaph‘i?m 23 427 °C 12hluz/12h Ag1.1a ) ahmentaf ©  ABNT, 2017
silvestrii escuro reconstituida suspensao
algacea
FONSECA;
Areia, agua ROCHA,
Ch1r01'10mus' 23 a27°C 12hluz/12h filtrada sem Tetramin® 2004a; OECD
sancticaroli escuro cloro. alimento 235, 2011;
! DORNFELD
et al., 2019
. Areia, agua
Przs?ma 23a27°C 12hluz/12h filtrada sem Tetramin® CASTRO et
longiseta escuro al., 2020

cloro, alimento

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Durante a manutengao dos organismos em laboratério, é importante avaliar
a “saude” de cada espécie, a fim de analisar se a sensibilidade esta compativel com
os valores esperados pelos protocolos estabelecidos para a utilizacao de invertebra-
dos em ensaios ecotoxicolégicos (Tabela 1.1). Para isso, geralmente é utilizada uma
substancia de referéncia, como por exemplo, cloreto de potassio (KCl). A partir de
uma faixa de concentracdes deste sal (mg/L), é possivel compreender o estado de
sensibilidade das espécies pelo calculo da concentragao de efeito que causa imobili-
dade ou a mortalidade em 50% nos organismos amostrados para o teste de sensibi-
lidade. Os meios para o calculo destes valores séo descritos por estes protocolos. E
importante que a avaliagdo da sensibilidade das espécies seja feita rotineiramente (a
cada 3 meses, no minimo), e sempre que a espécie for utilizada para ensaios de toxi-
cidade, para que os efeitos de substancias ou amostras de interesse ndo sejam con-

fundidos ou imprecisos devido a uma baixa ou alta sensibilidade dos organismos.

1.3.1 Allonais inaequalis Stephenson, 1911

Como estruturas diagnoésticas, Allonais inaequalis possui comprimento corpo-

ral variando de 3 a 9 mm (37 a 85 segmentos), sem pigmentacdo. A regido do prosto-
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mio (primeiro segmento do corpo do animal) tem uma forma arredondada, os olhos
e a tromba estdo ausentes. A cerda dorsal comeca no segmento VI e consiste em 1-2
cerdas capilares acompanhadas de 1-2 cerdas aciculares. As cerdas aciculares sao
pectinadas, com dentes laterais irregulares associados com 1-4 dentes intermedia-
rios mais finos. As cerdas ventrais sdo bifidas com né ligeiramente proximal (Figu-
ra 1.9a). Esta espécie tem ampla distribuicdo, com registros na América do Norte,
América do Sul, Africa, Australia e Sudeste Asiatico (BRINKHURST; JAMIESON,
1971).

No nosso laboratério, os primeiros individuos de A. inaequalis foram obtidos
em corpos d’agua localizados no Parque Ecolégico Municipal de Sdo Carlos (Sao
Paulo, Brasil). O cultivo da espécie A. inaequalis é realizado em bandejas ou potes
plasticos contendo sedimento esterilizado (areia fina mantida em mufla por 4h a
550°C), agua filtrada sem cloro, aeracdo constante (aproximadamente 1 bolha de ar
por segundo) e alimentacdo uma vez por semana com 15 + 1 mg de composto ali-
mentar de peixe triturado (Tetramin®) (Figura 1.9b). O cultivo da espécie também
se adaptou ao recipiente do tipo caixa sifonada, sendo esse ambiente mais escuro
propicio para o aumento populacional dos organismos. Para iniciar um cultivo de
A. inaequalis, a partir de um cultivo existente, recomenda-se incubar de 10 a 30 indi-
viduos, nas condi¢des de cultivo, bandejas e potes plasticos citados anteriormente.

Figura 1.9 - a) Allonais inaequalis (A: visao geral, B: prostomio; C: cerdas dorsais; Escala: A =1 mm,
B =150 pm, C =10 pm); b) racdo de peixe triturada com auxilio de cadinho, pistilo e almofariz (Te-
tramin®).

O tipo de bandeja utilizada depende do material que se tem acesso e do espa-
¢o disponivel no laboratério. Esse organismo se adapta facilmente as condigdes de
laboratdrio. J& mantivemos cultivos em potes de plastico transparente de 1L (atoxi-
cos) (nesse caso, apesar da populagao crescer e se manter, observamos um elevado

surgimento de algas); em vasilhames de pléstico comprados em lojas de utensilios
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de cozinha (Figura 1.10a) e, em caixas sifonadas de PVC (Figura 1.10b), utilizadas

em encanamentos residenciais.

Dentre os recipientes utilizados, percebemos que o cultivo se manteve mui-
to bem na caixa sifonada, podendo ser esse sucesso associado a altura de coluna
d’agua e de espaco vazio do recipiente, a baixa luminosidade que chega no sedi-
mento. Uma adaptagdo que fazemos para o cobrimento das bandejas (feito princi-
palmente para evitar que particulas do ar se depositem na agua de cultivo e para
evitar que outros organismos se estabelecam nela) é a utilizacdo de toucas cirargi-
cas. As toucas além de serem mais baratas que o tule fino, tem alta durabilidade e
cumprem com a fungdo desejada.

Figura 1.10 - Recipientes de cultivo de Allonais inaequalis: a) vasilhames de plastico (atdxicos); b)
caixa sifonada.

Fonte: LEAA (2021).

Para manter as condi¢des de cultivo, a 4gua apresenta pH entre 6,5 e 7,4; con-
dutividade elétrica entre 20 e 60 uS/cm e dureza total entre 12-56 mg/L CaCQO,. E
essencial que, quando for feita a alimentacdo semanal dos organismos, o nivel da
agua seja verificado e, sempre que necessario, preenchido com agua filtrada sem

cloro.

1.3.2 Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902

Os microcrustaceos da Ordem Cladocera, pertencentes a Classe Crustacea e a
Familia Daphniidae sdo organismos geralmente transparentes, que possuem uma
carapaga Unica composta por quitina (um polissacarideo) e, devido sua forma de
natacdo, sao conhecidos pelo nome de “pulga d’agua”. O microcrustaceo filtrador
Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Figura 1.11a) possui comprimento corporal em
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laboratério de 0,5 a 0,6 mm e é recomendado em ensaios ecotoxicolégicos e na ava-
liacdo da qualidade da dgua por apresentar sensibilidade a pequenas mudancas de
qualidade ambiental e estabilidade genética (FONSECA; ROCHA, 2004b; ABNT,
2017). Seu ciclo de vida dura cerca de 29 dias e é composto por quatro estagios:
ovo, neonato (recém-nascidos com méximo de 24 horas de vida), juvenil (fase que
contempla até o desenvolvimento dos ovos) e adultos (quando realiza a primeira
postura) (FONSECA; ROCHA, 2004b). Além disso, este organismo-teste apresen-
ta algumas vantagens decorrentes de suas caracteristicas como: serem pequenos e
necessitarem de pequena infraestrutura, faceis de cultivar em laboratério e requere-

rem pouco volume de amostras.

Os primeiros individuos de C. silvestrii foram obtidos com autorizacdo da pro-
tessora Odete Rocha, coordenadora do Laboratério de Limnologia e Ecotoxicologia
Aquatica, do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (DEBE) - Universida-
de Federal de Sao Carlos, em Sao Carlos (SP). Novos organismos também foram
adquiridos no Ntcleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEAA), Centro de
Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA) - Universidade de Sao Paulo,
em Itirapina (SP).

Para iniciar um novo cultivo recomenda-se incubar 80 neonatos em condicdes
préximas do cultivo onde os individuos foram adquiridos. A transi¢ao para a nova
agua de cultivo deve ocorrer com um troca parcial da dgua (50% da agua do cultivo
anterior e 50% da agua reconstituida utilizada no seu laboratério). O cultivo de C.
silvestrii é feito em béqueres de vidro de 1 L (80 organismos por béquer) e 2 L (120
organismos por béquer) (Figura 1.11b), ambos mantidos nas condi¢oes apresenta-
das na Tabela 1.1. O meio de cultivo é substituido trés vezes por semana, sendo
composto por dgua reconstituida preparada com a adicdo de 20 mL/L da solucdo
1 (1,5 g sulfato de célcio dihidratado dissolvido em 1 litro de d4gua deionizada) e 10
mL/L da solugao 2 (0,2 g de cloreto de potéssio, 4,8 g de bicarbonato de s6dioe 6,1 g
de sulfato de magnésio heptahidratado dissolvidos em 1 litro de dgua deionizada),
ambas preparadas conforme a norma técnica NBR 13373 (ABNT, 2017).
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Figura 1.11 - Cultivo de Ceriodaphnia silvestrii a) Individuo adulto (com ovos); b) Béquer e meio de
cultivo; c) Tanque de armazenamento da dgua reconstituida.

a) b)

)
€ sere———" ‘

Fonte: LEAA (2021).

A &gua reconstituida deve ser preparada e aerada por 24 horas antes de sua
utilizacdo para que haja a completa dissolucdo das solu¢des em um tanque de ar-
mazenamento (Figura 1.11c). Além disso, quando estiverem sendo preparados os
novos béqueres de cultivo, é recomendado que o meio seja filtrado (podendo ser
utilizado peneira especifica ou filtro de café) para que sejam retiradas impurezas
que possam formar no fundo do tanque de armazenamento. Para suplementagao
do cultivo, nés utilizamos a vitamina Fishtamin®, adicionando 1 gota de vitamina
por litro de dgua reconstituida. Antes de preparar novamente a d4gua reconstituida,
é necessario fazer a limpeza do tanque utilizando dgua e gaze para esfregar as pare-
des. O contetido dos cultivos antigos deve ser descartado, podendo passar por um
filtro para reter os organismos e utiliz-los como alimento para peixes. Os béqueres

sdo lavados com 4gua e gaze a fim de retirar todo material aderido a vidraria.

Os requisitos da dgua de cultivo sdo dureza total entre 40-48 mg CaCO,/L e
pH entre 7,0 e 7,6. Uma dica importante é sempre manter um béquer com os orga-
nismos (neonatos ou parental) que sobraram apoés a troca no meio de cultivo anti-
go. Assim, o cultivo pode ser recuperado caso o novo béquer preparado apresente
alguma alteracdo nos organismos. Caso seja observado elevado ntamero de indi-
viduos imo6veis durante a troca do meio, deve-se verificar os pardmetros da dgua
reconstituida novamente. Também é recomendado verificar a data de validade dos

alimentos.

O cultivo é alimentado a cada troca do meio utilizando suspensdo algal de Ra-
phidocelis subcapitata (2x10° células/mL) (Figura 1.12) e aditivo alimentar (0,1 mL/L).
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Vale ressaltar que, para evitar a entrada de bolhas de ar na carapaga dos organismos
durante a troca de meio, o novo meio é mantido sem agitacao por 15 minutos antes
da colocacdo dos organismos e os organismos sao retirados cuidadosamente com
o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro de ponta larga e colocados diretamente

abaixo no limite da 4gua no béquer contendo o novo meio.

Figura 1.12 - Suspensao algacea de Raphidocelis subcapitata.

Fonte: LEAA (2021).

Para o preparo do aditivo alimentar, inicialmente serdo pesados e triturados
5 g de racdo de peixe Tetramin® em 1 L de dgua deionizada. Essa mistura deve ser
deixada sob aeragao constante por 7 dias nas mesmas condicdes do cultivo. Como
¢ importante haver uma saida para troca gasosa durante esse periodo, é indicado
colocar um tampao feito de algoddo e gaze ou espuma inerte. Apds esse periodo,
essa mistura deve ser alocada em recipientes de 50 mL e congelada até sua utiliza-
¢do. Recomendamos que o armazenamento desse alimento ndo deva ultrapassar 8
meses em freezer. Para utilizar essa mistura, deve-se descongelar o recipiente. Em
seguida, 0,25 g de fermento biol6gico em p6 deve ser diluido completamente em
50 mL de 4gua deionizada (por exemplo, 10 min em agitador magnético). Assim,
o aditivo alimentar preparado (100 mL) sera constituido pela ragao fermentada (50
mL) e pelo fermento diluido (50 mL). Essa mistura serd armazenada em geladeira
para ser utilizada apés 24h, uma vez que é recomendada a utilizacao apenas do
sobrenadante.

1.3.3 Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981

Na distribui¢do ecolégica, as larvas de alguns Chironomidae podem ocupar os
diferentes tipos de ambientes aquaticos devido ao seu mecanismo de respiragao, que,
em algumas espécies possui hemoglobina e que garante a sobrevivéncia ao ocupar
ambientes com baixa concentracdo de oxigénio dissolvido. A espécie Chironomus

sancticaroli Strixino e Strixino, 1981, é um macroinvertebrado aquatico pertencente

- _ Capitulo 1 ;
COLETA, ACLIMATACAO E MANUTENCAO LABORATORIAL DE INVERTEBRADOS AQUATICOS



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
30 TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES
PARA ANALISES

a familia Chironomidae descrita a partir de exemplares coletados no municipio de
Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil). Aqui, utilizamos o nome Chironomus sancticaroli, ba-
seado nas fundamentacdes apresentadas em artigo publicado no ano de 2011, pela
professora Susana Trivinho-Strixino (ver TRIVINHO-STRIXINO, 2011).

Essa espécie possui desenvolvimento com metamorfose completa e seu ciclo
de vida é consideravelmente curto, sendo os quatro estagios do organismo (ovo;
instares larvais - [ instar, II instar, Il instar e IV instar; pupa e adulto) desenvolvido
em cerca de 13 dias (Figura 1.13). O periodo larval é predominante (em tempo) no
ciclo de vida, seguido pelo periodo de pupa e adulto (FONSECA, 1997, MUGNALIL
NESSIMIAN; BAPTISTA, 2010). Ap6s a emergéncia dos adultos, é possivel diferen-
ciar o sexo dos mosquitos, sendo que os machos possuem coloracdo amarelo-esver-
deada com abdomen afinado e antena plumosa, enquanto as fémeas apresentam
coloragao acastanhada, com abdémen mais encorpado e antena pilosa (TRIVINHO-
-STRIXINO, 1980).

A peca bucal dos adultos da espécie é reduzida, sendo assim, os adultos nao
se alimentam e possuem apenas funcao reprodutiva. Apds a fase de coépula, os ovos
(média de 550 por fémea) sao depositados na 4gua como uma massa ovigera gelati-
nosa, com formato espiral e demoram entre 44 e 48 horas para a eclosdo das larvas
de 1o instar (FONSECA; ROCHA,2004a).

Figura 1.13 - Ciclo de vida de Chironomus sancticaroli contemplando as fases aquatica (larvas e
pupa) e terrestre (adultos alados).

Ar 7 “/t’ ;_Agua l

eclosdao

Macho Fémea ' Massa ovigera

Pupa Larva | instar

Larva IV instar Larva lll instar Larva Il instar

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Nos primeiros instares, as larvas possuem comportamento planctonico, en-
quanto nas fases subsequentes, passam a ter habitos bentonicos. Em sua fase bento-
nica, as larvas dessa espécie constroem casulos a partir de particulas do substrato e
secrecao salivar, ficam alojadas nas camadas superficiais do sedimento e a alimen-
tacao ocorre por meio de pequenas particulas que ficam aprisionadas na entrada do
casulo. O processo de alimentacdo é beneficiado pelo movimento da larva (que cria
um fluxo da dgua para dentro do casulo), ou pela obtencao direta, quando as larvas
impulsionam o corpo para fora do casulo (OLIVER, 1971). A espécie se alimenta de
algas, detritos suspensos (matéria organica, bactérias) e da prépria massa ovigera,
no inicio do desenvolvimento larval (OLIVER, 1971; TRIVINHO-STRIXINO, 1980).

Os primeiros individuos de C. sancticaroli foram obtidos a partir de amostras
de dgua e sedimento coletados em lagoas de estabilizagdo do abatedouro de Fran-
go (BR-Aves) localizado em Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil). O cultivo da espécie C.
sancticaroli pode ser realizado utilizando diferentes configuracdes. A configuragao
sugerida para o cultivo da espécie (TRIVINHO-STRIXINO, 1980) é em bandejas de
plastico (dimensdes 38 cm de comprimento x 33 cm de largura x 6 cm de altura) co-
bertas por gaiolas de madeira cobertas por nylon, dimensdes 42 cm de comprimento
x 36 cm de largura x 38 cm de altura para evitar a evasao dos organismos adultos
(Figura 1.14a).

Com o intuito de reduzir a necessidade de espaco e o investimento na fabrica-
¢ao de gaiolas (diminuir custos), como sugestdo, indicamos que o cultivo também
pode ser mantido em bandejas de plastico cobertas por toucas cirturgicas (Figura
1.14b). Nesse caso é necessério adicionar dois cuidados extras, o primeiro refere-se
a menor quantidade do namero de organismos em bandejas menores, pois ndo é
ideal que haja elevada densidade de larvas para que a competicao por alimento e

espaco ndo ocorra (competicao intraespecifica).

Para iniciar um novo cultivo é necessario preparar as bandejas de plastico, an-
teriormente citadas, adicionando uma lamina de sedimento de aproximadamente
1 cm ao fundo. E importante que a d4gua para o cultivo (2 a 4 L de 4gua de torneira
sem cloro) seja preparada previamente e mantida sob aeracdo com alimento (23 +
1 mg de Tetramin® triturada) por pelo menos 24 h. Recomenda-se incubar de 1 a 2
desovas ao iniciar um cultivo. Se possivel, coletar um pouco da dgua dos cultivos
ja existentes e misturar com a dgua do novo cultivo, assim, as larvas irdo eclodir
em um ambiente que nado é totalmente diferente da bandeja em que a desova foi

coletada.
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O segundo cuidado refere-se ao manejo de adultos. Como nesse tipo adaptado
de cultivo ndo h4 muito espaco livre para a emergéncia de adultos (entre a bandeja
e a touca cirargica), é mais dificil fazer a manutencdo do nivel da dgua e realizar a
alimentacdo. Assim, sugere-se o uso de um elastico para prender a touca na lateral
da bandeja e no meio da touca fazer um furo no qual serd alocada a mangueira de
aeracdo e pelo qual serdo adicionados o alimento e a 4gua de reposicao necessarios.
Observe na Figura 1.14b como o espaco necessdrio para o cultivo em laboratério tor-
na-se menor com esse método adaptado pelo Laboratério de Ecologia de Ambientes
Aquaticos (LEAA).

Figura 1.14 - Cultivo de Chironomus sancticaroli: a) método tradicional; b) método adaptado no
LEAA.

Fonte: LEAA (2021).

Em todos os casos, o cultivo é mantido sob aeragdo constante (aproximada-
mente 2 bolhas por segundo) e a alimentacdo é feita duas vezes por semana com 23
+ 1 mg de Tetramin® triturada. E possivel fazer uma solucio para a alimentagao
dos organismos na qual 5 g de Tetramin® é diluida em 1 L de agua deionizada e
batida em liquidificador por 5 minutos. Nesse caso, a solugdo deve ser mantida em
geladeira (por até 7 dias) e a quantidade adicionada por bandeja é de 25 mL. Sempre
que necessario, o nivel da dgua deve ser preenchido com &gua filtrada sem cloro.
As condigdes de cultivo sao mantidas em e pH entre 6,5 e 7,5; condutividade entre
25-55 uS/cm e dureza entre 12 e 16 mg CaCO, /L.

1.3.4 Pristina longiseta Ehrenberg, 1828

O Naididae Pristina longiseta Ehrenberg, 1828 (Figura 1.15) tem um tamanho
de comprimento normalmente de 2-4 mm, com didmetro de 0,15 a 0,20 mm e seg-
mentos variando de 15 a 35 (ZATTARA; BELY, 2011). Essa espécie tem a capacidade

de se regenerar totalmente, sendo a reproducdo influenciada pela temperatura e
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disponibilidade de nutrientes, com maior densidade nas estagdes mais quentes (pri-
mavera e verdo) (VAN CLEAVE, 1937; BELY; SIKES, 2010). Além disso, P. longiseta
apresenta reproducdo sexuada e assexuada. A reprodugdo assexuada ocorre por
fissao da paratomia (formando cadeias de zodides) e é a forma mais frequente na
natureza. Em condigdes de laboratério, a reproducao ocorre também preferencial-
mente por esse processo (OZPOLAT et al., 2016).

Figura 1.15 - Pristina longiseta a) visao geral; b) cerdas ventrais; c) cerdas aciculares e capilares. Es-
cala: a) 100 pm; b) e ¢) 10 pm.

Fonte: CASTRO et al., 2020.

Os primeiros individuos de P. longiseta foram obtidos a partir de amostras de
agua e sedimento coletados em lagoas de estabilizacdo do abatedouro de Frango
(BR-Aves) localizado em Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil). Os individuos P. longiseta
sdo mantidos em potes plasticos semi-opacos de 500 mL contendo sedimento es-
terilizado, agua filtrada sem cloro, aeragdo constante e alimentacdo uma vez por
semana com 20 + 1 mg de composto alimentar para peixe triturado (Tetramin®). Os
parametros quimicos da dgua de cultivo sdo mantidos nas condicdes de pH entre
5,0 e 7,4; condutividade elétrica entre 40 e 150 uS/cm; dureza total entre 12-54 mg/L
CaCO,. Sempre que necessario, o nivel da dgua é preenchido com agua filtrada sem
cloro. Apés a aclimatacdo dessa espécie no laboratério, observamos melhor repro-

dugao quando seus recipientes estavam mais afastados da luz e envolto com papel.

Para iniciar um cultivo de P. longiseta é importante que os potes plésticos (ato-
xicos) sejam semi-opacos, contenham 100g de sedimento ao fundo (areia fina), e
sejam preenchidos até a sua capacidade (500 mL) com agua de cultivo. Além disso,

pelo menos 20 individuos a cada 100 g de sedimento deverao ser incubados. Para
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manter a qualidade e quantidade de individuos, uma vez por més, 20% da dgua
de cultivo deve ser descartada e substituida por dgua da torneira sem cloro. Para
verificar a densidade de organismos no cultivo, os tubos de aeracdo deverao ser re-
tirados manualmente, e durante 40 segundos, o meio liquido da cultura devera ser
levemente agitado usando pipeta Pasteur, a fim de suspender os oligoquetos na co-
luna d’agua. Ap6s, 10% do meio deve ser vertido em placa de Petri para contagem

dos individuos. Entre 20 e 40 individuos moéveis sdo esperados nesta amostragem.

No geral, a boa adaptacdo dessa espécie as condi¢des de laboratoério, a boa taxa
de reprodugao, a rdpida execucdo de ensaios ecotoxicoldgicos, a representatividade
de ambientes tropicais, ajuste de sensibilidade e resultados de testes de toxicidade
aguda apoiam a proposta de adaptacao da utilizacao de P. longiseta como organis-
mo teste para fins ecotoxicolégicos em regides tropicais (CASTRO et al., 2020).

1.4. Consideragoes finais

Sabemos que foram dadas muitas informacées no decorrer deste capitulo, mas
o importante é que vocé entenda que até chegarmos numa situacdo em que temos
um cultivo estavel de espécies em laboratério existem diversas etapas. Esperamos
ter esclarecido algumas duavidas sobre a coleta de macroinvertebrados aquaticos
e o estabelecimento de seu cultivo em laboratério, mostrando um pouco sobre as
espécies cultivadas pelo LEAA. Mostramos no decorrer do capitulo os materiais,
solugdes, vitaminas e alimentos que geralmente utilizamos e trazemos algumas al-

ternativas para baratear essas praticas.
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Resumo

ara garantir um ecossistema aquatico com qualidade satisfatéria para a

manutencdo da biota, ferramentas que auxiliam no conhecimento sobre
a qualidade ambiental tém sido cada vez mais aplicadas. A utilizacdo de ensaios
ecotoxicologicos como uma ferramenta complementar as técnicas ja aplicadas para
monitoramento ambiental e de efluentes vem aumentando devido a percepgao de
como essa vertente da ecologia aplicada enriquece o entendimento sobre os im-
pactos ambientais nos ecossistemas aquaticos. Além disso, a utilizagdo de espécies
nativas, além daquelas padronizadas internacionalmente, ajuda a compor uma ava-
liacdo e representagcdo mais especifica dos impactos da contaminagdo aquatica no
ecossistema local. No capitulo anterior, foram relatadas experiéncias no cultivo de
espécies nativas e ndo nativas de invertebrados em laboratorio e adaptagdes de ma-
teriais e espagos. Neste capitulo sdo abordadas as respostas comumente analisadas
em ensaios ecotoxicolégicos e as metodologias aplicadas para realizagdo dos bioen-
saios utilizando as espécies nativas do Brasil: Allonais inaequalis, Chironomus sanc-
ticaroli, Ceriodaphnia silvestrii e Pristina longiseta. Estes organismos sao cultivados
com éxito no Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquéticos (LEAA-EESC/USP).
Ademais, serdo apresentados os testes estatisticos mais empregados para andlise
de dados. Detalhes sobre métodos de cultivo dessas espécies foram abordados no
Capitulo 1 deste livro.

Palavras-chave: Bioensaios. Respostas ecotoxicolégicas. Toxicidade aguda. Toxici-

dade cronica.

Abstract

To guarantee an aquatic ecosystem with satisfactory life quality, tools for the
assessment of environmental quality have been being increasingly applied. The use
of ecotoxicological tests as a complementary tool to the techniques already applied
for environmental and effluent monitoring has been increasing due to the perception
of how this aspect of applied ecology enriches the understanding of environmental
impacts on aquatic ecosystems. Furthermore, the use of native species, in addition
to those internationally standardized, help to compose a more specific assessment
and representation of the aquatic contamination impacts on local ecosystems. In
this chapter, the description of the outcomes commonly analyzed in ecotoxicologi-
cal tests are addressed, in a didactic way, as well as the methodology applied to car-
ry out the bioassays with the organisms Allonais inaequalis, Chironomus sancticaroli,
Ceriodaphnia silvestrii and Pristina longiseta, cultivated in the Laboratory of Ecology
of Aquatic Environments (LEAA-EESC/USP).
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2.1 Relevancia dos estudos utilizando invertebrados nativos

A manutencado da qualidade da dgua e dos sedimentos é uma prioridade para
a manutencao da vida do planeta, a fim de garantir os usos multiplos da agua (con-
sumo humano, lazer, irrigacao, navegacao, pesca, aquicultura e geracao de energia).
Assim, a qualidade da dgua pode ser avaliada por diferentes indicadores fisicos,
quimicos e biolégicos. Entre os bioldgicos, hd estudos com enfoque nas mudangas
da estrutura da comunidade de invertebrados aquaticos, com posteriores analises
qualitativas e/ou quantitativas da biota e, muitas vezes, com a aplicacao de indi-
ces de riqueza e diversidade, dominancia, equitabilidade, proporcao de organis-
mos sensiveis/ tolerantes, composicao dos grupos funcionais de alimentagao e indi-
ces bidticos (estudos detalhados no capitulo 5 deste livro). Ha também andlises da
producado secundéria utilizando organismos dessa comunidade, as quais buscam
avaliar a absorcdo do carbono sintetizado pelos organismos autétrofos, produgao
primdria, processos envolvidos no consumo e o desenvolvimento da biomassa de
organismos heterotréficos ao longo do tempo (estudos detalhados no capitulo 6
deste livro). Neste Capitulo, os bioensaios de toxicidade (também chamados de tes-
tes ecotoxicologicos ou testes de ecotoxicidade) utilizando invertebrados aquaticos
serdo descritos com mais detalhes. Basicamente, os bioensaios de toxicidade podem
ser conduzidos para amostras de campo (4gua e sedimento), amostras compostas
de efluentes e para substancias ou misturas de interesse.

Os invertebrados aquaticos possuem relevancia ecolégica por estarem nas ca-
madas intermedidrias da cadeia alimentar. Isso significa que eles sdo responsaveis
pelo consumo de produtores (plantas e algas), zooplancton e detritos, além de ser-
vir como alimento para consumidores superiores (peixes, aves etc.) (ANDERSON,
1944; BAUN, et al., 2008; SILVA et al., 2008; DODSON et al., 2010). Além disso,
muitos desses organismos possuem mobilidade reduzida no ambiente e podem evi-

denciar alteracdes recentes e perturbagdes cronicas no ecossistema (GOMES et al.,
2018; BAE; PARK, 2019; CAMARGO, 2019; MOLINERI et al., 2020).

A investigagado de espécies nativas em ensaios ecotoxicolégicos é de suma im-
portancia, tendo em vista a necessidade de compreender os possiveis efeitos to6-
xicos e riscos de impactos ambientais para organismos que sejam representativos
do ambiente de estudo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; MARTINS; BIANCHINI,
2011). Ao selecionar as espécies para realizacao de testes de toxicidade, é necessa-
rio analisar a viabilidade do cultivo e manutengdo dos organismos em laboratério.

Deve-se dar prioridade, quando possivel, para espécies nativas, ja que as exéticas
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(por exemplo, de clima temperado) apresentam limitagdes para avaliar os efeitos
de contaminantes em ambientes tropicais (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008;
ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; FREITAS; ROCHA, 2011).

Os invertebrados aquaticos tém sido amplamente utilizados em ensaios eco-
toxicologicos. Isso acontece devido a diversidade, abundancia, facilidade de cultivo
em laboratério, estabilidade genética e importancia no equilibrio da cadeia tréfica.
Além disso, vale lembrar que estudos envolvendo animais vertebrados necessitam
de aprovacio prévia das Comissoes de Etica em Pesquisa no uso de animais (CEPs).
Por outro lado, essa demanda nao é necessaria para invertebrados no Brasil (ZA-
GATTO; BERTOLETTI 2008; CHAUMOT, 2014; ROSNER et al., 2021). A Platafor-
ma Brasil pode ser consultada para obter maiores informacdes sobre esse assunto
(BRASIL, 2021). Para o nosso leitor, cabe ressaltar que ndo consideramos isso uma
“vantagem”, mas apenas uma questdo de otimizacao de tempo para o inicio dos en-
saios. Portanto, consideramos que o exercicio da pesquisa em geral, especialmente
as que utilizam seres vivos, deve ser conduzida somente por pessoas qualificadas e
sob constante supervisao.

Além disso, investigar organismos com distintos papéis na cadeia alimentar
pode ser uma alternativa para abranger os efeitos em diferentes niveis tréficos da
biota aquatica (RAND, 1995). Alguns desses organismos sao responsaveis por fil-
trar continuamente grandes volumes de agua, sendo excelentes indicadores para
avaliar os efeitos de poluentes em baixas concentra¢cdes no meio, como é o caso da
Ceriodaphnia silvestrii. Ja os organismos da Classe Oligochaeta (Allonais inaequalis e
Pristina longiseta) sdo organismos detritivoros, consumindo tanto matéria organica,
quanto inorganica, podendo interagir com poluentes em sedimentos do ambiente
aquatico. Logo, é possivel analisar os efeitos toxicos tanto do contato do organis-
mo com o poluente, quanto do seu consumo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; PRI-
CHAR; GRANEK, 2016; ROSNER et al., 2021;).

Assim, quando pensamos na analise dos impactos a biota aquatica, é impor-
tante considerarmos individuos representativos de todos os niveis tréficos do am-
biente aquético, com enfoque em espécies nativas representativas da biota local,
englobando organismos de coluna d’agua, de vida livre e do bentos. Observem que,
neste capitulo, utilizamos duas espécies de Oligochaeta que foram coletadas inicial-
mente em campo e tiveram que ser identificadas corretamente para evitar qualquer
tipo de problemas em estudos futuros. Sugerimos muita cautela nessa etapa! Infe-
lizmente, h4 grupos de animais muito negligenciados em estudos cientificos e, por

isso, hd poucos especialistas para auxiliar em algumas areas da Zoologia.
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2.2 Metodologias de bioensaios de toxicidade utilizando organismos
nativos brasileiros

Neste subitem serdo apresentados os principios basicos para o desenvolvimen-
to de bioensaios de toxicidade para os organismos Allonais inaequalis Stephenson,
1911, Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981, Ceriodaphnia silvestrii Daday,
1902 e Pristina longiseta Ehrenberg, 1828. Nesse ponto, vale ressaltar a importancia
de consulta a especialistas da area para a realizagdo de uma correta identificagao
das espécies. Além disso, gostariamos de destacar o importante papel dos taxono-
mistas (profissional cada vez menos comum nos dias atuais (MARQUES; LAMA,
2006)) nessa fase dos trabalhos de proposicao da utilizacao das espécies nativas em

ensaios ecotoxicolégicos.

Em relagédo a realizagdao dos bioensaios com substancias isoladas, é indicado
utilizar, pelo menos, cinco concentragdes além da situagdo controle (quando o teste
é conduzido em agua ou meio de cultivo ndo contaminado) para que as analises
estatisticas possam ser realizadas com maior robustez (ver item 2.3). Quando os
bioensaios forem aplicados para avaliagdo da toxicidade de efluentes (industriais
ou domésticos), sugere-se o uso de, pelo menos, cinco dilui¢cdes para avaliar a efi-
ciéncia de remocao da toxicidade antes e ap6s o tratamento (para mais informagodes
sobre toxicidade de efluentes ver capitulo 3).

Para amostras provenientes do campo (d4gua ou sedimento), ndo sao necessa-
rias dilui¢des, uma vez que o objetivo é entender como aquele meio esta impactan-
do a biota aquatica (por exemplo, alteracdes decorrentes do uso do solo). A fim de
garantir que ndo houve mudangas abruptas nas varidveis quimicas das solugdes
avaliados, para todos os bioensaios recomenda-se a leitura das variaveis pH, con-

dutividade elétrica e oxigénio dissolvido no inicio e ao final dos bioensaios.

2.2.1 Allonais inaequalis Stephenson, 1911

A utilizagdo de oligoquetas em ensaios ecotoxicol6gicos para andlise de mor-
talidade, reprodugao, comportamento e bioacumulacdo de substancias ou misturas
toxicas tem ganhado destaque no Brasil, tanto no setor cientifico quanto na éarea
regulatéria de contaminantes (NIVA; BROWN, 2019). Esses organismos sdo abun-
dantes entre a fauna aquatica e terrestre, podendo ser encontrados tanto no sedi-
mento quanto na coluna de dgua de ambientes de dguas doces (GORNI; ALVES,
2006; FELIPE, 2019).

Nesse contexto, Allonais inaequalis € uma espécie nativa brasileira que vem sen-

do utilizada como organismo teste por ser de vida livre e representativa da biota
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bentonica e da coluna de agua (CORBI et al., 2015; FELIPE et al., 2019). Além disso,
é um organismo de facil cultivo e manutencdo em laboratoério (consulte o Capitulo 1
deste livro). A reproducdo ocorre geralmente de forma assexuada, por fissao para-
tomica, o que garante estabilidade genética do cultivo (BELY; SIKES, 2006; FELIPE
et al., 2019).

Embora o A. inequalis seja um excelente organismo para ensaios ecotoxicologi-
cos, ainda ha poucos registros na literatura. Alguns trabalhos do LEAA (USP) e em
laboratorios parceiros (Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universi-
dade Federal de Sao Carlos - DEBE-UFSCar) obtiveram respostas relevantes a partir
de resultados de toxicidade dessa espécie. Corbi et al. (2015) iniciaram os estudos
e sugeriram a utilizacdo deste organismo para ensaios ecotoxicolégicos em expo-
sicoes agudas (96h) para o cloreto de zinco (ZnClL,). Felipe et al. (2019) realizaram
testes de reprodugao do organismo para definicdo de metodologia em ensaios de
toxicidade utilizando exposi¢des de longa duragao. Felipe (2019) avaliou os efeitos
do surfactante Alquilbenzeno Linear Sulfonado (LAS), um detergente muito utili-
zado em lavanderias industriais, em exposicdes cronicas (10 dias) e agudas (96h).
Rocha et al. (2018), DEBE (UFSCar), realizaram ensaios ecotoxicol6gicos em exposi-
¢oes agudas (96h) utilizando pesticidas (Carbofuran e Furadan). Castro et al. (2020)
avaliaram a toxicidade de microplésticos associada a estresse térmico e de substrato
ao longo de exposicdes curtas (96H) e cronicas (240H).

No contexto da ecotoxicologia de oligoquetas, as metodologias de teste exis-
tentes para bioensaios utilizando esse grupo de espécies sdo majoritariamente para
organismos terrestres. Para o A. inaequalis, foram padronizados os parametros para
bioensaios de toxicidade aguda e cronica de acordo com as recomendagdes de Cor-
bi; Gorni; Correa (2015) e Felipe et al. (2020) (Tabela 2.1). Para esses ensaios, sdo
utilizados béqueres de 100 mL ou potes plasticos atoxicos de 100 mL, para que a so-
lugao ou sedimento analisados ndo sejam contaminados por substancias adsorvidas

ou absorvidas pelo material.

Por se tratar de um organismo epibentoénico, normalmente é adicionado 10 g
de sedimento esterilizado em mufla (4 h a 500°C) para analise de solugdes liquidas
ou 10 g do sedimento natural que seré avaliado. Adiciona-se o minimo de 60 mL e o
méximo de 100 mL da solucdo-teste. Apds a adicdo da alimentagdo, os potes deve-
rao ser levemente agitados e mantidos em repouso por pelo menos 15 minutos nas
mesmas condi¢des do cultivo. Apds a aclimatacgdo, sdo adicionados 6 organismos

(de tamanho médio de 5 mm) abaixo da superficie da 4gua em cada réplica. Reco-
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menda-se que os potes sejam cobertos para reduzir a evaporacdo do meio e evitar a

contaminacao externa. Nao é necessario manter os bioensaios sob aeracao.

Tabela 2.1 - Parametros utilizados para a realizagdo dos bioensaios de toxicidade aguda e cronica
utilizando Allonais inaequalis

Bioensaio de toxicidade Bioensaio de toxicidade
aguda cronica
Volume 60 - 100 mL
Sedimento 10g
Quantidade de 6
organismos
Exposicao 48h/96 h 10d
Numero de réplicas 3
minimo
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 12h Luz : 12h Escuro
Alimentacao 2 mg apenas no inicio 2 mg no inicio do teste e apds 5
dias
Aeracado Ausente
Resposta Imobilidade/Mortalidade Imobilidade/Mortalidade
Reproducao

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
2.2.2 Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981

A familia Chironomidae (Insecta, Diptera) estd presente em matrizes aqua-
ticas preservadas e impactadas (dreas com pouca vegetacdo ripdria, cercadas por
cultivos e pastos ou que recebem contaminagao pontual e difusa). A abundancia nu-
mérica de Chironomidae pode ser atribuida a capacidade desse género de se adap-
tar fisiologicamente as diferentes condi¢des ambientais (ARMITAGE; CRANSTON;
PINDER, 1995).

Chironomus sancticaroli é um organismo-teste bentdnico presente abundante-
mente no Brasil, de facil manutengao em laboratério e que demonstra manter sua
estabilidade ao longo da criagdo quando comparado a outros organismos coletados
no campo (CORBI et al., 2019). Os insetos da familia Chironomidae sdao comumen-

te utilizados como bioindicadores e tém diversos pontos de resposta (“endpoints”),
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como mortalidade, crescimento, taxa de emergéncia e deformidades morfolégicas.
O objetivo de avaliar essas respostas é apontar o resultado das perturbagdes antro-
picas no compartimento aquéatico (WATTS; PASCOE, 1996; OCDE 233, 2010; GO-
MES et al., 2018). Por esses motivos, essa espécie vem sendo utilizada em diversos
estudos ecotoxicolégicos (ANDRADE-MORRAYE et al., 2004; FONSECA; ROCHA,
2004a; ALMEIDA, 2007; CAMPAGNA et al., 2013; COLOMBO-CORBI et al., 2017;
DORNEFELD et al., 2019; PINTO et al., 2021).

Nao existe nenhuma normativa nacional descrevendo os bioensaios de toxi-
cidade aguda ou cronica utilizando esse organismo. Contudo, existem publicagdes
contendo recomendagdes que guiam os pesquisadores no desenvolvimento dos
bioensaios agudos, cronicos ou de emergéncia e intergeracionais (consulte: FONSE-
CA; ROCHA (2004a); DORNFELD et al. (2019); BERNEGOSSI et al. (2019)).

Os parametros basicos para a realizacao de bioensaios utilizando esta espécie
estdo expostos na Tabela 2.2. Para os bioensaios, sao utilizados béqueres ou potes
plasticos (ver item 2.1) de 500 mL ou 1 L, sendo recomendada a adigao de sedimento
esterilizado em mufla (4 h a 500°C). Apés a adicdo do alimento e da solugao-teste,
os potes devem ser agitados e mantidos na condi¢ao do cultivo por pelo menos 15
minutos antes da inser¢do dos individuos. Recomenda-se que os potes sejam cober-
tos com plastico filme para reduzir a evaporacdo do meio e evitar a contaminagao

por particulas externas.

Tabela 2.2 - Parametros utilizados para a realizacdo dos testes de ecotoxicidade aguda, crénica e de
geragoes utilizando Chironomus sancticaroli.

Bioensaio de  Bioensaio de . .
Bioensaio de

toxicidade toxicidade . Teste de geracao
. emergéncia
aguda cronica
Volume 250 mL 250 mL 250 mL 340 - 500 mL
Sedimento 50¢g
Quantidade de 6 larvas III ou 6 larvas | 10 larvas I .
. . . , 20 larvas de I instar
organismos IV instar instar instar
Até que a Até que a ultima
Exposicao 9% h 104 ultlma. larva larva emerja ou
emerja ou morra em cada
morra geracao analisada
M1{11n.10 de 3 3 4 4
réplicas
Temperatura 25+2°C
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Fotoperiodo 12h L: 12h E
2 mg no
. - 2 inicio d .
Alimentagdo Mg apenas Hicto ¢o 2 mg acada 5 dias
Nno 1nicio teste e ap0s 5
dias
Aeracao Ausente Presente Presente Presente
. Mortalidade,
Mortalidade, ortatidacie
. crescimento
crescimento
corporal,
corporal, deformidade do
Resposta Mortalidade  Mortalidade deformidade .
mento, fecundidade
do mento, .
. potencial,
emergéncia . ~
emergencia, razao
sexual.

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

A diferenca entre esses bioensaios consiste na fase de vida do organismo a ser
avaliada e na resposta a ser analisada. No bioensaio de toxicidade aguda (Figura
2.1a) sdo utilizadas larvas em seus estagios finais (Il e IV instares), que serdo expos-
tas durante um curto periodo (96h), objetivando analisar a mortalidade. O bioensaio
de toxicidade cronica (Figura 2.1b) visa observar as alteragdes no desenvolvimento
larval e sao utilizadas larvas recém-eclodidas dos ovos (larvas de 1 dia). Nesse caso,
pode-se fazer o bioensaio convencional, que engloba 10 dias de exposicao e permi-
te a observacao de caracteristicas de crescimento ou deformidade do mento, ou o
bioensaio de emergéncia de adultos. No bioensaio de emergéncia, os organismos
ficam expostos as solugdes-teste até que ocorra a total emergéncia dos mosquitos.
Quando o pesquisador optar por fazer um bioensaio de emergéncia, recomenda-se
a utilizagao de 10 larvas por réplica e a adicdo de mais uma réplica por tratamento
para que se faga a amostragem de larvas ao décimo dia e permita continuar o expe-

rimento até que ocorra a emergéncia para a fase adulta.
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Figura 2.1- a) bioensaio de toxicidade aguda (menos tempo e sem aeragdo) b)
bioensaio de toxicidade crénica (mais longo e com aeragdo constante).

Fonte: LEAA (2021).

O bioensaio intergeracional, intitulado como “Teste de Geracao”, refere-se ao
desenvolvimento de um bioensaio de emergéncia ao longo de mais de uma geragao
do mosquito. O bioensaio consiste na exposicao de larvas de I instar (Geragao Pa-
rental-GP) nas diferentes solucdes-teste, por tempo indeterminado (até que todos
os organismos se tornem adultos ou até que a Gltima larva seja encontrada morta).
Nesse caso, uma quarta réplica é indispenséavel para que no décimo dia seja feita a
coleta das larvas para analisar os parametros de desenvolvimento larval e modifi-

cacoes no mento.

Quando se inicia a emergéncia de adultos, é necessério realizar observagoes
diarias até que uma desova seja depositada na bandeja. Devido a necessidade da
obtencao de pelo menos uma desova para dar continuidade ao teste, é indicado fa-
zer o manejo de fémeas e machos entre as réplicas da mesma concentracao para au-
mentar as chances de copulagao. E indispensavel fazer anotacdes quando qualquer
tipo de manejo for realizado, para evitar que a contagem total de adultos por potes
ou béqueres seja incorreta. A seguir é apresentado um modelo de tabela que pode
auxiliar no controle da emergéncia de adultos (Tabela 2.3). Nessa tabela, deve-se
anotar, dia a dia, o nimero de novos organismos emergidos. Por exemplo, no dia
10/04 emergiram trés machos (3M) na réplica 1 (R1) e duas fémeas (2F) na réplica 2
(R2). Deve-se anotar também se houve remanejo (ex., as fémeas da R2 foram aloca-
das na R1). Além disso, sao anotados a presenca de desova e o total de adultos que
ir permanecer no pote para o préoximo dia (ex., no dia 10/04 a R2 ficou zerada ap6s o
remanejo, portanto, os adultos observados no dia 11/04 sao todos novos; enquanto
na R1 no total havia 2F e 3M e no dia 11/04 foi contabilizado apenas um macho a
mais). Percebe-se que, por nao ter sido observada desova no dia 11/04, o pesquisa-
dor optou por deixar os organismos mais um dia (recomenda-se deixar os adultos
por no maximo 2 dias quando ndo houver obtido a desova; mais do que isso nao é

interessante, pois as asas podem ser deterioradas caso o individuo morra e caia na
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agua). Ap0s obter a desova necessdria para continuar o teste na 2* geracao (Geragao
Filial 1 - F1), o pesquisador pode comecgar a fixar os adultos em alcool isopropilico
logo apds a emergéncia, sem necessidade de remanejo.

Tabela 2.3 - Tabela modelo para anotagdes e controle de emergéncia de adultos de Chironomus
sancticaroli.

Réplica 1 - Tratamento 1

Data Fémeas Machos Desova Remanejo Total
10/04 0 3 0 2F (R2) 2F 3M
11/04 0 1 0 0 2F 4M
12/04 1 0 2 0 0 (fixados)

Réplica 2 - Tratamento 1

Data Fémeas Machos Desova Remanejo Total
10/04 2 0 0 2F->R1 0
11/04 1 1 0 0 1F 1M

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

A desova obtida para cada tratamento na geracdo parental deve ser coletada
do béquer com o auxilio de uma pipeta Pasteur de plastico e colocada em placas
de Petri ou Béquer de 50 mL contendo o meio da solugao-teste correspondente até
que ocorra a eclosdo das larvas (normalmente ocorre em no maximo 48 h). Apés a
obtencdo de larvas de I instar, os bioensaios para a geracdo F1 devem ser conduzi-
dos nas mesmas condicdes que na geracdo P. Pode-se fazer quantas geracdes achar
necessario (ou possiveis) para responder as perguntas de sua pesquisa. Em teoria,
quanto mais geragdes forem realizadas, melhor serdo as respostas para se observar

os efeitos de longo prazo de um determinado téxico para essa espécie.

2.2.3 Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902

Entre o grupo dos invertebrados aquéticos continentais, os organismos da
Ordem Cladocera e Familia Daphniidae estdo entre os mais utilizados em ensaios
ecotoxicologicos mundialmente (MOUNT; NORBERG, 1984). Sao organismos que
apresentam ampla distribuicdo geografica, pequeno porte, facil cultivo, ciclo de vida
curto, elevada sensibilidade e estabilidade genética (reproducdo majoritariamente
por partenogénese) (RAND, 1995; FONSECA e ROCHA, 2004b). A Ceriodaphnia sil-
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vestrii € uma espécie nativa brasileira que faz parte da Ordem Cladocera (Daphnii-
dae), sendo utilizada por diversos autores em ensaios ecotoxicolégicos (MOREIRA
et al., 2014; CASALI-PEREIRA et al., 2015; MANSSANO et al., 2018; OLIVEIRA et
al., 2018; RODGHER et al., 2020).

Diferente dos demais organismos-teste apresentados, a C. silvestrii apresenta
uma normativa para o bioensaio de toxicidade cronica, a NBR 13373 (ABNT, 2017).
Para o bioensaio de toxicidade aguda foram feitas atualizacdes de acordo com o pe-
riodo de teste recomendado pela NBR 12713 para Daphnia spp. (ABNT, 2016).

Os bioensaios utilizando essa espécie podem ser conduzidos em béqueres de
50 mL ou potes plasticos (ex., copo de caté de 50 mL), lembrando que a utilizacdo
de pléstico ndo é recomendada para substancias que podem ser absorvidas ou ad-
sorvidas pelo material ou que possam ser contaminadas por ele. As dilui¢des das
concentracdes ou amostras de afluentes e efluentes devem ser feitas na dgua recons-
tituida usada no cultivo do organismo (ver Capitulo 1) contendo a adicao de uma
gota de vitamina Fishtamin® por litro. Na preparagdo dos bioensaios, os béqueres
sdo preenchidos com as solugdes-testes e deixados aclimatando por pelo menos 15
minutos antes da inser¢ao dos individuos. Nao é necessario adicionar alimento para
os bioensaios de toxicidade aguda. Porém, nos bioensaios de toxicidade cronica, sao
adicionados 10 pL/L de aditivo alimentar e solucdo algal a cada troca do meio. As
trocas devem ocorrer pelo menos a cada dois dias até o término do bioensaio. Em
ambos, as neonatas sao colocadas abaixo da superficie da d4gua ou gentilmente na
parede do pote para evitar a entrada de ar na carapaca. Os potes devem ser cobertos
com plastico filme ou outro material de protecdo para reduzir a evaporacdo do meio
e evitar a contaminacgao por particulas externas.

Tabela 2.4 - Parametros utilizados para a realizacdo dos testes de ecotoxicidade aguda e cronica
com Ceriodaphnia silvestrii.

Bioensaio de toxicidade Bioensaio de toxicidade
aguda cronica
Volume 15-30 mL 15 mL
Sedimento Ausente Ausente

Quantidade de 5 - 10 neonatos com menos 1 neonato com menos de

organismos de 24 h de vida 24 h de vida
Exposicao 48 h 7d
Minimo de 3 10
réplicas
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Temperatura 25+ 2°C 25+2°C

Fotoperiodo 12h L: 12h E 12h L: 12h E

Alimentagao Ausente A cada 2 dias
Aeracao Ausente Ausente
Resposta Imobilidade Imobilidade, reproducao,

producao de mudas

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

2.2.4 Pristina longiseta Ehrenberg, 1828

A indicacao da Pristina longiseta como organismo-teste para bioensaios foi feita
inicialmente por Smith (1991). A metodologia de teste foi atualizada para ser apli-
cada em condigdes de clima tropical no ano de 2020 pelo grupo do LEAA (CASTRO
et al., 2020). A elaboracdo de bioensaios de toxicidade aguda é feita em béqueres ou
potes plésticos de 100 mL seguindo os parametros apresentados na Tabela 2.5. Esse
organismo se mostrou bastante sensivel a agitacdo e a luz direta, portanto, a utili-
zacao de sedimento esterilizado em mufla (4 h a 500°C) é indispensavel e todos os
conjuntos de potes devem ser colocados dentro de um recipiente opaco, que dimi-
nua a incidéncia luminosa. No caso de nao ser possivel utilizar um recipiente opaco,
sugerimos cobrir os recipientes com papel toalha, por exemplo.

Tabela 2.5 - Parametros utilizados para a realizagdo do bioensaio de toxicidade aguda utilizando
Pristina longiseta.

Bioensaio de toxicidade aguda

Volume 60 mL
Sedimento 10g
Quantidade de organismos 6
Exposicao 48 h
Numero de réplicas 3
Temperatura 25 +2°C
Fotoperiodo 12h L: 12h E
Alimentagao 2 mg apenas no inicio
Capitulo 2
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Ausente

Mortalidade

Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Na preparagao dos bioensaios, os béqueres sdo preenchidos com sedimento,

alimento e as solugdes-testes e permanecem nas mesmas condi¢des de temperatura

e fotoperiodo do cultivo (Figura 2.2). Ap6s pelo menos 15 minutos, os individuos

podem ser adicionados as réplicas. Durante a selecao dos individuos recomenda-

-se utilizar organismos sem a zona de ficcdo visivel (parte mais clara que pode ser

observada no corpo do organismo quando est4 sofrendo a reprodugao assexuada).

Todos os béqueres devem ser cobertos com plastico filme ou outro material protetor

para reduzir a evaporagao do meio e evitar a contaminagao por particulas externas.

Figura 2.2 - Ensaio agudo sendo conduzido com a espécie Pristina longiseta.

Fonte: LEAA (2021).

!

Ainda nao existe metodologia para realizacdo de bioensaio de toxicidade

cronica com P. longiseta para regido tropical. Contudo, a perspectiva do grupo é

conseguir desenvolver a metodologia para o teste de ecotoxicidade cronica com a

espécie adaptada para regides tropicais a partir da observacao de como os indivi-

duos da espécie se comportam em diferentes tempos de exposicao utilizando dife-

rentes substancias.
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2.3 Respostas ecotoxicoldgicas usuais em bioensaios

2.3.1. Allonais inaequalis Stephenson, 1911 e Pristina longiseta Ehrenberg,
1828

Ao final dos bioensaios utilizando essas duas espécies de minhocas aquaticas,
o sedimento deve ser levemente agitado (ao fazer um movimento lateral com o
pote, normalmente os organismos se desprendem do sedimento e vao para coluna
d’agua), para possibilitar a coleta e a contagem de organismos moéveis. Pode-se fa-
zer o uso de uma pipeta Pasteur para “soprar” ar no sedimento para os organismos
vivos se movimentarem. Quando o organismo é observado no fundo do pote pa-
rado, é necessério “incentiva-lo” a se movimentar para verificar se apesar de vivo
(ex., pequenas movimentacdes em alguma parte do corpo) ele se encontra imével.
Devem ser contabilizados todos os organismos que se encontram moveis para o

calculo da taxa de sobrevivéncia/mortalidade.

Em casos de ensaios para avaliar a ingestdo de particulas especificas, como
microplasticos, indica-se ndo adicionar sedimento para garantir que as particulas
ingeridas sejam as do contaminante estudado. Quando finalizado o teste, estes or-
ganismos sdo colocados individualmente em placas de Petri contendo um peque-
no volume de 4gua (para possibilitar uma pequena mobilidade dos individuos). A
transferéncia dos organismos podera ser realizada por pipeta Pasteur. Apds essa
etapa, a placa pode ser alocada em microscépico 6ptico e as imagens do individuo
podem ser capturadas utilizando diferentes lentes objetivas do aparelho. Para isso,
acopla-se uma camera ao aparelho e algum programa de processamento de ima-

gens conectado a um computador deve ser usado.

Quando forem observados organismos vivos, porém imodveis, é interessante
fazer a contagem desses individuos e adicionar esses dados na discussao dos seus
resultados. Para fazer as andlises estatisticas (ver item 2.4) comparando os trata-
mentos contaminados e a situagdo controle, indica-se usar a resposta (sobrevivén-

cia/mortalidade) que apresente a menor sequéncia de zeros.

No bioensaio de toxicidade cronica (onde analisa-se a reprodugao), o procedi-
mento para avaliar a resposta de reproducdo é similar ao do bioensaio de toxicidade
aguda, sendo necessdrio fazer a coleta de todos os organismos. Para isso, recomen-

da-se uma lupa para possibilitar a visualizagdo dos individuos menores.
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2.3.2 Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981

Assim como para as espécies de oligoquetas, no bioensaio de toxicidade aguda
de Chironomus sancticaroli deve ser contabilizada, ao final do teste, a quantidade de
larvas ou pupas vivas ou mortas. Quando houver presenca de adultos, o niimero
por réplica deve ser considerado como organismos vivos. No caso dessa espécie,
além da agitagdo, a retirada dos organismos de dentro dos casulos para confirmar
se estdo vivos € necessdria. Para isso, uma extremidade do casulo deve ser apertada
delicadamente com o auxilio de uma pipeta Pasteur ou bastdo para que a larva ou

pupa saia pela outra extremidade.

Ao final do bioensaio de toxicidade crénica, as larvas amostradas devem ser
fixadas em alcool etilico a 70% para posterior analise do comprimento corporal e da
deformidade bucal. Para medir o comprimento larval, as larvas sdo dispostas em
laminas transparentes contendo uma camada de alcool sob folha milimetrada. E im-
portante que, durante esse processo, as larvas sejam mantidas molhadas com alcool
70% para ndo ressecarem. Apos a organizacdo dos individuos sob a lamina, as ima-
gens fotogréficas sao feitas. Uma dica é tirar mais de uma foto com a camera sem
inclinagdo para poder escolher a melhor no momento da medicdo. Essas imagens
podem ser abertas no programa Image] (RASBAND, 2018) ou software similar, a
escala é configurada de acordo com a milimetragem da folha e entdo o comprimen-
to das larvas sdo medidos. A medigdo do comprimento se d4 contornando a larva
desde a cabeca até o final do corpo (Figura 2.3).

Figura 2.3 - Disposicdo das larvas de Chironomus sancticaroli sobre papel milimetrado para medicao
do comprimento do corpo.

Fonte: LEAA (2021).

O aparelho bucal das larvas também vem sendo objeto de estudo para a ava-
liagdo da qualidade ambiental, uma vez que pode apresentar deformidade quando
o organismo se alimenta de particulas contaminadas. As deformidades podem ser
leves ou severas (Figura 2.4) e estdo relacionadas a redugdo ou adicdo de um ou
mais dentes, presenca de espacos vazios entre os dentes (GAP) e presenca de dentes
quebrados ou tortos (BIASI; RESTELLO, 2010; RICHARDI et al., 2013).
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Figura 2.4 - Aparelho bucal da espécie Chironomus sancticaroli: a) e b) padrao normal, c) deformida-
de leve e d) deformidade severa.

a) b) <) d)

LMe

Fonte: Adaptado de Biasi e Restello (2010); Richardi et al. (2013).

Para analisar se ha presenca de deformidade do mento, as cdpsulas cefalicas
(“cabecas”) dos organismos sao dispostas de forma dorso-ventralmente (peca bucal
da larva virada para cima) em ldminas semipermanentes. Ao apertar levemente
as “cabecas”, os “dentes” geralmente ficam a mostra. Para fixar as capsulas cefali-
cas sob as laminas, pode-se utilizar meios como o Bédlsamo do Canada ou meio de
Hoyer. Ap6s a disposicao das capsulas no meio, estas sao cobertas por laminulas
e mantidas em estufa para a secagem (72 h a 55°C). Apds a secagem, as laminas
podem ser fotografadas por meio da captura de imagem no software TSView, ou
software similar, acoplado a um microscépio 6ptico utilizando a lente objetiva de
aumento de 10x (ex. Nikon Eclipse E200 - Figura 2.5). Sao consideradas deformida-
de do mento a falta e a adicdo de dentes, e deve-se tomar cuidado para que nao haja

a quebra de dentes na preparacao da lamina.

Figura 2.5 - Equipamentos utilizados para a fotografia e anélise da deformidade do mento de Chiro-
nomus sancticaroli.

Fonte: LEAA (2021).

A fecundidade das fémeas pode ser calculada de duas maneiras, com a con-

tagem manual dos ovos obtidos na desova ou pela estimativa da quantidade po-

- - Capitulo 2 ) )
ELABORACAOQO E APLICACAO DE ENSAIOS DE TOXICIDADE UTILIZANDO ESPECIES DE INVERTEBRADOS AQUATI-
COS NATIVOS DO BRASIL



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
54 TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES
PARA ANALISES

tencial de ovos que poderiam ser gerados pela fémea por meio do tamanho de sua
asa. Para isso, as asas (direita e esquerda) das fémeas sdo desanexadas do corpo do
individuo com o auxilio de uma pinga e bisturi. Para distinguir melhor as nervuras
da asa, a mesma pode ser corada antes de ser montada em ldminas. Logo, as asas
sao mergulhadas em solucado de hidréxido de potassio a 10% durante 1 hora e, em
seguida, sdo lavadas com acido acético a 20%. Apods a lavagem, as asas sdo mergu-
lhadas no corante Fucsina 4cida e mantidas em geladeira por dois dias. Finalizado
esse periodo, as asas sao mergulhadas novamente em solucdo de 4cido acético a
20%, seguido de alcool 80% e 100%.

Assim como para as capsulas cefélicas, as asas sdo fixadas em ldminas conten-
do Balsamo do Canada, meio de Hoyer ou outro meio fixador, cobertas por lami-
nulas e mantidas por 4 dias a 50 °C em estufa para secagem do meio. A estimativa
da fecundidade potencial da fémea de C. sancticaroli é realizada segundo equagao
descrita por Trivinho-Strixino (1980), que estima o nimero de ovos da primeira de-
sova presente no ovario das fémeas (Equacao 1.1).

F=(k*L)-m (L1)

Onde, “F” é a fecundidade potencial, “k” é uma constante (471,64), “L” é o
comprimento da asa e “m” é uma constante (707,41). O comprimento da asa pode
ser medido usando o mesmo passo a passo descrito para medicao do corpo larval
ou com o auxilio de uma lente graduada acoplada a uma lupa ou microscépio. E
necessario fazer a conversdao do valor medido considerando o aumento do equi-
pamento utilizado. Para o comprimento é considerada a distancia entre a alula e a

apice (Figura 2.6).

Figura 2.6 - Exemplificacdo da medigdo do comprimento da asa da fémea de Chironomus sancticaro-
li usando lente graduada.

Fonte: LEAA (2021).

A emergéncia de adultos é observada e anotada diariamente. A emergéncia to-

tal (%) de individuos é calculada pela soma de mosquitos (machos e fémeas) emer-

Aline Christine Bernegossi, Mayara Caroline Felipe , Fernanda Rodrigues Pinheiro, Gleyson Borges Castro, Tallyson Tavares Cunha de
Souza, Guilherme Rossi Gorni, Daniel Peroni Abrahdo, Bruna Nayara Cardoso Silva,Juliano José Corbi



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES 55
PARA ANALISES

gidos por pote ou béquer, dividido pelo namero de larvas introduzidas por réplica,
desconsiderando o ntmero de larvas que foram amostradas no 10° dia. Caso o pes-
quisador também queira determinar a razdo sexual, a emergéncia deve ser observa-
da e registrada por sexo. Para mosquitos machos, a soma é contabilizada e dividida
pelo namero de mosquitos adultos emergidos por pote ou béquer. Para as fémeas,

aplica-se o mesmo célculo (OECD, 2010).
2.3.3 Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902

Assim como para os demais organismos-testes, ao final do bioensaio de toxi-
cidade aguda as neonatas moveis sao contabilizadas. Ap6s agitacdo leve do meio
liquido, os organismos que apresentarem natacao nos primeiros 15 segundos sao
considerados como moéveis. No bioensaio de toxicidade cronica, a contagem das
neonatas pode ser feita diariamente ou a cada dois dias durante a troca do meio de
teste, tendo em vista a rapida reprodugao da espécie. O comprimento do corpo de
espécies da Familia Daphniidae pode ser medido considerando dois pontos: topo
da cabeca e a base da coluna apical, como mostrado no exemplo para a espécie D.
magna (Figura 2.7). Para isso, é necessario que os organismos moéveis ao final dos
ensaios sejam colocados, um por vez, em laminas contendo um pequeno volume
de dgua e submetidos as lentes objetivas de microscépio, de acordo com o aumento
desejado. As fotografias e procedimentos para medicao do comprimento podem ser
realizadas nos mesmos softwares citados para medicdo do comprimento da asa de
C. sancticaroli. Contudo, para dafnideos, ndo é necessario aplicar corante no orga-

nismo.

Figura 2.7 - Marcacao para medida de comprimento do corpo de um dafnideo.

1 mm

Fonte: LEAA (2021).
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2.4. Analises estatisticas comumente empregadas nos estudos do
LEAA

Primeiramente, os resultados para cada resposta analisada nos bioensaios de
toxicidade aguda, cronica e teste de geragdo devem ser registrados em planilhas do
software Microsoft Office® Excel ou similares. Normalmente, a analise descritiva
dos resultados é realizada por meio de graficos desenvolvidos em softwares (ex.,
Excel, Origin). As apresentaces de dados mais comuns sao em grafico de barras

contendo o desvio-padrao, boxplots ou curvas de dose-resposta.

Como um dos objetivos de um teste de toxicidade é estimar as relagdes entre
dose e resposta para as diversas formas de toxicidade da substancia, um estudo
dessa relacao pode ser realizado por meio de ajustes a modelos matematicos. A
geracdo de uma curva dose-resposta, na qual se tem no eixo x a dose (ou concentra-
¢do/diluicao da substancia) e no eixo y a resposta (ou endpoint), sao definidas por 4
parametros: a linha de base da resposta (obtida no tratamento controle), 0 maximo
da resposta, a inclina¢do e a concentracao da substancia-teste que provoca resposta
como por exemplo, em 50% da populagao, ou CE,, (Concentracao de Efeito em 50%)
(USEPA, 1991). Pode-se analisar também, as concentragdes que podem causar leta-
lidade (CL), efeito na mobilidade, crescimento, reprodugao (CE) e inibigao de cres-
cimento (CI). Assim, o ajuste das respostas ecotoxicol6gicas a modelos matematicos
buscam prognosticar os efeitos toxicos no ambiente (USEPA, 2002).

Para o calculo da CLx/CEx/ClIx (contendo também o erro e os limites inferio-
res e superiores) é possivel utilizar diversos programas, como o software R (software
livre, disponivel para download, necessita do desenvolvimento de um script e a
utilizagao dos pacotes MASS e DRC) e o software Statistica® (ferramenta paga). Com
os valores dessas concentragdes é possivel fazer uma comparacdo entre as espécies
estudadas e os valores encontrados para a mesma substancia ou amostras similares
em outras literaturas ou bases de ecotoxicologia, como a Ecotox da EPA (https://

cfpub.epa.gov/ecotox). Plotar graficamente esses dados em uma curva de sensi-

bilidade de espécies (SSD - species sensitivity distribution) permite visualizar quais
grupos de espécies sdo mais sensiveis ao contaminante estudado. Isso pode auxiliar
na determinacao de valores indicadores para serem considerados como limites para

proteger X% das espécies encontradas no ecossistema.

Existe disponivel uma ferramenta online (https://bcgov-env.shinyapps.io/

ssdtools/) que permite que o pesquisador entre com os dados (pelo menos seis con-
centragdes) e gere a SSD (Figura 2.8) Além disso, a ferramenta indica a concentracao

com potencial de efeito em 50% (ou a porcentagem que vocé escolher) das espécies
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analisadas. No caso hipotético apresentado, a CE,, corresponde a 32,5 mg da subs-

tancia A por litro.

Figura 2.8 - Curva SSD hipotética para a substancia A.
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Fonte: Elaboracao nossa (2021).

E importante conhecer o tipo de dado que esta sendo trabalhado para estabe-
lecer durante o delineamento experimental os testes estatisticos que serdo empre-
gados. Neste Capitulo, falaremos brevemente sobre os testes mais utilizados pelos
pesquisadores do LEAA. Para as andlises estatisticas é recomendado o uso de sof-
twares especificos, como exemplo de software gratuito usamos com frequéncia o
“R” e o Past® (Paleontological Statistics), e para os softwares pagos o Statistica® é
bastante utilizado.

Antes de tudo, temos que lembrar que, em estatistica, sempre avaliamos se a
hipétese nula (HO - afirma que a resposta analisada é igual a um determinado valor
hipotético, ou igual a situagdo controle e assim por diante) serd aceita ou rejeitada.
Para tanto, padronizamos que a HO sera aceita com nivel de significancia de 5%
(0,05). Como as respostas dos bioensaios sdo dados quantitativos, o primeiro passo
é avaliar seu enquadramento em uma distribuicdo normal (ou Gaussiana). A nor-
malidade pode ser analisada por meio de testes especificos, como o Shapiro-Wilk,

que pode ser aplicado com “n” minimo igual a trés. Nesse caso, um tratamento sera
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considerado com distribuigdo normal quando o p-valor encontrado for superior a
0,05 e a hipétese HO (a distribuicdo dos meus dados seguem uma distribuigdo nor-
mal) for aceita. Caso seja encontrado p-valor < 0,05; a HO é rejeitada e a hipotese
alternativa (a distribuicdo dos meus dados ndo seguem a distribuicdo normal) é
aceita.

Apos confirmar a normalidade dos dados, podem ser aplicados os testes para-
métricos, como o teste T ou teste F (comparando as médias a cada dois tratamentos
independentes ou dependentes, respectivamente), o teste de andlise de varidncia
das médias entre os tratamentos usados (ANOVA), o Two-way ANOVA (avaliando
a influéncia de dois parametros nos resultados), entre outros. Apds verificar que
existe indicacdo de diferengas estatisticas entre as respostas obtidas nos bioensaios
com 95% de confianga (p-valor < 0,05), pode-se aplicar testes estatisticos do tipo
post-hoc, que fazem a comparagao entre todos os possiveis pares de médias, como
o Teste de Tukey.

Para dados nao normais, primeiro é indicado tentar a normalizagao dos dados,
uma vez que os testes paramétricos utilizam a comparacdo entre médias. Caso os
dados ndo sejam normalizados deve-se utilizar testes ndo-paramétricos, que fazem
as comparacOes entre medianas. Nesse caso, utilizamos com frequéncia o teste de
Kruskal-Wallis e o Post-hoc de Dunn’s (analisa os pares especificos para dados nao
pareados, ou seja, independentes). Caso seja do seu interesse identificar diferencas
estatisticas entre dois grupos de dados independentes ndo normais, como investi-
gar se existe diferenca estatistica no tempo de emergéncia entre mosquitos machos
e fémeas, o teste de Mann-Whitney pode ser utilizado, com interpretagao do p-valor
similar aos dos testes descritos anteriormente. A escolha de quais testes aplicar em

cada etapa estd discretizada no fluxograma a seguir (Figura 2.9).
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Figura 2.9 - Resumo esquematico de sugestdo de aplicacdo estatistica dos resultados para diferen-

tes tipos de dados.
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Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Os agrupamentos de Cluster podem ser aplicados quando ha o objetivo de

fazer comparagao entre os resultados para diferentes areas de amostragem ou dese-

ja-se entender como os individuos respondem a diferentes situagdes. Essa série de

analises descritivas divide os resultados em grupos baseados nas respostas ecoto-

xicoldgicas (agrupamentos). O resultado do agrupamento é de caréter exploratdrio

e se da por um gréfico do tipo dendrograma. Para isso, o programa utiliza analises

de similaridade ou dissimilaridade (distdncia) entre as condi¢des de estudo, pro-

curando, por exemplo, quais concentracdes de certa substancia que apresentaram

taxa de sobrevivéncia proximas e quais foram totalmente diferentes. E necessario

entender os tipos de dados que se esté trabalhando para escolher a melhor medida

de similaridade a ser utilizada. Um indice de aplicagdo comum na area da ecologia

é o Indice de Similaridade de Bray-Curtis (que pode ser expresso pela proporgao

de similaridade ou dissimilaridade e varia de 0 a 1). De qualquer modo, nao pre-

tendemos, neste livro, entrar em detalhes sobre testes estatisticos. Sugerimos aqui

algumas formas de anélise que utilizamos em nossos estudos, mas aconselhamos a

consulta a especialistas no tema, para garantir a confiabilidade dos resultados.

2.5. Consideragoes finais

No decorrer deste capitulo vocés puderam conhecer e entender mais sobre

a utilizacdo dos invertebrados cultivados no LEAA em bioensaios de toxicidade.
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Agora ja deve estar mais claro sobre a utilizagdo de ensaios de curta duracao (geral-
mente para avaliar os efeitos de toxicidade aguda) e de longa duragdo (comumente
empregado para avaliar os efeitos de toxicidade cronica). Resumimos as principais
respostas analisadas ao término dos testes e apresentamos meios de avaliar esses
resultados para entender com maior clareza como que a substancia ou amostra am-
biental interferiu no ciclo de vida da espécie analisada. Aproveite para ver os capi-
tulos subsequentes para ver as aplicacdes dos conceitos e das andlises estatisticas

apresentados neste capitulo.
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Resumo

Aavalia(;ao da toxicidade da comunidade aquética a efluentes como o es-
goto doméstico é um importante instrumento na compreensao das con-
sequéncias do seu lancamento nos corpos receptores. Os efluentes produzidos nos
centros urbanos dao origem a veiculacdo de intimeros patdgenos, xenobioticos,
poluentes emergentes, farmacos e toda substancia utilizada ou metabolizada pelo
ser humano, por conseguinte, fonte de contaminacdo ambiental e, por esse motivo,
também foi selecionada como alvo na avaliacdo da qualidade em ambientes aqua-
ticos continentais. Dessa forma, neste capitulo sao apresentados os métodos para a
analise ecotoxicolégica de efluentes obtidos em diferentes processos de tratamen-
to, metodologia de diluicao, legislagdes, processo de amostragem e métricas cole-
tadas ao longo de diferentes pesquisas relacionadas a temaética. Por altimo, sera
apresentado um estudo de caso indicando as possiveis inferéncias e ferramentas na
interpretacao dos dados e suas implicacdes na selecdo de tecnologias de tratamen-
to ou conformidade com legislacdes vigentes. Estes estudos fazem parte de uma
ampla parceria com estudantes e docentes do grupo do Laboratério de Processos
Biol6gicos (LPB), da Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos. Muitos desses estudos
em parceria estdo inseridos em um projeto Temético da FAPESP (processo ntimero
15/06246-7).

Palavras-chave: Toxicidade de efluentes. Remocdo da Toxicidade. Regulamenta-

cao.
Abstract

The evaluation of the aquatic community toxicity towards effluents such as
domestic sewage is an important tool in understanding the consequences of its re-
lease in the water bodies. The effluents produced in urban centers give rise to the
transmission of numerous pathogens, xenobiotics, emerging pollutants, drugs and
any substance used or metabolized by humans, therefore, a source of environmen-
tal contamination and, for this reason, was also selected as a target in quality asses-
sment in continental aquatic environments. Thus, in this chapter are presented the
methods for the ecotoxicological analysis of effluents obtained in different treat-
ment processes, dilution methodology, legislation, sampling process and metrics
collected over different research related to the theme. Finally, a case study will be
presented indicating the possible inferences and tools in the interpretation of the
data and their implications in the selection of treatment technologies or compliance
with current legislation. These studies are part of a broad partnership with students

and professors of the group of the Laboratory of Biological Processes (LPB), of the
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University of Sao Paulo, Sdo Carlos. Many of these studies in partnership are part
of a FAPESP Thematic project (process number 15 / 06246-7).

Keywords: Effluent toxicity. Toxicity Removal. Regulation.

3.1 Introducao

Os efluentes domésticos sdo a fonte mais recorrente de poluicdo ambiental
(MUSHTAQ et al., 2020). No mundo, estima-se que 80% das aguas residudrias sao
devolvidas ao meio ambiente sem nenhum tratamento (ORGANIZACAO DAS NA-
COES UNIDAS-ONU, 2020). De acordo com a Agéncia Nacional das Aguas (ANA)
de 2017, sao gerados diariamente cerca de 9,1 toneladas de esgoto no Brasil, desse
montante, 1,7 ton é coletada, mas ndo tratada, e 2,4 ton sao despejados diretamente
Nos corpos receptores sem serem ao menos coletados (AGENCIA NACIONAL DAS
AGUAS-ANA, 2017). Consequentemente, ha necessidade de maior a demanda de
investimentos em processos cada vez mais avancados de tratamento para o abas-
tecimento publico (SANTANA et al., 2014; GHERNAOUT, 2017; LIU et al, 2017),
além da necessidade de programas de satde direcionados para o atendimento de
pacientes acometidos por doencas de veiculagao hidrica, bem como a divulgacdo de

como prevenir essas doengas.

A diversidade de compostos que fazem parte da constituicdo do esgoto, com
combinagao de compostos derivados de dejetos humanos, infiltracdo de escoamen-
tos urbanos, residuos liquidos hospitalares, farmacos, lavagem de oficinas, labora-
torios, restaurantes, entre outros compostos organicos e inorganicos fazem dessa
efluente fonte de contaminacdao ambiental. Nesse efluente em funcdao da caracte-
rizacao analitica foram observadas variadas substancias como metais, nutrientes,
microrganismos, matéria organica e inorganica, assim como materiais radioativos
e micropoluentes emergentes provenientes de varias fontes (GOGOI et al. 2018;
OUDA et al, 2020). O tratamento visando a remocdo dos compostos e a diminuicao
da toxicidade dos efluentes é acdo indispensavel para um plano de mitigacdo dos

impactos antrépicos sobre o meio ambiente.

Um importante parametro a ser considerado na selecao de tecnologias de tra-
tamento de esgoto é a toxicidade final do efluente. Alguns processos de remogao
de matéria organica, nutrientes e desinfeccdo podem exigir a adicdo de métodos
ou substancias que tornem o efluente ainda mais téxico (KLAMERTH et al, 2010;
RIZZO, 2011; MAGDEBURG et al., 2014), o que nao justificaria a escolha de deter-
minada alternativa. Mais que a caracterizacdo fisico-quimica de efluentes, a anélise

ecotoxicolégica d4 uma indica¢do mais préxima dos reais impactos a qualidade da
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vida aquaética e suas repercussdes a saide humana, uma vez que, a deteccao de
substancias e parametros isolados pode nao indicar o real efeito da combinagao

desses fatores, ocultando possiveis efeitos sinérgicos ou antagonicos.

Nesse sentido, alguns organismos ja estdo sendo utilizados ao redor do mun-
do como bioindicadores de eficiéncia da remocao de téxicos em efluentes apos tra-
tamento. Workagegn et al. (2013) obtiveram eficiéncia de 53% na remocao de agen-
tes toxicos em efluentes da estacdo de tratamento da industria téxtil em Hawassa
(Etiopia) e observaram a letalidade do peixe Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
em diferentes diluicoes tanto do afluente como efluente da estacdo. Os autores tam-
bém alertaram que apesar da reducdo da toxicidade, ha necessidade de melhorias
no tratamento e desaconselharam a aplicacdo dessa agua na irrigagao, além de seu

uso para fins domésticos.

Gholami-Borujeni et al. (2018) testaram a toxicidade de efluentes de uma es-
tacdo de tratamento de esgoto doméstico da cidade de Urmia (Ird) e constataram a
auséncia de toxicidade para o microcrustaceo Daphnia magna (Straus, 1820). Luo et
al. (2019), por outro lado, utilizaram respostas toxicolégicas da microalga Chlorella
vulgaris (Beijerinck, 1890) para selecionar o procedimento de ozonizagdo como a
melhor solucdo de desinfeccdo, para a estagdo de tratamento de esgoto hospitalar

na cidade de Pequim (China).

No Brasil, a toxicidade de efluentes se tornou alvo de estudos nas universida-
des principalmente em atencdo as legislacdes vigentes, tendo como principal foco a
avaliacdo ecotoxicolégica de estacoes de tratamento industriais (MELO, 2012; AL-
MEIDA, 2013). Na cidade de Sao Carlos, no Laboratério de Ecologia e Ambien-
tes Aquaticos (LEAA) da Universidade de Sao Paulo (USP) sao realizados estudos
sobre a influéncia dos efluentes de estacdes de tratamento de esgoto (ISSA, 2019)
e de diferentes configuracdes de reatores do Laboratério de Processos Biologicos
(LPB) da mesma instituigdo (FELIPE, 2019), como ferramenta paralela de avaliacao
de eficiéncia e impacto ambiental. Neste capitulo serdo discutidas as principais fun-
damentagdes tedricas utilizadas nas metodologias experimentais para avaliacdo da
toxicidade de efluentes, experiéncias coletadas ao longo de alguns anos de aplicagao

delas e um estudo de caso aplicado utilizando amostras de efluente doméstico.
3.2 Legislacoes e Metodologias para Toxicidade de Efluentes

3.2.1. Metodologias Internacionais

Dependendo do objetivo da avaliagdo ecotoxicoldgica dos efluentes, diferentes

diretrizes internacionais podem ser aplicadas. Nas normas internacionais estdo, no
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geral, estabelecidos os limites de toxicidade para a descarga de efluentes nos corpos
d’agua, com proposicdes de indices baseados em respostas de letalidade e sub-leta-
lidade dos organismos (LIBRALATO et al, 2010). Para avaliar de forma integral os
efluentes, o conceito de Whole Effluent Toxicity (WET) ou avaliacdo da toxicidade

total do efluente é o mais aplicado nas normas internacionais.

O WET foi primeiramente estabelecido pela Agéncia de Protecido Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA) no seu relatdrio técnico para o controle de toxicos com
base na qualidade da d4gua (UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY-USEPA, 1991). Essa avaliacao consiste em ensaios de toxicidade realiza-
dos em amostras de aguas residudrias e suas dilui¢cdes, com o principal objetivo de
protecdo a vida aquética por meio dos resultados de toxicidade monitorados nessas
aguas residudrias, sem a necessidade de maiores investigacOes a respeito da sua
constitui¢do. Dentro desse conceito, a amostra de efluente ndo passa por nenhum
processo de modificacdo, ela é coletada na fonte geradora, devidamente armazena-
da e levada ao laboratorio a fim de serem utilizadas nos ensaios toxicol6gicos com

organismos ja padronizados pela prépria agéncia norte-americana.

Também nessa norma foi firmada a importancia de testes de toxicidade para
garantir a qualidade das aguas, incluindo a avaliagao biol6gica da agua como ele-
mento fundamental na garantia da chamada integridade ecolégica, juntamente com

a avaliagao de critérios fisico-quimicos, conforme exemplificado na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Relacdo entre integridade fisica, quimica e bioldgica e a integridade ecoldgica.
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Fonte: Adaptado de USEPA (USEPA, 1991).
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Para a determinacdo da toxicidade total do efluente, algumas consideragdes
sao recomendadas para a estrutura dos testes, local, regime de escoamento e cole-
ta. Como visto no Capitulo 2 deste livro, para a montagem dos testes de toxicida-
de e melhor adequacao estatistica, sdo utilizados pelo menos seis tratamentos, no
caso do WET aplica-se cinco dilui¢des da amostra de efluente mais o controle, tanto
para avaliar a toxicidade aguda quanto para avaliar a toxicidade cronica. Os ensaios
podem ser realizados em campo ou em laboratério, ambos tém aceitacdo e pouca
variagao entre as respostas, exceto se - for conhecido que a amostra contém substan-

cias volateis e se essas sao alvo de monitoramento.

Quanto ao regime de escoamento do teste (estatico, semi-estatico e conti-
nuo) deve-se levar em consideracdo se o efluente é despejado no corpo receptor de
maneira continua ou intermitente. Para descargas continuas, tanto o teste estatico
quanto o semi-estatico (com renovagdo do meio) sao apropriados, observando-se
um critério de coleta apropriado para a reposicdo do meio, normalmente uma nova
amostra fresca é coletada. Para qualquer alternativa selecionada, fatores como o
investimento financeiro, volume de amostra, quantidade de dados necessarios para
uma representacao aceitavel e logisticas sao levados em consideragao na metodolo-

gia escolhida.

O regime de coletas é definido de acordo com o objetivo da anélise, e amostra-
gens pontuais sdo recomendadas quando se conhece o pico de descarga do efluente
como forma de determinar a toxicidade méaxima ou quando se tem pouca variabili-
dade de composicdo para o efluente em questao. Utiliza-se o regime de amostragem
composta para efluentes com grande variabilidade, em que a coleta é feita conti-
nuamente ao longo de um periodo (24h é sugerido como bom periodo) e a mistura
dessas amostras é utilizada para a realizacao dos bioensaios. Aspectos econdmicos
e viabilidade de acesso e logistica também sdo levados em consideragao na escolha

do tipo de coleta.

Paralela a metodologia do teste integral de toxicidade, também foi sugerida
pela USEPA, uma metodologia que investiga a causa da toxicidade em amostras de
efluentes, conhecida como - TIE (Toxicity Identification Evaluation) ou AIT (Avalia-
¢do de Identificagdo da Toxicidade), (MOUNT; ANDERSON-CARNAHAN, 1988).
Diferente da avaliacao de toxicidade total do efluente, por meio do TIE determina-
-se quais substancias ou pardmetros geram a toxicidade do efluente testado. Para
essa metodologia a determinacdo dos elementos constituintes da amostra é etapa

indispensavel para a conclusdo do teste.
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O teste de identificacao de toxicidade de efluentes é dividido em 3 etapas, Fase
I de caracterizagao, Fase II de identificacao e Fase III de confirmagdo. A primeira esta
relacionada com a identificacdo da natureza (quimica ou fisica) do agente t6xico que
causa efeito nos organismos, através de separagdo de determinadas propriedades;
para tanto, é feito a modificacdo da amostra com processos de filtracdo, aeracado,
adicdo de alcoois, sais, acidos e bases. Para cada alteracdo é montado um teste de
toxicidade com no minimo 4 dilui¢des, em duplicata, feitas em dois dias seguidos
com a amostra recém coletada, em testes de toxicidade aguda ou cronica. Devido a
alta demanda de tempo e organismos, essa metodologia permite a adaptacdo no na-

mero de diluic¢des, réplicas, duragdo do teste e nimero de individuos por réplicas.

Cada manipulacdo tem o objetivo de identificar a caracteristica do agente t6-
xico quanto a sensibilidade, a mudancga de pH, filtrabilidade, volatilidade, solubili-
dade, degradabilidade, reducdo ou quelagao por acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). As manipula¢des podem ser feitas em dois niveis subsequentes, caso no
primeiro nivel ndo seja obtido informacdes suficientes, aplica-se o segundo nivel,
como por exemplo, aeracdo da amostra, filtracdo, extracdo em fase sélida (SPE),
quelacdo com EDTA, oxidac¢do ou reducdo com tiossulfato de sédio e mudanca de
pH com a adesao de acidos e bases. O fluxograma a seguir (Figura 3.2) sintetiza a
metodologia da Fase I em seus dois possiveis niveis.

Figura 3.2 - Metodologia de manipulacdo da amostra de efluente para a identificacdo da natureza
da toxicidade do TIE. a) Nivel 1; b) Nivel 2.
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Fonte: Adaptado de USEPA (NORBERG-KING, 1991).

A partir das informacdes obtidas sobre a caracteristica dos agentes toxicos,
na Fase II, novas bateladas de testes de manipulagdes sao feitas nessa amostra para
identificar quais compostos estdo presentes em concentragdes téxicas. Por meio dos
resultados obtidos na Fase I pode-se indicar se a toxicidade é causada por compos-
tos organicos apolares, amonia, metais, cloro ou sélidos retidos no filtro. No manual
da USEPA para a Fase II (DURHAN et al, 1993), uma metodologia é descrita para
detalhar e identificar os compostos toxicos dentro de cada um desses grupos. Parte
dessas manipulagdes sdo operadas com a separagdo e concentragdo de compostos
identificados na fase anterior, através de mudangas de pH, adicdo de alcoois, reti-
rada de amostras dos processos de filtragem e extracdo em fase solida. Técnicas de

cromatografia sdo imprescindiveis para a determina¢do de concentragdes.

O intuito da Fase III é realizar a confirmagdo da toxicidade dos compostos
identificados na Fase II, considerando tanto o método de identificagdo quanto a to-
xicidade de substancias isoladas (MOUNT; NORBERG-KING, 1993). Nessa fase, sao
discutidos os métodos de identificacdo da fase anterior e métodos que confirmem
se todos os agentes toxicos foram corretamente detectados além das dificuldades na
confirmagdo para compostos de caracteristicas sinérgicas ou antagonicas. Por meio
dos processos de confirmacado é possivel analisar técnicas bésicas de correlacao, ti-

pos de respostas encontradas, sensibilidade intraespecifica, aumento da concentra-
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¢do de determinado composto e balango de massa. Paralelo a cada processo, sao

apresentados exemplos de experimentos realizados nessa confirmagao dos téxicos.

Embora o teste de identificagdo da toxicidade seja uma ferramenta valiosa no
controle de poluentes especificos e um recurso Gtil na administragdo de estacdes de
tratamento, devido a sua complexidade ela é pouco exigida em legislagcdes nacio-
nais e internacionais. Em pesquisas sobre a eficiéncia de reatores de tratamento, o
TIE auxilia principalmente a investigacdo sobre a remocdo de toxicidade por deter-
minados compostos-alvo do tratamento, ajudando a compreender se a toxicidade
da amostra esté relacionada a alguma substancia especifica ou a qualquer outra
varidvel presente no efluente. Para normativas referentes ao despejo de efluentes
em corpos d’agua, as agéncias de protecdo ambiental recomendam a andlise da to-
xicidade total como indicador suficiente de langamento de esgoto, como é o caso das
legislacdes nacionais.

3.2.2. Normativas Nacionais

No ambito da avaliacdo de qualidade dos despejos de estacdes de tratamento
de esgoto, a investigacdo da toxicidade de efluentes é um parametro exigido pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na sua Resolucdo 430 de 2011.
Essa Lei, na Secao sobre Condicdes e Padrdes de Lancamento de Efluentes (Segao
IT), artigo 18, define que o efluente ndo podera ter acao toxica a nenhum organismo
presente no meio aquatico do corpo receptor, sendo de responsabilidade de 6rgao

ambientais competentes o estabelecimento dos limites de toxicidade (BRASIL, 2011).

O Brasil possui 28 agéncias ambientais, uma para cada estado, e para cada rea-
lidade, respeitando-se as especificidades de vegetacdo, biodiversidade e condi¢des
econdmico-sociais, é esperado a adogao de pardmetros préprios para o langamento
de efluentes. No entanto, ao longo dos anos, apenas seis companhias ambientais
desenvolveram suas diretrizes ecotoxicoldgicas, a pioneira no Brasil foi a agéncia
do Estado de Sao Paulo, seguida da agéncia de Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais, Parana e Rio de Janeiro (GAZOLA et al., 2020). Dentro do recorte
estudado no Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquéticos (LEAA), situado no
Estado de Sao Paulo, as diretrizes seguidas também sao as publicadas pela compa-
nhia estadual local.

A Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) é a autoridade
estadual responsavel nesse estado por estabelecer critérios adicionais para a avalia-
¢do da toxicidade de efluentes, essa, por sua vez, acatou o sugerido pela Resolugao
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CONAMA n° 430 a respeito da toxicidade permitida para cada classe de aguas,

conforme indicado na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Calculo de toxicidade permitida em Corpos Receptores segundo a CONAMA n°
430/2011.
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Sendo CECR (Concentracao de Efluente no Corpo Receptor) = [(vazao do efluente) / (vazdo do
efluente + vazao de referéncia do corpo receptor}T x 100; CENO = Concentragdo de Efeito Nao Ob-
servado; CL50 = Concentracdo Letal a 50% da populagao e FT = Fator de Toxicidade.

Fonte: Adaptado de CONAMA 430 (BRASIL, 2011).

A Concentragao de Efeito Nao Observado (CENO) corresponde a menor con-
centragao avaliada no estudo, sem nenhum efeito deletério ao organismo exposto
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). As familias, classes ou espécies de organismos
sugeridos pela CETESB sao aqueles de metodologia estabelecida pela Associa-
¢do Brasileira de Normas Técnicas (ABNT): Vibrio fischeri (Beijerinck, 1889), Daph-
nia spp., Ceriodaphnia spp., Chlorophyceae e Cyprinidae, que correspondem as NBR
15.411, 12.713, 13.373, 12.648 e 15.088, respectivamente.

Dessa forma, as metodologias aplicadas no LEAA estdao dentro da série de ma-
nuais intitulada “Controle ecotoxicolégico de efluentes liquidos no estado de Sao
Paulo” (BERTOLETTI, 2008), vinculado a CETESB, e serdo apresentadas no tépico
seguinte, com detalhamento dos processos e adaptacdes necessdrias as limitagoes e

condi¢des do laboratoério.
3.3 Metodologia para Teste de Toxicidade com Amostras de Efluente

3.3.1 Amostragem e Armazenamento

O periodo para a amostragem do efluente a ser avaliado é uma importante
escolha nos estudos de toxicidade de esgoto. No caso de efluente, algumas questoes
norteardo a melhor amostra a ser coletada, como a finalidade da analise, aspectos
logisticos entre outros, que podem ser adaptados segundo as condicdes de cada
laboratério.
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O manual de controle ecotoxicolégico de efluentes da CETESB segue as mes-
mas recomendacdes das normas da USEPA em relacdo a amostragem. Para melhor
representacao do efluente sugere-se a amostragem composta, cuja coleta do efluente
deve ocorrer em intervalos de tempo especificos em periodo de 24 horas, de modo
que as misturas sdo utilizadas para a verificagao da toxicidade média da amostra. A
coleta simples, determinada como uma coleta pontual do efluente é indicada para
a determinacdo de picos de toxicidade durante o dia, para efluentes com tempo de
reten¢do superior a 15 dias ou para efluentes com variacdo dos efeitos toéxicos ja

conhecidos.

A realidade do LEAA e de muitos outros laboratérios de pesquisa, no entanto,
ndo permite uma coleta composta de efluentes provenientes de reatores de escala
de bancada ou piloto, seja pelo volume de efluente necessario e disponibilizado, seja
pela limitacdo de equipamentos. Estabeleceu-se entdo, que, para a avaliacdo da efi-
ciéncia de reatores de tratamento, o periodo de amostragem suficientemente repre-
sentativo de determinado efluente seria qualquer periodo de tempo em que o reator
fosse considerado estavel em suas propriedades fisico-quimicas, principalmente no
que se refere a demanda biolégica de oxigénio (DBO) ou demanda quimica de oxi-
génio (DQO), estando esta constante em pelo menos 5 andlises seguidas. Ressalta-se
que, no caso de avaliagdo de eficiéncia de reatores, é possivel aplicar essa premissa
porque normalmente existe um monitoramento quimico regular e um conhecimen-
to sobre a caracterizacdo do efluente, feitos pelos proprios administradores das es-
tacdes ou por pesquisadores que estdo testando novas tecnologias de tratamento.

Quanto ao armazenamento, sugere-se que apos a coleta, a amostra seja manti-
da resfriada por até 12h, ou até 48h em temperatura abaixo de 10°C. Caso haja a ne-
cessidade de congelar a amostra, sugere-se manter em refrigerador a temperaturas
abaixo de -10°C por periodo maximo de 60 dias, periodo recomendado pela ABNT
NBR 15469 “Ecotoxicologia aquatica-Preservagao e Preparo de amostras” (ASSO-
CIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS-ABNT, 2007). No entanto, essa
prética ndo é recomendada, a menos que ja se conheca o efeito do congelamento
para o efluente em questdo e esse efeito ndo altere o objetivo da pesquisa. Para
efluentes de reator em escala piloto no tratamento de 4gua residuaria municipal, em
algumas experiéncias no LEAA foram relatadas interferéncia do congelamento das

amostras sobre a toxicidade.

Os frascos utilizados para o armazenamento podem ser de vidro ou de plas-
tico, sendo mais apropriada a utilizacdo de frascos de vidro, uma vez que alguns

compostos tém a propriedade de se ligar ao plastico. Os frascos devem ser preen-
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chidos até o topo para evitar a entrada de ar na amostra. No entanto, para o conge-
lamento é importante verificar se o frasco suporta temperaturas baixas, sendo pre-
ferivel, nestes casos, a utilizacao de recipientes de pléstico, e deixando-se o espaco
para a expansdo do liquido durante o resfriamento (ver Figura 3.4a). Na Figura 3.4
é mostrado um exemplar dos recipientes usados no LEAA para armazenamento e
coleta de efluentes, assim como sugestao de etiqueta de identificacao (Figura 3.4b)
com informacdes basicas a serem preenchidas na hora da coleta.

Figura 3.4 - Exemplar de frasco de coleta; a) Volume preenchido com sobra para congelamento; b)
Etiqueta de identificagdo

b)
‘—-----------------------h\
l’ \\
l’ Fonte da amostra: '
! !
|
: Ne:_ / !
1
| Data: / / |
1
I .
I Horario: |
I . :
1 Responsavel: -
1
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\ ’
\\ ,,
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Fonte: LEAA (2021).

3.3.2 Selegio dos Organismos

Conforme abordado no Capitulo 2, a selecao dos organismos deve ser reali-
zada da maneira que melhor represente a comunidade aquatica local. No caso da
avaliacao da ecotoxicidade de efluentes liquidos, recomenda-se o emprego de pelo
menos dois organismos de niveis tréficos diferentes para satisfazer a legislacdo do
estado de Sao Paulo supracitada, mas de acordo com as especificagdes do manual
da CETESB sao suficientes os resultados com testes de toxicidade aguda com Daph-
nia Similis (Claus, 1976) e toxicidade cronica com Ceriodaphnia dubia (Richard, 1894).
Nao obstante, no LEAA, além da caracteristica tréfica, é considerado importante
entender quais espécies de animais sdo tipicos da regido, qual a sua funcao no corpo
hidrico e sua sensibilidade as substancias de referéncia.
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Dependendo da func¢do do organismo no meio aquatico, esse organismo pode
ser mais ou menos sensivel a determinado contaminante presente na parcela liqui-
da do efluente (CASTILLO et al., 2000; BARAN; TARNAWSKI, 2015). Para organis-
mos filtrantes (p.e. Daphnia magna, Ceriodaphnia silvestrii, etc.), normalmente subs-
tancias volateis, sélidos suspensos e outros contaminantes em maior concentracao
na coluna d’dgua sao mais txicos e, se presentes na composicao do efluente, podem
elevar a toxicidade da amostra total (HYNE, 1993; CHERRY et. al, 2005; ZOCCHI;
SOMMARUGA, 2019). Ja organismos de habitat bentonicos (p.e. Chironomus spp.,
Pristina longiseta, etc.) costumam ser mais sensiveis a substancias de maior densida-
de que 4gua e solidos sedimentaveis, como é o caso de alguns dos metais pesados e
do lodo gerado no processo de tratamento (ANTUNES et al., 2007; SIZMUR et al.,
2019; STEYN, 2019). No entanto, embora exista uma tendéncia de diferenca de toxi-
cidade para determinados compostos, mesmo se conhecida a composicao quimica
do efluente, recomendamos a aplicacdo de testes de toxicidade com no minimo dois
organismos de “fungdes” ecolégicas diferentes, uma vez que a reacdo possibilitada
pela mistura de substancias pode causar efeitos imprevisiveis em diferentes ani-

mais.

No manual da CETESB é recomendado a utilizagdo de organismos com me-
todologias ja estabelecidas nacionalmente pela ABNT, conforme ja mencionado em
topicos anteriores. Por exemplo, para d4guas doces, sao indicadas espécies de clado-
ceros, algas, peixes e bactérias. Além disso, em fungao de experiéncia do LEAA sdo
sugeridas a inclusao de espécies bentdnicas, com a finalidade de melhor compor
analises ecotoxicolégicas em espécies que habitam diferentes compartimentos.

3.3.3 Materiais e Métodos

Os testes ecotoxicologicos com efluentes devem seguir as premissas ja aponta-
das no Capitulo 2 referentes ao nimero de diluicdes, tempo de exposicao, d4gua de
controle, varidveis a serem medidas antes e depois do teste, e todas as configuragdes
de teste de acordo com o organismo escolhido, ou seguindo uma padronizagao con-
solidada em meio cientifico. Os testes apresentados no capitulo 2 sao referentes a
organismos cultivados pelo LEAA, préprios de ambientes de 4guas doces continen-
tais, e a adequacao de volume de amostra, tempo de exposicao, fotoperiodo, deve

ser feita para cada espécie seguindo a sua especificagao.

As escolhas por testes de regime semi-estatico ou de fluxo continuo devem ser
feitas respeitando a finalidade do teste, como ja mencionado nos topicos anteriores.
Para as espécies criadas no LEAA, padronizadas com testes estaticos, uma apli-

cacdo Unica da amostra (sem renovacdo do meio) é utilizada para a determinacao
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da toxicidade aguda. Para essa determinacao, as dilui¢des sdo efetuadas seguindo
sugestdo inserida em figura no Manual da CETESB (BERTOLETTI, 2008) (Figura
3.5), que também é seguida em trabalhos internacionais, nas porcentagens de 100%
(amostra bruta), 50%, 25%, 12% e 6%, correspondentes a quantidade de efluente por
tratamento diluidas em agua controlada. Sugere-se, preferencialmente, a utilizagao
de recipientes de vidro na acomodacao de cada diluicdo, para evitar a adsorgao de
compostos nos frascos, conforme a Figura 3.6.

Figura 3.5 - Representacdo esquematica do Teste de Toxicidade com efluentes.

Controle Efluente Afluente
S o "
) 3
2% Z Sy 2
5% ‘% T 25% ?’%
50% €« X X 500 °
100% T 100%

Fonte: LEAA (2021).

Figura 3.6 - Exemplo de frasco-teste e diluicdes reais de testes com efluentes.

Fonte: LEAA (2021).

Testes de longa duracdo, para avaliacao da toxicidade cronica do efluente, sao
recomendados em func¢ao de maior similaridade com a realidade do corpo recep-

tor quando realizados no regime semi-estatico ou de fluxo continuo. Organismos
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como o Chironomus sancticaroli, Daphnia magna e Ceriodaphnia silvestrii ja preveem
em sua padronizacao a renovacdo do meio em intervalos determinados, nestes ca-
sos, a coleta de uma nova amostra deve ser feita para cada renovagao. Conforme
citado anteriormente a mesma amostra podera ser utilizada em 48h se respeitado
o procedimento de armazenagem, a menos que a toxicidade da amostra ja seja co-
nhecida e suas propriedades nao causam alteracao significativa quando submetidas
ao congelamento. Para estes testes segue-se o padrdo de 5 dilui¢oes, que sao deter-
minadas de acordo com o CENO ou o CEO demonstrados em testes de toxicidade

aguda preliminares.

Para a montagem do teste é necessario a utilizagao de baldes volumétricos com
capacidade suficiente para cobrir todos os volumes das réplicas desejadas para cada
diluicdo/tratamento no intuito de mitigar as possibilidades de erro. No LEAA, as
espécies bentonicas sao cultivadas com a mesma agua, portanto, as diluicdes sao as
mesmas, divididas apenas em recipientes diferentes, o que contribui na compara-
¢do final dos resultados uma vez que se sabe que as espécies estao submetidas no
mesmo cendrio (Figura 3.7). Outros utensilios de laboratoério, tais como pipetadores,
provetas ou qualquer outro acessorio utilizado para montar o teste devem ser utili-
zados da mesma forma para todas as solucdes, ou seja, se a alternativa de medigao
utilizada para a montagem de determinada dilui¢do foi a proveta, essa mesma fer-
ramenta deve ser utilizada para todas as outras dilui¢des, salvo impossibilidades de
medicdo. A amostra deve ser homogeneizada cada vez que ela for retirada do frasco
coletor, através de agitacao manual.

Figura 3.7 - Exemplo de Teste de Toxicidade com organismos bent6nicos; a) Teste de toxicidade
com oligoquetas aquaticas; b) Teste de toxicidade com o inseto Chironomus sancticaroli.

Fonte: LEAA (2021).

Outra consideracdo importante a ser feita diz respeito a realizagdo de testes
com o afluente e o efluente de determinada amostra, quando o objetivo é analisar a

eficiéncia do tratamento. A verificacao da toxicidade inicial da amostra (anterior ao
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tratamento) é imprescindivel para a discussao da eficiéncia em remover toxicidade
de diferentes configuracdes de um mesmo reator, pois somente a comparagao entre
efluentes pode levar a uma conclusdo equivocada sobre a eficiéncia. Nestes casos,
coleta-se tanto afluente quanto efluente do mesmo periodo, seguindo-se a mesma
metodologia para ambos. Os testes com afluentes e efluentes devem ser realizados
preferencialmente em conjunto (a0 mesmo tempo), evitando-se assim qualquer mo-
dificacdo quimica da amostra e sua toxicidade seja alterada. As tréplicas (discutido
no Capitulo 2), sdo suficientes na verificacao da toxicidade dos efluentes, uma vez
que o volume de testes, contando com afluentes, cinco dilui¢cdes e mais de uma
espécie de animal, muitas vezes impossibilitam a realizacao de mais exemplares,

cabendo a cada contexto as adapta¢des necessdrias.

3.4 Respostas e Inferéncias

No significado do termo “Concentracdo Efetiva” (CEx), abordado no capitulo
2, é possivel incluir a diluicao efetiva de esgoto que causa efeito em determinada
porcentagem da populacao submetida a teste. Por meio desta padronizacdo tem-se
uma comparacgao entre amostras de afluentes e efluentes, sem a necessidade de in-
sercao de novas nomenclaturas, consolidando a toxicidade de efluentes como ver-
tente da ecotoxicologia cldssica. Dessa forma, ao utilizar a expressao CEx refere-se a
porcentagem de efluente no meio do teste que causa um efeito de interesse (morta-
lidade, imobilidade, entre outras respostas) a “x” por cento da populagdo exposta.
Da mesma forma pode-se aplicar os conceitos de CENO, CEO e outros termos ja
mencionados em outros capitulos. O CEx é calculado da mesma forma descrita no

Capitulo 2.

As concentracdes de efeitos sdo importantes principalmente na adequagdo
da toxicidade aos requisitos pedidos pelas leis. A partir dos valores obtidos nos
ensaios ecotoxicolégicos pode-se verificar se a Diluicao do Efluente no Corpo Re-
ceptor (D.E.R) é adequada para o seu langamento em determinado meio aquatico,
conforme as férmulas descritas a seguir (Equacao 3.1).

Equacao 3.1 - Férmulas para calculo de dilui¢do do efluente no corpo receptor; a) férmula para o

calculo da diluigdo de efluente no corpo receptor; b) parametros de comparagdo com os resultados
dos ensaios de toxicidade segundo Resolugao SMA-03/2000.

V.M.E
V.M.E + V.M.CR (em @, .50 X 100

a) DER. =
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CE(I)5p;48n o0 CL(I)5p,56n

DER. (em %) =

100
b)
ou CENO(1);7 dias
D.ER. (em %) = 0

Sendo, V.M.E = Vazao média do efluente; V.M.C.R = Vazdo minima do corpo receptor;
D.E.R = (Diluicao de Efluente no Corpo Receptor); CENO(I);7 dias = Concentracdo de Efeito
Nao Observado em sete dias de exposigdo (para Ceriodaphnia dubia); CL(I)50,96h = Concen-
tragdo Letal ([ou de Imobilidade) a 50% da populacao de Danio rerio ou Pimephales promelas
em 96h, CE{))SOASh = Concentragao Efeito Agudo (Imobilidade) a 50% da populacao de
Daphnia dubia em 48h

Fonte: Adaptado de Manual CETESB (BERTOLETTI, 2008)

Ensaios ecotoxicolégicos em efluentes também sdo ferramentas auxiliares na
avaliacdo de eficiéncia de tratamento em estacoes, reatores de bancadas, reatores
em escala piloto, entre outros. Como ja mencionado, somente o conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas pode ndo ser suficiente para indicar o potencial dano
ao meio ambiente de descargas de esgoto. Por outro lado, o entendimento das res-
postas de organismos vivos pode-se auxiliar na avaliacdo integral dos riscos. Nor-
malmente, a composicao do esgoto de diversas fontes é bastante varidvel, podendo
causar alteragcdes nos efeitos toxicos a espécie estudada. Por esse motivo, uma cor-
reta analise da eficiéncia de tratamento leva em consideracao a toxicidade inicial e
final da amostra, denominado de toxicidade do afluente e efluente ao tratamento.
A eficiéncia de determinada configuracao reacional de tratamento esta atrelada a

diminuicao da toxicidade em cada etapa e ndo a valores brutos de toxicidade.

No LEAA o calculo dessa “remocao de toxicidade” (RT) é dado pela diferenca
simples entre toxicidade do afluente e do efluente conforme a Equacgao 3.2. Res-
salta-se que, para fins de conformidade com os padrdes exigidos nas legislacdes,
somente a redugao da toxicidade nao justifica o langcamento em corpos receptores.
As informagdes sobre a toxicidade do efluente sdo as nicas respostas que definem
se 0 corpo receptor podera receber o esgoto, porém a RT pode indicar quais possi-
bilidades de tratamentos sdo mais eficazes na remocao da toxicidade. O estudo de
caso apresentado no proximo toépico traz aplicacdes desses conceitos.

Equacao 3.2 - Férmula para célculo de remocao de toxicidade
RT = CEaflu— CEeflu
Sendo RT = Remocio da Toxicidade; CEaflu = a concentracao de efeito obtida no teste de toxicidade

com afluente; CEeflu = a concentracao de efeito obtida no teste de toxicidade com efluente.
Fonte: LEAA (2021).
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Por altimo, com os dados de concentracio efetiva, sensibilidade de diferentes
espécies e varidveis fisico-quimicos pode-se inferir sobre a origem da toxicidade
daquela amostra e auxiliar na melhor tomada de decisao em relagao ao tratamento.
Por exemplo, quando se obtém para os organismos benténicos maior toxicidade
em relacdo aos organismos da coluna d'agua, pode-se sugerir que a toxicidade es-
teja mais atrelada aos sélidos sedimentaveis, o que indica a necessidade de mais
uma etapa de decantacao no tratamento, caso contrario, maior tempo de detencao
hidraulica ou aeracdo é suficiente para reduzir a toxicidade da coluna d'agua do
efluente. As informaces sobre o oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica
em si também ajudam na interpretacdo dos dados de toxicidade, que podem ser
confirmados caso haja uma tentativa de correcdo desses valores, uma vez que os or-
ganismos tém uma tolerancia maxima de sobrevivéncia em condicdes em que esses

valores sdo muito elevados ou muito reduzidos.

Embora seja possivel indicar a origem da toxicidade através dessas analises,
ressalta-se que somente o TIE é indicado para confirmar o composto causador de
toxicidade, o que também é sugerido pelo manual de controle ecotoxicolégico de
efluentes liquidos do estado de Sao Paulo (BERTOLETTI, 2008).

3.5 Estudo de Caso: Influéncia do Tempo de Detencao Hidraulica na
Toxicidade do Efluente Doméstico em Reator Escala Piloto

3.5.1 Contextualizacao

Esse estudo de caso é composto pelas avaliacdes ecotoxicolégicas realizadas
em paralelo as avaliagdes fisico-quimicas de um reator anaerébio em escala pilo-
to, uma parceria entre o LEAA e o LPB. Os efluentes foram obtidos na Estacao de
Tratamento de Aguas Residuais, sendo o esgoto bruto (afluente) representativo do
esgoto municipal apds tratamento preliminar e o efluente proveniente de um reator
anaerébio de leito granular expandido em escala piloto, com a injecdo de farma-
cos e de surfactante. O reator foi operado pela doutoranda Caroline Granatto sob
orientacdo da Prof®. Maria Bernadete Varesche, e todas as andlises das variaveis
fisica-quimicas, bem como as concentragdes de farmacos Diclofenaco, Ibuprofeno
e Propranolol, bactericida Triclosan e o surfactante alquilbenzeno linear sulfonado
(LAS), também foram realizadas pela doutoranda e os resultados compartilhados
conosco para correlacionar com as respostas ecotoxicolégicas. A concentracao de
matéria organica, diclofenaco, triclosan, propranolol, ibuprofeno e surfactante LAS
foi medida em duas fases (FI - tempo de detencdo hidraulica - TDH de 36 h e FII -
TDH de 20 h).
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3.5.2 Metodologia

Os bioensaios de toxicidade aguda foram aplicados com Allonais inaequalis e

Daphnia magna (organismo exético também cultivado no LEAA e normatizado pela
ABNT NBR 12713 (2016)) conforme indicacoes da Tabela 3.1. Para A. inaequalis fo-
ram aplicadas as diluigdes de 1, 25, 50 e 100% em ambas as fases, enquanto para

D. magna as dilui¢des foram aplicadas no FII, pois para este organismo o FI era

exploratorio e foi realizado com amostras brutas. E interessante ressaltar que as di-

luicdes sugeridas pela legislacdo brasileira, bem como, a sequéncia de anélises ndo

foi seguida por se tratar de um estudo exploratdrio, no qual o objetivo era entender

um pouco sobre como o tempo de detengao hidraulica pode interferir na redugao

da toxicidade.

Tabela 3.1 - Parametros utilizados para realizacdo dos testes de toxicidade aguda com as espécies
Allonais inaequalis e Daphnia magna nas fases I e Il de operagdo do reator.

A. inaequalis

D. magna

Afluente do EGSB, efluente
do EGSB e diluicoes (50%,
25% e 1%)

Solucao-teste -
FI

Afluente do EGSB, efluente

Solugao-teste - do EGSB e diluigoes (50%,

Fll 25% e 1%)
N° de 6
organismos
Tempo de 9%
exposicdo (h)
Temperatura
o 25+2
(°C)
Fotoperiodo 12 h luz: 12 h escuro
Resposta Mortalidade
Referéncia Corbi et al., 2015

Afluente do EGSB, efluente
do EGSB

Afluente do EGSB, efluente
do EGSB e diluic¢oes (50%,
25% e 1%)

10 neonatos (menos de 24h
de vida)

48

202

16 h luz: 12 h escuro
Imobilidade
OECD, 2004

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

A concentragdo efetiva para efeito em 10 e 50% dos organismos (CE50 e CE10)
foi calculada usando os pacotes MASS e DRC no software R versao 3.5 (R CORE
TEAM, 2014). O Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn foi aplica-

do para verificar resposta diferente para alguma diluicdo em relacdo ao tratamento
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controle (apenas dgua reconstituida) e se as duas fases foram diferentes entre si.
Todas as analises foram calculadas via software Past® (Paleontological Statistics)
versdo 3.21 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

3.5.3 Resultados e Discussio
Eficiéncia do Reator Anaerébio de Leito Granular Expandido (EGSB)

A eficiéncia de remocao matéria organica do reator anaerébio de leito granular
expandido foi de 90% na Fase I (473+179 mg/L para 41+25 mg/L) e 88% na Fase
IT (7164231 mg/L para 7521 mg/L); 37% (106+32 - 98+76 ng/L) de diclofenaco na
Fl e de 35% (4624294 pg/L para pg/L 112467 pg/L), 43% (166155 pg/L para 98176
pg/L) na FI de ibuprofeno e 44% (4624213 pg/L para 164+117 pg/L) na FII; 46%
(201£113 pg/L para 55+50 pg/L) de propranolol na FI e 51% (250+141 pg/L para
134473 pg/L) na FII; 72% (1274120 pg/L para 22+16 pg/L) de triclosan na FI e 51%
(135119 pg/L para 131+£72 pg/L) na FII e; 63% (13+2 mg/L para 4+2 mg/L) na FI
e 65% (152 mg/L para 6£3 mg/L) na FII para o surfactante LAS. De acordo com as
analises quantitativas, as concentracdes de farmacos no esgoto na FII estavam supe-
riores a da FI, porém, a remogao de matéria organica foi de 80% conforme requerida
pela CONAMA 430 para descarga em corpo hidrico. Maiores informagdes sobre

outros resultados do reator, consultar a tese de Granatto (2021).
Bioensaios

Nos bioensaios verificou-se para ambos 0s organismos maior sobrevivéncia na
FI (TDH de 36 h), sendo que para A. inaequalis (Figura 3.8 a,b) na FI contendo 50%
de efluente obteve-se sobrevivéncia acima de 60%. Na FII foram observadas sobre-
vivéncias nas solucoes-teste contendo 25% e 1% para efluente do reator EGSB. De
forma geral, o afluente do EGSB da FI também foi menos téxico ao A. inaequalis, cuja
sobrevivéncia observada foi de 80% e 100% para as solugdes-teste contendo 25% e
1% do afluente, respectivamente, enquanto para a FII foi observada sobrevivéncia
na solugdo composta por 1% do afluente.

A taxa de sobrevivéncia de D. magna quando exposta ao afluente do EGBS foi
abaixo de 20% para a FI e 0% para a FII (Figura 3.8 ¢,d). A sobrevivéncia do orga-
nismo foi de 100% para o efluente do EGSB (FI), enquanto para a FII (TDH de 20 h)
nao foi observada sobrevivéncia. A sobrevivéncia desse organismo foi de 50% com
solugao-teste contendo 25% de efluente do EGSB e 90% para solucdo-teste contendo
1% de efluente.
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De maneira geral, a remog¢do dos compostos organicas por meio da aplica-
cdo do EGSB foi favoravel para diminuir a toxicidade dos compostos no efluente
a ser descartado no corpo hidrico, aumentando a taxa de sobrevivéncia dos orga-
nismos apods o tratamento. O conhecimento da toxicidade relativa a cada diluicao
das amostras se faz necessdria uma vez que as normas ambientais indicadas pela
CETESB consideram a concentragao dos compostos no efluente a ser langado no
corpo receptor (CECR), pode variar dependendo de sua vazao e da concentracdo de

compostos organicos e também da classe do corpo receptor para o qual esse efluente
é destinado.

A CETESB, por meio das suas diretrizes ja citadas em tépicos anteriores do
presente capitulo (BERTOLETTI, 2008), estabeleceu critérios de aceitabilidade para
toxicidade de efluentes de acordo com o sugerido pelo CONAMA 430 (BRASIL,
2011). Em vista dos resultados obtidos no teste de toxicidade, o efluente do EGSB
da fase I poderia ser descartado in natura em corpos receptores de dgua doce classe
3 com vazdo apenas trés vezes maior que a vazdo do efluente do reator (efeito de
toxicidade aguda ndo observado a partir da composicao de 25% do efluente tratado
para os dois organismos).

Figura 3.8 - Taxas de sobrevivéncia de Allonais inaequalis (a, b) e Daphnia mcégnu (c, d) em esgoto
(afluente do EGSB) e efluente do EGSB em bioensaios agudos.
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g*) nao foram realizados teste para essa diluicao na FI.
endo: A= Afluente do EGSB (esgoto); E = Efluente do EGBS; FI= Fase 1; FII = Fase 2
Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Por meio dos resultados da fase II, pode-se inferir que no mesmo corpo recep-
tor, ainda que com vazao noventa vezes superior a do efluente lancado, nao seria
possivel receber esse efluente do EGSB in natura (efeito de toxicidade aguda obser-
vado mesmo na composicao com 1% do efluente tratado para os dois organismos).
Vale ressaltar que para a verificacdo do lancamento em corpos receptores de dgua
doce de classe 1 e 2 somente testes cronicos determinam a toxicidade aceitavel.

Remocgao da Toxicidade

Em relacdo a toxicidade aquatica, foi observada reducao na toxicidade do es-
goto apos o tratamento. Para a Oligochaeta A. inaequalis, a porcentagem de efluen-
te na amostra referente a CE50 aumentou de 37% (afluente do EGSB) para 70%
(efluente do EGSB) na FI, enquanto na FII, a CE50 variou de 1,23% no afluente do
EGSB para 27,61 % no efluente do EGSB (Tabela 3.2). Em relacdo a concentragao de
efeito para o crustdceo D. magna também foi observada diminuicao da toxicidade,
com CE50 de 1,52% para o afluente do EGSB e 23,56% para o efluente do EGSB na
FII, e mesmo sem a obtencao de dados para o célculo da CE50 na FI observou-se a

diminuicdo da toxicidade aguda de 80% na amostra de afluente do EGSB para 0%
no efluente do EGSB.
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Tabela 3.2 - Concentragdo de efeito em 10 e 50% dos organismos para o afluente e efluente do
EGSB das fases I e 1 de operacao do reator.

Esgoto sanitario Fase I Fase II

(Afluente do EGSB)  cp19  CE50 CE10  CE50

Daphnia magna - - 0,16%  1,52%
Allonais inaequalis ~ 21,75% 37,01% 0,45% 1,23%

Fase I Fase I
Efluente do EGSB
CE10 CE50 CE10 CE50
Daphnia magna - - 14,20% 23,56%

Allonais inaequalis ~ 62,32% 70,77% 22,09% 27,61%

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Por meio da comparacdo resultante do teste de Kruskal-Wallis verificou-se
diferenca significativa entre esgoto sanitério (afluente do EGSB) e controle e melhor
igualdade para efluente do EGSB e controle (Tabela 3.4). Por meio do teste a poste-
riori de Dunn verificou-se quais dilui¢des tiveram diferenca significativa em relagao

ao controle, como ilustrado na Tabela 3.4 a seguir.
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Tabela 3.4 - Comparacao entre as dilui¢cdes do esgoto sanitario (afluente do EGSB) e efluente do
EGSB (Fase I e II) e o controle, sendo considerado diferente significativamente do controle quando
o p-valor encontrado no teste de Dunn foi < 0,05

Fase I Fase I1
Esgoto
Sanitario Similar ao Diferente do Similar ao Diferente do
controle controle controle controle
Daphnia - 100% 1% 100%, 50% e
magna 25%
Allonais 50%, 25% e 100% 1% 100%, 50% e
inaequalis 1% 25%
Fase Fase II
Efluente do
EGSB Similar ao Diferente do Similar ao Diferente do
controle controle controle controle
Daphnia 100% - 25% e1% 100% e 50%
magna
Allonais 50%, 25% e 100% 25% e 1% 100% e 50%
inaequalis 1%

Fonte: Elaboracdo prépria (2021).

A maior toxicidade tanto para o esgoto sanitario quanto para o efluente do

EGSB da FII foi confirmada por meio da aplicacao dos testes estatisticos. Para ambas

as fases foram observadas as mesmas diferencas estatisticas entre controle e dilui-

¢Oes, com aparente ndo alteracdo da toxicidade na Fase I para resultados obtidos

com o organismo A. inaequalis (Tabela 4). Quando comparado os efluentes do EGSB

com suas respectivas dilui¢des com as dilui¢des do afluente do EGSB, existe seme-

lhanca significativa nas taxas de sobrevivéncias dos organismos, excetuando-se os

resultados das amostras brutas da FI para a D. magna (p = 0,016) e da diluicao 25%
da FII (p = 0,038) com o A. inaequalis.

Para o reator anaerdbio de leito granular expandido operado na ETE Sao Car-

los, o tempo de detencdo hidraulico de 36 h proporcionou maior taxa de sobrevi-

véncia dos organismos. Além disso, a aplicacdo dos bioensaios foram efetivos na

comparagao de parametros operacionais para viabilizar tratamentos mais eficientes,

possibilitando minimizar os impactos de efluentes para o ecossistema aquatico.
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3.6 Consideracoes Finais

Espera-se que ao final deste capitulo seja mais facil entender onde buscar as le-
gislacdes vigentes para o langamento de efluentes domésticos e industriais em cor-
pos hidricos, bem como a importancia de estudos ecotoxicolégicos desses efluentes,
para garantir a minimizacdo do impacto a biota. Apesar de ter sido apresentado
um estudo de caso com amostras de dguas residudrias domésticas reais, ressalta-se
que é possivel utilizar amostras de esgoto sintético em estudos dedicados as novas
tecnologias de tratamento voltadas para uma ou mais substancias de interesse. O
esgoto sintético é formulado em laboratério para simular as condigdes reais do es-
goto sanitario em relacdo as variaveis como matéria organica, além de garantir a
observagao de substancias de interesse em uma matriz complexa. Nesse sentido, os
bioensaios de toxicidade podem auxiliar os pesquisadores que estdo operando os
reatores para determinacdo da melhor configuracdo de tratamento, para garantir
além da conformidade com o padrao de tratamento exigido para lancamento em
corpos hidricos, a maior minimizagao da toxicidade para a biota aquatica.
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Resumo

Avinhaga é o principal efluente liquido gerado no processo produtivo do
etanol em usinas sucroalcooleiras, sendo caracterizada como um subpro-
duto rico em matéria organica e de pH acido. Atualmente, o principal destino dado
a vinhacga é a sua aplicagao no setor agricola como um agente fertilizante. Devido ao
grande volume gerado desse efluente - 13 litros (em média) de vinhaca para cada
litro de etanol, a fertirrigacdo em excesso e por longos periodos pode causar proble-
mas ambientais como: acidificacdo do solo, contaminacdo da agua subterranea e dos
corpos d’agua vizinhos, entre outros. Assim, a ecotoxicologia como metodologia
para andlises de toxicidade de contaminagao ambiental tem sido um dos principais
focos de pesquisas, visando monitorar o impacto ambiental de contaminantes. O
objetivo deste capitulo é discorrer sobre o impacto ambiental da vinhaca da cana-
-de-agucar in natura em duas espécies de invertebrados aquaticos: Allonais inaequalis
e Daphnia magna. Também abordaremos o conceito de fitotoxicidade e mostraremos
sua aplicagdo em duas espécies de plantas: Lactuca sativa e Eruca sativa. A partir dos
resultados foi possivel observar a relevancia de testes de ecotoxicidade e fitotoxici-
dade como importantes ferramentas para ao biomonitoramento de efluentes. Nota-
-se que a vinhaga pode apresentar efeitos toxicos para a germinagao das sementes
de L. sativa e E. sativa. Além disso, o escoamento sub/superficial pode carrear esse
subproduto fertirrigado para dentro dos cursos d’agua, possibilitando mais um
efeito toxico, agora na matriz aquatica, ja que 50% de mortalidade/ imobilidade
para os organismos A. inaequalis e D. magna em exposi¢ao a vinhaca foi evidenciado
a partir de diluicdes de 0,7%. Tais resultados ressaltam a importancia dos cuidados
com a utilizacdo da vinhaga em fertirrigacdo, a necessidade de tratamento desse
efluente e demonstraram como anélises ecotoxicolégicas podem ser aplicadas como

ferramenta para diferentes impactos ambientais.

Palavras-chave: Vinhaca. Cana-de-ac¢tcar. Biomonitoramento.

Abstract

Vinasse is the main liquid effluent generated in the ethanol production pro-
cess in sugar and alcohol plants and is characterized as a by-product rich in organic
matter and acidic pH. Currently, the main destination given to vinasse has been the
application in the agricultural sector as a fertilizing agent. Due to the large volume
generated by this effluent, on average 13 liters of vinasse for each liter of ethanol, ex-
cess fertigation and for long periods can cause environmental problems such as soil
acidification, contamination of the groundwater and surface water bodies, among

others. Ecotoxicology as a methodology for toxicity analysis of environmental con-
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tamination has been one of the main research focuses with the objective of moni-
toring the environmental impact of contaminants. The purpose of this chapter is to
discuss the environmental impact of sugarcane vinasse in natura on two species of
aquatic invertebrates: Allonais inaequalis and Daphnia magna. In addition, we will
introduce the concept of phytotoxicity and show its application in two species of
plants: Lactuca sativa and Eruca sativa. From the results it was possible to conclude
that ecotoxicity and phytotoxicity tests are important tools combined with the bio-
monitoring of effluents. Vinasse can have toxic effects on the germination of L. sativa
and E. sativa seeds. In addition, the sub/superficial runoff can carry this fertigated
by-product into the water courses causing mortality /immobility for 50% of the or-
ganisms A. inaequalis and D. magna on exposure from the 0.7% dilution of vinasse.
Such results highlight the importance of care with the use of vinasse in fertigation,
and the need to treat this effluent and demonstrate how ecotoxicological analyzes

can be applied as a tool for different environmental problems.

Keywords: Vinasse. Sugarcane. Biomonitoring.

4.1 Introducao

Os principais impactos ambientais da producao da cana-de-agticar estdo na
utilizagdo extensiva de agrotoxicos e desmatamento de 4reas para plantio e insta-
lagao de biorrefinarias (ver capitulo 5 para mais dados sobre a produgao da cana-
-de-agticar no Brasil e no Estado de Sao Paulo). Além desses impactos, durante o
processo de produgdo do etanol nessas instalacdes é gerado um efluente liquido,
a vinhaga, que representa um dos principais 6nus da indastria sucroalcooleira no
Brasil. Para cada litro de etanol é gerado 13 litros (em média) de vinhaca (FERRAZ
JUNIOR et al., 2016).

A vinhaca é altamente poluente e prejudicial para o meio ambiente aquético e
terrestre quando descartada in natura (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Esse subpro-
duto é rico em nutrientes e matéria organica, com concentragdes até 100 vezes maior
que a encontrada no esgoto domésticos, além da sua caracteristica acida (pH entre
4,0 e 4,5) e corrosiva (FUESS; GARCIA, 2014). Em meados da década de 1970, foram
outorgadas leis restritivas que proibem o descarte direto e indireto de vinhaca em
corpos hidricos (FUESS; GARCIA, 2014; MORAES; ZAIAT; BONOM]I, 2015), incen-
tivando o descarte da vinhaga no solo por meio da fertirrigacao, impulsionado tanto
pela capacidade de reciclagem de nutrientes, como o potéssio, quanto pela irrigacao
dos canaviais (DIAS et al., 2015).
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Ainda que a fertirrigacdo da vinhaca possa aumentar a produtividade das cul-
turas, agindo como fonte de 4gua e nutrientes para as plantas (OLIVEIRA et al., 2009;
JIANG et al., 2012; CHRISTOFOLETTI et al., 2013), seus impactos ambientais tém
gerado preocupagdes devido a presenca elementos potencialmente téxicos como,
metais, dlcool e compostos fendlicos (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Quando apli-
cada em excesso, a vinhaga pode causar modificagdes nas propriedades fisicas do
solo (LEAL et al., 1983; UYEDA et al., 2013), gerando desequilibrio de nutrientes e
saturacdo de sais no solo, levando a lixiviagdo de ions para as dguas subterraneas,
aumento do escoamento sub e superficial, contaminacdo das dguas superficiais e,
também, ter efeitos adversos sobre a biota em geral (SILVA; GRIEBELER; BORGES,
2007; RIBEIRO et al., 2010).

Devido aos efeitos toxicos da vinhaga, muitas tecnologias vém sendo estuda-
das a partir do conceito de biorrefinaria, visando o aproveitamento energético, as-
sim como o tratamento desse subproduto para reduzir sua toxicidade (MORAES et
al., 2014; MORAES; ZAIAT; BONOM]I, 2015; FUESS; GARCIA, 2015; FUESS; GAR-
CIA; ZAIAT, 2018; FUESS et al., 2018). Portanto, a biodigestdo da vinhaga em rea-
tores anaerdbios, é aliada a andlise e controle da poluicdo ambiental e precisa ser
monitorada com tecnologias eficientes e confidveis.

Nesse contexto, a ecotoxicologia é considerada uma importante ferramenta
de biomonitoramento da qualidade das 4guas e da carga poluidora de efluentes,
uma vez que as analises fisicas e quimicas comumente realizadas, como: a demanda
quimica de oxigénio (DQO), a demanda bioquimica de oxigénio (DBO), s6lidos sus-
pensos, concentracdes de metais e de outras substancias, cujos limites encontram-
-se estabelecidos nas legislacdes ambientais, ndo sdo capazes de distinguir entre as
substancias que afetam os sistemas biolégicos e as que sao inertes no ambiente e,
assim, ndo sdo totalmente eficazes para avaliar o potencial de risco ambiental dos
contaminantes (ver capitulo 3 e 5 para mais detalhes). Apesar disso, os testes de to-
xicidade nao substituem as anédlises quimicas tradicionais. Pois, enquanto as anali-
ses quimicas identificam e quantificam as concentragdes das substancias toxicas, os
testes de toxicidade avaliam o efeito da mistura dessas substancias sobre sistemas
biolégicos. Sendo assim, as andlises quimicas e os testes ecotoxicol6gicos se comple-
mentam (COSTA et al., 2008; FRUTOS et al., 2010 WALKER et al., 2012; LOUREN-
CO et al,, 2013; BLUHM et al., 2014; CHEN et al., 2015; ]UAREZ-SANTACRUZ et
al., 2015; PARK et al., 2015, RODRIGUEZ-JORQUERA et al., 2015; SANTOS et al.,
2018).
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As avaliacoes de toxicidade mais simplificadas sao realizadas pela quantifica-
¢do dos compostos encontrados nas amostras ambientais por meio de andlises qui-
micas. Esses dados sdo comparados com niveis toxicos presentes na literatura, des-
considerando a sensibilidade de diferentes organismos, a interagdo dos compostos
toxicos com o meio, a biodisponibilidade e a presenca de diferentes compostos t6-
xicos (ALEXANDER, 2000; DE ZWART; POSTHUMA, 2005; O'HALLORAN, 2006).
Esses resultados podem levar a consideragdes erroneas sobre a real toxicidade do
composto em estudo (ALEXANDER, 2000; OLLSON et al., 2009; GARCIA-GOMEZ
etal., 2014).

Visando avaliar os efeitos nocivos de uma determinada substancia, ou amos-
tra de interesse, e descrever em qual condicdo de exposicdo esses riscos sao indu-
zidos, a ecotoxicologia nos informa os riscos de contaminagao ambiental (HOD-
GSON, 2004; COSTA et al., 2008)- Entretanto, a aplicabilidade de bioensaios para
avaliar ecotoxicidade depende de uma selecao apropriada dos organismos-testes e
das respostas de interesse (provaveis efeitos que os organismos estdo passiveis de
apresentar durante uma contaminacao (ANTONIOUS, 2011).

Além da toxicidade na biota aquatica, existem metodologias de ensaio para
avaliar a toxicidade em plantas aquaticas e terrestres, ou seja, efeitos de fitotoxi-
cidade. A fitotoxicidade é definida como um atraso na germinacao das sementes,
inibicao de seu crescimento ou qualquer efeito adverso as plantas causado por subs-

tancias especificas (fitotoxinas) ou condi¢des de crescimento (BLOK et al., 2008).

Mediante o exposto, neste capitulo, segue-se a discussao sobre o impacto am-
biental de vinhaca de cana-de-agticar in natura por meio de ferramentas da eco-
toxicologia, com o objetivo de avaliar e monitorar a toxicidade deste efluente nas
biotas aquatica e terrestre. Utilizamos 4 organismos-teste: o microcrustaceo Daphnia
magna, o Oligochaeta Allonais inaequalis e as sementes dos vegetais Lactuca sativa e
Eruca sativa.

O microcustéceo filtrador Daphnia magna Straus, 1820 (Cladocera: Daphniidae)
é representativo do zooplancton de regido temperada e é recomendado para ava-
liacdo da qualidade da agua por apresentar sensibilidade as pequenas mudangcas e
serem organismos partenogenéticos, ou seja, com estabilidade genética (SANTOS;
VICENSOTTI; MONTEIRO, 2007; NOVELLI, 2010; DA COSTA et al., 2014; MOREI-
RA etal., 2014; GROSSELI, 2016; MIGUEL, 2016; GRZESIUK et al., 2018; COLOMER
et al., 2019; CASTRO et al., 2020a)
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O invertebrado aquatico Allonais inaequalis Stephenson, 1911 (Oligochaeta:
Naididae) é espécie nativa (ver Capitulo 1) utilizada em bioensaios por possuir to-
lerancia a diferentes condigdes do meio, desde os mais impactados até os mais pre-
servados e, por serem de facil obtencao e manutencao, além de suas ocorréncias nos
corpos hidricos brasileiros (SMITH; KENNEDY; DICKSON, 1991, CORBI, GORB]I,
CORREA, 2015; CASTRO et al., 2020b; FELIPE et al., 2020)

Os vegetais Lactuca sativa (Linnaeus, 1753) e Eruca sativa (Linnaeus, 1753) sdo
comumente utilizados em testes de fitotoxicidade devido a sua sensibilidade aos
contaminantes, rapida germinagao, baixo custo e por serem consumido em diversos
paises (CHANDLER et al., 2020; DE PAIVA PINHEIRO et al., 2020; LI et al., 2020;
MOREIRA; MARTINS; MOURATO, 2020; SHARIATINIA et al., 2021; WAHID et
al., 2021).

Neste capitulo discutiremos a aplicacdo de bioensaios de toxicidade em orga-
nismos aquaticos e plantas terrestres e, para isso, utilizaremos um exemplo préatico

de sua aplicagdo no monitoramento da toxicidade da vinhaca da cana-de-actcar.

4.2 Estudo de caso

4.2.1 Obtencao da vinhaca da cana-de-aciicar

A vinhaga in natura utilizada para a realiza¢do dos bioensaios de toxicidade foi
fornecida por uma usina de grande porte (Anexa na producao de agticar e 4lcool)
localizada no municipio de Pradépolis - SP. A vinhaga utilizada é referente a safra
de 2019/2020, e suas caracteristicas estao apresentadas na Tabela 4.1. Nesta safra, a
usina produziu em média 1,172 bilhdo de litros de etanol (NOVACANA, 2020). As
amostras de vinhaca foram armazenadas em garrafas plasticas andxicas e congela-

das a -20°C até sua utilizacao.

Tabela 4.1: Caracterizacdo da vinhaca in natura.

Parametros Vinhaca in natura
(mg/L)

pH 4,7

DQO total 33400
DQO filtrada 24200
Sulfato 2559,9
Acido Latico 2039,9
Fenol 1750
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Carboidrato 5903,3
Glicerol 1680
Soélidos Totais 267,8
Sélidos Totais Fixos 82,7
So6lidos Totais Volateis 185,1
Fosfato (PSR) 4,99
Fosforo Total 31,12
Acetona 20,18
Metanol 29,13
Etanol 256,09
Nitrogénio Total 5574

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
4.2.2 Aplicagio dos testes de toxicidade aguda

O cultivo e manutencdo de A. inaequalis estdo descritos no Capitulo 1 deste li-
vro. Daphnia magna por ser uma espécie exética de clima temperado e muito utiliza-
da em ensaios ecotoxicolégicos, foi cultivada e mantida no Laboratério de Ecologia
de Ambientes Aquaticos (LEAA) da Escola de Engenharia de Sao Carlos - Universi-
dade de Sao Paulo, Brasil. O cultivo da espécie foi realizado em recipientes de vidro
de 2 L, contendo 40 dafnideos inoculados, mantidos em incubadora BOD, a tempe-
ratura de 20 £ 2°C, sob fotoperiodo de 16h luz e 8h escuro. A dureza foi controlada
entre 175 a 225 mg CaCO3 /L e o pH entre 7,6 e 8,0 (ABNT, 2016).

As sementes das plantas Lactuca sativa e Eruca sativa foram adquiridas em lo-
jas de agropecudria, mantendo o padrdo de germinagao superior a 95% e livre de
agrotoxicos.

Além da exposicao a vinhaca in natura, os organismos-teste foram testados,
quanto a sua sensibilidade, a vinhaga in natura com pH ajustado em 6,5 com hidroé-
xido de s6dio (NaOH 50%)

Para a realizacao dos bioensaios foram utilizadas como solucdes-teste vinhaca
in natura V (1) e vinhaga in natura com pH ajustado V (2) e suas respectivas dilui-
¢des, na proporcao de 1:1000, 1:20, 1:10, 1:2 e 1:1 (0,1; 5; 10; 50 e 100%) (BOTELHO et
al., 2012; BERTOLETTI, 2013; VILAR et al., 2018) em agua filtrada sem cloro para A.

inaequalis e as sementes e dgua reconstituida para D. magna. As dilui¢cdes da vinhaca
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foram realizadas a critério de investiga¢do da diluicdo média de efeito de germina-
¢do/imobilidade/letalidade (CE/CL) aos organismos-teste, para os diferentes ce-

narios de infiltracao e escoamento superficial.

O ensaio de fitotoxicidade aguda foi realizado com o intuito de avaliar os efei-
tos téxicos na germinacao e alongamento das raizes nas sementes de L. sativa e E.
sativa com as solugOes-teste, mais a situacdo controle composta de dgua filtrada sem
cloro, seguindo o protocolo estabelecido por USEPA - OPPTS 850.4200 (1996).

O ensaio de fitotoxicidade aguda foi realizado em placa de petri de vidro (10,0
x 1,5 cm) forradas com uma folha de papel filtro (porosidade 3 micras, 80 g m?)
como substrato qualitativo, utilizado para manter a taxa de umidade para possibi-
litar a germinagdo. Este conjunto foi esterilizado previamente. Posteriormente, 10
sementes foram dispostas uniformemente, em 3 réplicas e adicionado 1 mL de solu-
cao-teste. As placas foram colocadas sobre abrigo de luz, durante 4 dias (96 h), a 21
+ 2°C. Ap6s esse periodo, o numero de sementes germinadas em cada diluicao de
vinhaga, para cada cenario, foi contado e o tamanho da plantula medido (radicula
e hipocétilo) (USEPA, 1996).

Os resultados de fitotoxicidade foram avaliados quanto ao indice de germina-
cdo (GR) (Equagao 1).

O GR foi calculado como uma porcentagem da germinacdo de sementes na

amostra por germinagdo de sementes no controle, conforme descrito por Priac et al.
(2017).

GR = Sementes germinadas na amostra

Sementes germinadas no controle (1)

Os parametros seguidos para a realizacdo dos testes de toxicidade aguda com
A. inaequalis e D. magna estdo descritos na Tabela 4.2. As premissas seguidas para a
execucdo dos bioensaios para A. inaequalis foram as sugeridas por CORBI; GORNI;
CORREA (2015) e estao apresentadas no Capitulo 2 deste livro, e para D. magna fo-
ram as recomendadas por ABNT NBR 12713 (2016) e OECD (2004).
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Tabela 4.2 - Caracteristicas dos ensaios de toxicidade a%uda utilizando os invertebrados aquaticos
Allonais inaequalis e Daphnia magna.

A. inaequalis D. magna

Volume da Solucgao-teste 100 mL 100 mL
Sedimento Sem Substrato Sem Substrato
Organismo-teste 6 10
Fase do ciclo de vida Qualquer fase Neonatos até 24h
Numero de réplicas para

L 3 3
cada diluicao
Temperatura 25+2°C 20+2°C
Fotoperiodo 12h luz/ 12h escuro 16h luz/ 8h escuro
Alimentacao Sem alimentacao Sem alimentacao
Aeracao Sem aeracao Sem aeracao
Duragdo do teste 96 horas (4 dias) 48 horas (2 dias)

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

4.2.3 Analise dos dados

A fim de decidir a melhor analise estatistica a ser aplicada nos resultados,
primeiramente foi verificado se os dados seguiram distribuicdo normal pelo Teste
de Shapiro-Wilk considerando 95% de intervalo de confianga com o auxilio do sof-
tware Past® (Paleontological Statistics) versao 3.21 (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001). Caso observada a normalidade foram aplicados os testes one-way ANO-
VA e Tukey’s post hoc (teste posterior), caso contrario foram aplicados os testes de
Kruskal-Wallis e Dunn’s post hoc. Em ambos, o objetivo foi identificar as dilui¢des

que provocam um efeito estatisticamente diferente do tratamento controle.

Para comparar se a vinhaca in natura V (1) e a vinhaga in natura, com pH ajus-
tado V (2) resultaram em taxas de germinagao/imobilidade/mortalidade simila-
res nos organismos aquaticos e nas plantas terrestres foi aplicado o teste two-way
ANOVA. A partir deste teste foi possivel verificar se V (1) e V (2) se comportaram
da mesma forma do ponto de vista de toxicidade e se houve alguma diluicdo que
apresentou resultado diferente dentre as amostras. Em ambos resultados considera-
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mos estatisticamente diferentes aqueles que apresentarem p-valor < 0,05, mantendo
o padrao de 95% de confiabilidade.

A concentragao letal média (CLx - diluicdo de vinhaga que causa efeito agudo
(mortalidade) a uma porcentagem x =10 e 50% de A. inaequalis no tempo de expo-
si¢do) e a concentragao de efeito (CEx - dilui¢do de vinhaga que causa efeito (imo-
bilidade e germinacdo) a uma porcentagem x = 10 e 50% de D. magna e sementes
das plantas-teste) foram calculadas com auxilio do software R versao 3.5.0 e pacotes
MASS e DRC.

4.3 Resultados e discussoes

A validacao do teste de germinagdo de sementes se deu a partir de 70% das

sementes germinadas no tratamento controle, para todas as plantas utilizadas.

Na Tabela 4.3 pode-se observar que a planta Lactuca sativa foi mais sensivel aos
efeitos toxicos da vinhaga. Entre as duas amostras analisadas, a vinhaga V (1) foi
mais toxica para L. sativa com germinacdo de 62,5% na diluicdo de 10%, enquanto
na vinhaca V (2) houve 10,3% de germinagao nas sementes foi na diluicdo d 50%. A
planta E. sativa apresentou maior resisténcia a toxicidade da vinhaga para a germi-
nacao das sementes. Houve aumento na germinacao das sementes de E. sativa para
a vinhaga V (2) na diluicao de 100% com 20% de germinagdo quando comparada a

germinacao d 14,3% para a vinhaca V (1).

As plantulas de L. sativa e E. sativa resultaram em maior desenvolvimento ra-
dicular expostas a vinhaca V (2) (Figuras 4.1 e 4.2). Lactuca sativa apresentou cres-
cimento aéreo e radicular apenas para as dilui¢des mais baixas (0,1; 5 e 10%) nas
duas vinhagas testadas. Eruca sativa apresentou crescimento radicular em todas as

diluigdes testadas, porém, maior crescimento quando expostas a vinhaca V (2).

A partir desses resultados, observa-se que o pH da vinhaga influencia na fito-
toxicidade das plantas testadas, tanto para o indice de germinacdo, quanto para o
desenvolvimento da plantula. Esse resultado é interessante, pois mostra que para
reduzir os efeitos da toxicidade da vinhaga é necessario, além da reducdo da carga
organica ja discutida na introducao, a corregao de seu pH.
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Tabela 4.3 - Indice de germinacao das sementes das plantas Lactuca sativa e Eruca sativa.

A Germinacao Desvio V(@) Germinacao Desvio
Diluicio (GR) padrao Diluicio (GR) padrdo
0,1% 87,5% 1,0 0,1% 100,0% 0,0
S 5% 91,7% 1,5 5% 96,6 % 2,0
§ 10% 62,5% 0,0 10% 82,8% 1,7
§ 50% 0,0% 0,0 50% 10,3% 0,0
100% 0,0% 0,0 100% 0,0% 0,0
0,1% 96,4% 1,7 0,1% 96,7 % 5,8
S 5% 100,0% 0,0 5% 100,0% 0,0
% 10% 96,4 % 1,7 10% 90,0% 10,0
E 50% 60,7 % 2,0 50% 60,0% 36,1
100% 14,3% 2,0 100% 20,0% 10,0

V (1)= vinhaga in natura (pH 4,7); V (2)= vinhaca in natura com pH ajustado para 6,5
Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Figura 4.1 - Desenvolvimento da plantula de Lactuca sativa exposta a vinhaca da cana-de-agtcar.
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Figura 4.2 - Desenvolvimento da plantula de Eruca sativa exposta a vinhaga da cana-de-actcar.
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Fonte: Elaboracao nossa (2021).

O teste de germinacdo de sementes mostrou que E. sativa foi a planta mais
resistente a vinhaca, apresentando CE50 para germinacédo acima de 54% de diluigao
de vinhaga in natura em todas as situagoes testadas (Tabela 4.4). Vilar et al. (2018) ob-
servaram que diluicdes de 25, 50, 75 e 100% de vinhaca in natura (pH 3,7) causaram
um alto efeito de toxicidade para as sementes de L. sativa. Além disso, estes autores
obtiveram CE50 de 41,25% e afirmam que L. sativa é um organismo-teste fundamen-
tal para indicar os niveis toxicos das substancias quimicas presentes nos diferentes
tipos de efluentes e residuos. Os resultados dos CE50 obtidos para a vinhaga in na-
tura (pH 4,7) variaram de 18 a 57%, para L. sativa e E. sativa, respectivamente (Tabela
4.4), sendo estes resultados semelhantes aos encontrados na literatura.

Tabela 4.4 - Dilui¢ao de vinhaga que causa efeito em 10 e 50% na germinagdo das sementes das
plantas Lactuca sativa e Eruca sativa.

v (1) (%) V@) (%)
CE10 6,86 2,80
L. sativa
CE50 18,33 8,96
CE10 22,28 25,06
E. sativa
CE50 57,63 54,12

V (1)= vinhaga in natura (pH 4,7); V (2)= vinhaca in natura com pH ajustado para 6,5
Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Os resultados estatisticos do teste two-way ANOVA mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre a diluicdo de 0,1% de vinhaga V (1) e V (2) e a situagdo

controle para L. sativa e E. sativa com p-valor= 0,8734 e 0,999, respectivamente. As-
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sim como as diluices de 50 e 100% resultaram em similaridade estatistica entre si,
para V (1) e V (2) para L. sativa com p-valor = 0,8734. Para L. sativa o efeito téxico
da vinhaga V (1) foi diferente estatisticamente da vinhaga V (2) com p=7,73.107. Ja
o efeito toxico da vinhaca V (1) ndo apresentou diferenca estatistica significativa a
vinhaga V (2) para E. sativa com p= 0,5585.

Sousa et al. (2019) analisaram o efeito da vinhaca de destilaria de vinho no
indice de germinacao em sementes de 6 espécies de plantas, entre elas L. sativa, e
obtiveram CE50 = 25,8%. As caracteristicas fisico-quimicas, como: pH 3,88 e DQO
29 g/L, desse efluente sdo muito semelhantes as caracteristicas da vinhaga da cana-
-de-actcar.

Segundo Silva; Gribeler; Borges (2007) a pratica de aplicagdo da vinhaca in
natura no solo por meio de fertirrigacdo pode ser danosa ao meio ambiente. Esse
subproduto agroindustrial também é capaz de contaminar os recursos hidricos por
meio da lixiviacdo e/ou percolacdo. Em nossos estudos utilizando os organismos

aquaticos observou-se elevada toxicidade da vinhaga in natura (pH 4,7), conforme
Tabela 4.5.

Botelho et al. (2012) realizaram teste de toxicidade com D. magna expostos por
48 h a vinhaca in natura (pH = 4 e pH = 7) e observaram efeito CE50 de 0,8 e 5,62%,
respectivamente. Os resultados obtidos para essa mesma espécie, mediante nosso
estudo, assemelham-se aos encontrados no estudo de Botelho et al (2012). A vinhaca
in natura pH = 4,7 e a vinhaca in natura com o pH ajustado para 6,5, resultaram em
CE50 = 0,72 e 22,54 %, respectivamente, para D. magna (Tabela 4.5). Allonais inaequa-
lis apresentou maior sensibilidade a vinhaca in natura, sendo estimado que diluigdes
a partir de 0,72 e 4,56% da vinhaga V (1) e V (2) podem causar efeito de imobilidade
em 50% dos individuos dessa espécie. Tais resultados evidenciam a elevada toxici-

dade da vinhaga para a biota aquética.
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Tabela 4.5 - Porcentagem da diluicdao das amostras de vinhaca que causam efeito de imobilidade/
letalidade em Daphnia magna e Allonais inaequalis.

V(D) (%) V(2) (%)
CE10 0,42 19,42
D. magna
CE50 0,72 22,54
CL10 0,42 3,34
A. inaequalis
CL50 0,72 4,36

V (1)= vinhaga in natura (pH 4,7); V (2)= vinhaca in natura com pH ajustado para 6,5
Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Os resultados do teste ANOVA (two-way), mostraram que ndo houve diferen-
ca estatisticamente significativa entre a diluicdo de 0,1% de vinhaca V (1) e V (2)
e o controle para A. inaequalis e D. magna com p-valor= 0,999 em ambos casos. Da
mesma maneira que as dilui¢des de 50 e 100% resultaram em similaridade estatisti-
ca entre si, para V (1) e V (2) com p-valor > 0,05, para os mesmos organismos-teste.
Os efeitos toxicos das vinhagas V (1) e V (2) para imobilidade/mortalidade foram
estatisticamente diferentes com p-valor= 0,0005269 para os organismos D. magna e

A. inaequalis.

Outros pesquisadores realizaram testes de toxicidade com a vinhaga da cana-
-de-actcar com o intuito de investigar seu impacto a biota aquatica. Verma e Dalela
(1976) realizaram testes de toxicidade com duas espécies de peixes, Puntius sophore
e Mystus vittatus, e constataram mortalidade de 50% desses organismos expostos
por 96 h a 32 + 2°C nas diluicdes 10 e 6,3% de vinhaga, respectivamente. J4 Kumar
e Gopal (2001) observaram que diluicoes a partir de 50% de vinhaca resultam no
aumento da producdo de muco e na redugao da quantidade de proteinas em diver-
sos orgaos, tais como: figado, cérebro, rins e musculos do peixe Channa punctatus.
Para os insetos aquaticos, Yesilada (1999) observou redugao na taxa de fecundidade
dos ovos, bem como na fertilidade de fémeas de Drosophila melanogaster quando ex-
postas a dilui¢des a partir de 25% de vinhacga. J4 Nyakeya et al. (2018) analisaram o
efeito da vinhaca da cana-de-agticar em Chironomidae, e verificaram diminuicado e
atraso na emergeéncia dos insetos adultos ao longo do tempo a partir de 6,5% da di-
luicdo desse efluente. De modo geral, ha pouca informagao a respeito da toxicidade
da vinhaca para invertebrados aquéticos, ndo sendo encontrados relatos dos efeitos

da vinhaga em Oligochaeta aquéticos.

A partir dos resultados do nosso estudo foi possivel concluir que testes de

ecotoxicidade e fitotoxicidade sao importantes ferramentas aliadas ao biomonito-
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ramento de efluentes. A vinhaca é um efluente complexo gerado durante a produ-
¢do de alcool etilico, que pode apresentar efeitos toxicos a biota decorrente de sua
utilizacado na fertirrigacdo. Como exemplo, tem-se o efeito téxico do lixiviado desse
efluente na germinacdo das sementes de L. sativa e E. sativa. Além disso, tendo em
vista que o escoamento sub/superficial pode transportar esse subproduto fertirri-
gado para dentro dos cursos d’agua, espera-se que as populacdes de A. inaequalis e
D. magna comecem a apresentar mortalidade em 50% de seus individuos a partir de
uma dilui¢do de 0,7% de vinhaga, com base nos resultados apresentados. Tais resul-
tados ressaltam a importancia dos cuidados com a utilizagdo da vinhaga para fins
de fertirrigagdo, bem como a necessidade de tratamento desse efluente, utilizando
por exemplo, sistema combinado de reatores anaerébios (reator acidogénico + rea-
tor metanogénico) na biodigestao desse subproduto, a fim de diminuir a toxicidade

dessa dgua residudria para espécie aquaticas e de plantas.

4.4 Consideracoes finais

Neste capitulo foi possivel compartilhar a aplicagdo de bioensaios de toxici-
dade em matrizes liquidas ndo convencionais, no caso, a vinhaca. E importante res-
saltar que aqui mostramos os resultados para a vinhaca in natura, e reforgamos a
necessidade de estudos sobre o tratamento prévio desse subproduto antes de sua
aplicacao direta no solo. A utilizacdo de diferentes organismos-teste para avaliar se
o tratamento esta reduzindo a toxicidade da vinhaca pode ajudar a garantir menor

impacto nos ecossistemas terrestres e aquaticos.

Ademais, ressaltamos que a vinhaca por ser um subproduto de coloragao es-
cura requer algumas adaptagdes para garantir a contagem dos individuos ao final
do teste, como a utilizacdo de bandejas transiluminadas, verter os organismos em
placas de Petri e a utilizagdo de lupas. Por fim, ressaltamos a importancia de se
investigar o tipo e a origem da amostra que se esta trabalhando para avaliar a ne-
cessidade, por exemplo, da utilizacdo de equipamentos de protecao individual, tais
como o uso de mdscaras respiratdrias e 6culos de protecdo, durante a manipulacao

dos testes.
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Resumo

os capitulos anteriores, buscamos abordar os estudos utilizando inverte-

brados aquaticos nos ramos da ciéncia "Ecotoxicologia". Neste capitulo,
abordaremos duas ferramentas de estudo trabalhadas em conjunto utilizando os
invertebrados aquaticos como indicadores da qualidade ambiental de ecossistemas
aquaticos continentais. Este capitulo tem como objetivo apresentar a analise da es-
trutura da comunidade de macroinvertebrados aquéticos e os testes de ecotoxicolo-
gicos como ferramentas de biomonitoramento dos impactos da atividade canaviei-
ra. Os possiveis impactos foram avaliados por meio de um estudo realizado em seis
corregos: trés localizados em 4areas de cana-de-actcar e trés localizados em &reas de
mata ciliar preservadas, no Estado de Sao Paulo, Brasil. Os resultados indicaram
alteracdes na estrutura da comunidade de macroinvertebrados aquaticos nos corre-
gos localizados em areas agricolas e toxicidade do sedimento nos cérregos em areas
de cana-de-agtcar, para a espécie Chironomus sancticaroli. Os resultados comparati-
vos dessas duas formas de “recorte” na utilizacdo dessa biota aquética em anélises
de ambientes aquéaticos continentais, podem auxiliar na tomada de decisdo no que
se refere a quais ferramentas sao mais adequadas em estudos sobre impactos das
atividades agricolas nos corregos.

Palavras-chave: Biomonitoramento. Métricas comunitéarias. Chironomus.

Abstract

In the previous chapters, we sought to approach studies using aquatic inverte-
brates in the fields of “ecotoxicological” science. Within this chapter, we will address
two research tools, applied in parallel, using aquatic invertebrates as indicators of
the environmental quality of aquatic ecosystems. This chapter aims to present the
structure of the aquatic macroinvertebrate community and ecotoxicological tests as
instruments for biomonitoring the impacts of sugarcane on aquatic macroinverte-
brates. The impacts were assessed through a study using three streams located in
sugarcane areas and three streams in forest areas, located in the State of Sao Paulo,
Brazil. The results indicated impacts in the structure of the aquatic macroinverte-
brate community in streams located in agricultural areas and sediment toxicity for
the species Chironomus sancticaroli in the sugarcane areas. The comparative results
on these two approaches in the study of aquatic biota can be very useful for studen-
ts at the beginning of their careers, when making a decision on which tool apply in

studies on the impacts of agricultural streams activities.

Keywords: Biomonitoring. Community metrics. Chironomus.
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Introducao

A cana-de-acgtcar é uma das culturas de maior importancia econdmica no
Brasil e tem se expandido principalmente no Estado de Sdo Paulo (CONAB, 2020).
Como consequéncia dessa expansao tem-se o aumento do desmatamento da mata
ciliar e da aplicacdo de pesticidas e fertilizantes, o que resulta na contaminacdo dos
sedimentos aquaticos (CORBI et al., 2006; CORBI et al., 2018). No ambiente aqua-
tico, os sedimentos podem ser fonte de alimento para os organismos, e, por ou-
tro lado, podem contribuir para o acimulo de metais nesses sistemas (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008).

As formas mais tradicionais de biomonitoramento dos impactos ambientais
nos ecossistemas aquaticos sao realizadas por meio das andlises fisicas e quimicas
da dgua. No entanto, essas anélises podem nao ser suficientes para mensurar a qua-
lidade ambiental do meio, por ndo contemplar aspectos relacionados a biologia dos
organismos vivos que nele habitam (BAPTISTA, 2008). Nesse sentido, outras ferra-
mentas tém surgido para complementar e integrar as anélises tradicionais, como a
utilizagdo da comunidade de macroinvertebrados aquaticos juntamente com testes
ecotoxicolégicos. Por serem considerados bons bioindicadores (ver capitulo 2), os
macroinvertebrados aquaticos podem, por exemplo, fornecerem bons indicios so-
bre os efeitos dos poluentes associados ao sedimento aquatico. Os testes ecotoxi-
colégicos, por sua vez, permitem avaliar efeitos da interagdo das misturas comple-
xas presentes no sedimento, sobre os organismos-teste (ZAGATTO; BERTOLETT],

2008), especialmente em situagdes controladas em laboratério.

Nos capitulos anteriores, foram abordados estudos utilizando invertebrados
aquaticos nos ramos da ciéncia "ecotoxicologia". Neste capitulo, abordaremos duas
ferramentas trabalhadas em conjunto, os testes ecotoxicoldgicos e as alteracdes na
estrutura da comunidade de macroinvertebrados aquaticos, aplicadas em estudos
de campo em cérregos localizados em areas de cultivo de cana-de-actcar. O ca-
pitulo apresentard um estudo de caso com trés cérregos localizados em é&reas de
cana-de-acucar e trés corregos em dreas de mata no Estado de Sao Paulo, integran-
do ambas as ferramentas na avaliacdo da qualidade ambiental desses ecossistemas
aquaticos. Por fim, o capitulo compartilharé as experiéncias obtidas nas analises de
campo e em laboratério e indicara qual ferramenta de estudo se mostrou mais ade-

quada para a anélise deste tipo de impacto ambiental.

- ) Capitulo 5
APLICACAO DE ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E ANALISE DA ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE MACROINVER-
TEBRADOS AQUATICOS DE CORREGOS EM AREAS AGRICOLAS



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
120 TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES
PARA ANALISES

5.2 Comunidade de macroinvertebrados aquaticos

A comunidade de macroinvertebrados aquaticos constitui-se de organismos
maiores que 0,25 mm, visiveis por observagao direta (olho “nu”), sendo representa-
da por um grupo diversificado de insetos, anelideos, moluscos e crustaceos, que sao
encontrados em rios, corregos e lagos (ROSENBERG; RESH, 1993). Sua distribuigao
é influenciada pelas caracteristicas do sedimento que se encontra em seu habitat,
natureza quimica do substrato que compde, disponibilidade de recursos alimen-
tares, profundidade da coluna d’dgua, morfologia das margens do corpo d’agua,
vegetagao ripdria, competicdo e predacdo entre as diferentes espécies (QUEIROZ et
al., 2000).

Em relacdo aos grupos funcionais de alimentagdo, os macroinvertebrados
aquaticos podem ser classificados em coletores-filtradores, coletores-catadores, pre-
dadores, raspadores e fragmentadores (MERRITT; CUMMINS, 2008). Os coletores
sdo organismos que ingerem pequenas particulas de matéria organica coletada nos
sedimentos dos corpos de dgua ou suspensas na coluna d’agua. Os predadores ali-
mentam-se de outros organismos como pequenos peixes, girinos, anfibios e mo-
luscos, larvas e outros insetos aquéticos. Os raspadores se alimentam por meio da
raspagem e mastigacdo do perifiton (biofilme que atua na camada entre o
substrato e a 4gua circulante) aderido as pedras, folhas, troncos e macréfitas aquati-
cas. E os fragmentadores sao aqueles grupos que fragmentam grandes particulas de

matéria organica, como folhas, galhos e sementes, para se alimentarem.

Os macroinvertebrados aquaticos diferem entre si, em relacdo a tolerdncia da
poluicao organica. Ha grupos de organismos considerados sensiveis, que no geral,
sdo de ambientes limpos ou de boa qualidade ambiental e ndo toleram altas car-
gas de poluicdo organica (p.e. Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera - Insecta).
Por outro lado, existem organismos que toleram maior carga de poluicdo organica
(p.e. alguns Coleoptera, Hemiptera, Odonata e alguns Diptera) e outros organismos
considerados mais resistentes, como exemplo, alguns Chironomidae e Oligochaeta.
A Figura 5.1 mostra alguns exemplos de macroinvertebrados aquaticos classifica-
dos em relagdo a tolerancia da poluicdo organica. Mais exemplos de macroinverte-
brados aquaticos podem serem consultados em Merritt e Cummins (2008), Esteves
(2011) e Hamada et al. (2014).
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Figura 5.1 - Classificacdo dos macroinvertebrados em relacao a tolerancia da poluicdo organica.

Organismos sensiveis

VY
I

Trichoptera (Calamoceratidae) Ephemeroptera (Baetidae)

Organismos tolerantes

Odonata (Libellulidae)
Organismos resistentes

Mollusca (Planorbiidae) Diptera (Chironomidae)

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Locais que apresentam baixa riqueza de espécies e elevada abundancia de al-
guns organismos como, por exemplo, do género Chironomus (Familia Chironomi-
dae) e espécies da familia Tubificidae (Classe Oligochaeta), geralmente sao classifi-
cados como poluidos.

Os ecossistemas sao de grande importancia para os organismos aquaticos,
como ¢é o caso dos macroinvertebrados, que dependem de tais ecossistemas para
sua sobrevivéncia. Dessa forma, muitas ferramentas tém sido empregadas para a
avaliacdo e monitoramento dos ambientes aquéticos (BUSS et al., 2008), como por
exemplo, as ferramentas de monitoramento biolégico utilizando-se macroinverte-
brados aquaticos (CALLISTO et al., 2005). Resh e Jackson (1993) ressaltam a sensi-
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bilidade dos macroinvertebrados ndo s6 a polui¢cdo, mas também as mudangas no

habitat, sugerindo seu uso como indicadores de qualidade de dgua.

Metcalfe (1989), Rosenberg e Resh (1993) e Alba-Tercedor (1996), descreveram
algumas caracteristicas que tornam os macroinvertebrados aquaticos bioindicado-
res de qualidade ambiental dos ecossistemas aquaticos. Estas caracteristicas podem
ser observadas no quadro a seguir.

Caracteristicas dos macroinvertebrados aqudticos como

bioindicadores de qualidade ambiental

- Ampla distribuicdo, estando presentes em diversos ambientes
aquaticos;

- Alta riqueza de espécies, o que oferece enorme gama de tolerancia
e amplo espectro de respostas frente aos diferentes niveis de
contaminacao;

- Ciclos de vida longos, favorecendo a deteccdo de alteragdes no
ambiente em tempo habil;

- Tamanho de corpo relativamente grande;

- Facil de amostragem;

- Pequena capacidade de deslocamento, o que facilita as anélises
espaciais dos efeitos da polui¢ao ambiental;

- Técnicas de amostragem padronizadas e de custo relativamente

baixo.

A comunidade de macroinvertebrados aquéticos é essencial ao funcionamen-
to dos ecossistemas de agua doce por atuarem em processos ecoldgicos de ciclagem
de nutrientes, de transformagdo da matéria organica e de transferéncia de energia
no meio em que vivem (CALLISTO; ESTEVES, 1995). Por exemplo, em um sistema
aquatico, a quantidade de nutrientes a ser liberada pelo sedimento esta relacionada
com os processos de mineralizacdo realizados por esses organismos (VALDOVI-
NOS; FIGUEROA, 2000). O processo de biorrevolvimento da superficie do sedi-
mento e a fragmentacdo da matéria organica proveniente da vegetacdo riparia sao

outros exemplos de processos ecolégicos realizados pela comunidade dos macroin-
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vertebrados aquéticos, que resultam na liberacdo de nutrientes para a dgua e na
aeragao dos sedimentos (CUMMINS et al., 1989; DEVAI, 1990).

5.3 Cultivo de cana-de-ac¢ticar no Estado de Sao Paulo e os impactos
na comunidade de macroinvertebrados aquaticos

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-actcar (Saccharum officinarum
L.) com producdo estimada de 665,1 milhdes de toneladas para a safra 2020/2021,
sendo a regido sudeste a maior produtora (436,4 milhdes de toneladas). O Estado
de Sao Paulo é o maior produtor nacional de cana-de-agtcar, atingindo 54% da
area total cultivada, com producao de 180 milhdes de toneladas e area de 2,5 x 10°
hectares. Um dos fatores para a elevada producado de cana-de-agtcar pelo estado de
Sao Paulo é que este possui condicdes consideradas excelentes para a produgao de
cana-de-actcar, por apresentar regides de clima tropical, quente e tmido, o que o

torna responsavel por 82% da produgao da regido Sudeste.

Os impactos ambientais decorrentes do cultivo da cana-de-agticar, como uso
intensivo de pesticidas, fertilizantes, o revolvimento do solo e a retirada das matas
ciliares, tém sido objeto de discussao em diversos féruns (AGEITEC, 2019). A remo-
¢do da mata ciliar causada pelas préticas agricolas retira a protecdo do cérrego, re-
sultando no aumento dos niveis de particulas de solo suspensas e na contaminagao
quimica, o que causa mudangas no habitat, provocando a perda da biodiversidade
aquatica (SURIANO; FONSECA-GESSNER, 2013). A aplicagado de pesticidas e fer-
tilizantes podem atingir tanto os organismos alvos nas plantagdes quanto os nao
alvos, como é o caso dos macroinvertebrados aquéticos (CORBI et al., 2006; SPADO-
TTO, 2006; MELLO et al., 2019).

O Brasil se destaca por utilizar grandes quantidades de pesticidas e, no ano
2017, comercializou aproximadamente 540 mil toneladas de pesticidas (em um con-
texto mais amplo), sendo o Glifosato o mais vendido, somando aproximadamente
173 mil toneladas (IBAMA, 2019). Sabe-se que os herbicidas sao as substancias mais
preocupantes do ponto de vista ambiental, pois suas caracteristicas de mobilidade
no solo, leva-os a serem encontrados em aguas subterrdneas com frequéncia (SI-
SINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013). A utilizacdo de pesticidas na agricultura é fun-
damental para a eficiéncia do campo, para o controle de pragas e para a produgao
de alimento, mas é necessario utiliza-los com cautela, de modo a evitar prejuizos a

satide humana e a biota aquatica e terrestre.

Os pesticidas podem alcancar o meio aquatico pelo processo de lixiviagdo do

solo e se ligar aos materiais particulados em suspensao, se depositar no sedimento
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ou ainda serem acumulados nos organismos (TOMITA; BEYRUTH, 2002). A biota
pode ser afetada de acordo com as substancias presentes no ambiente impactado,
podendo apresentar mudancas fisiologicas e em alguns casos pode até ocorrer a
letalidade total nas populagdes, afetando a estrutura da comunidade naquele local
(CLEMENTS, 2000). A Tabela 5.1 apresenta alguns impactos que os pesticidas e me-
tais podem causar nos macroinvertebrados aquéticos.

Tabela 5.1 - Exemplos de efeitos que as atividades agricolas, os pesticidas e os metais podem cau-
sar nos invertebrados aquéticos.

Tabela 5.1: Efeitos que as atividades agricolas, os pesticidas e os metais podem

causar nos macroinvertebrados aquéticos.

Efeitos Referéncias
Metais (Cu,
Zn, Pb, Cd, . _ _ .
AL Fe, Mn, Bioacumulagao Corbi et al. (2010;2020)
Mg e Cr)
-Alteragdes na estrutura da
comunidade;
-Aumento da porcentagem de
Chi d CORBI, TRIVINHO-
ironomidae;
Reducio do nimero de STRIXINO (2008; 2013);
Atividad fanglﬂias sensiveis HEPP, SANTOS (2009);
ividades
agricolas (Ephemeroptera, Plecoptera e EGLER et al. (2012);
& P reray; P SURIANO; FONSECA-
prera) GESSNER (2013);

-Reducdo na riqueza de taxons;
-Perda de habitats;
-Menor heterogeneidade de

SONODA et al. (2018)

substratos
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Atividades Alteragdes dos grupos FU et al. (2016); HEPP et al.
agricolas funcionais de alimentacdo (2016)
Inseticida
Imidaclt.)pfrida ,R.edugéo do niamero de BARMENTLO et al. (2018)
e herbicida  espécies e do tamanho corporal
terbutilazina
Alteracdes nas partes bucais,
Metaisem  comprimento larval, largura da
. 1 ) BEGHELLI et al. (2018)
geral capsula cefdlica, mortalidade e
dano total
Fungicida Alteracs st COLOMBO-CORBI et al.
eragOes genéticas
Pirimetanil 058 (2017)
Herbicida 2, -Alteragdes na taxa de
. 4-D. .e sobrevivéncia, cTescimento e PINTO et al. (2021)
inseticida desenvolvimento
Pipronil -Deformidade bucal

Pesticidas em

geral

Alteracgao da natacao

OLIVEIRA et al. (2012);
BOWNIK; SZABELAK
(2021)

Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Assim, os invertebrados aquéticos se tornaram uma ferramenta frequentemen-

te utilizada no biomonitoramento da qualidade ambiental, permitindo acompanhar

as mudangcas nos ecossistemas aquaticos com o objetivo de detectar os impactos
decorrentes dos diferentes usos e ocupacao do solo (BAPTISTA et al., 2003).
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5.4 Biomonitoramento utilizando a estrutura da comunidade de
macroinvertebrados aquaticos e testes ecotoxicol6gicos, como recortes
para analise ambiental

A utilizacdo das analises biologicas tem sido integrada com as analises fisicas
e quimicas de modo a aperfeicoar o diagnéstico da qualidade ambiental do meio
aquatico, uma vez que somente o uso do monitoramento convencional ndo é sufi-
ciente para inferir sobre a "satide" dos ecossistemas (BAPTISTA, 2008). Os métodos
fisicos e quimicos sao momentaneos, identificam e quantificam as substancias t6-
xicas. Por outro lado, os métodos biolégicos permitem a integracdo temporal e es-
pacial, fornecendo medidas a longo prazo referentes a concentracdo de substancias

acumuladas na comunidade que habita o meio aquatico (BUSS et al., 2003).

Por refletirem as mudancas no meio, a comunidade de macroinvertebrados
aquaticos tem sido frequentemente utilizada como uma ferramenta para avaliar os
efeitos dos impactos antrépicos sobre os ecossistemas de dgua doce (TRIVINHO-S-
TRIXINO, 2006; HEPP et al., 2016; CHAGAS et al., 2017). Varias métricas podem ser
utilizadas, individualmente ou combinadas, com a comunidade de macroinverte-
brados aquaticos na avaliacdo da qualidade ambiental, levando em consideragao a
composicdo, a riqueza, a dominancia, a tolerancia e os grupos funcionais de alimen-
tacao (BARBOUR et al., 1996; SILVEIRA et al., 2005; BAPTISTA et al., 2007) (Tabela
5.2).
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Tabela 5.2 - Exemplos de métricas de composicao, riqueza, medidas tréficas e tolerancia utilizadas
com os macroinvertebrados aquaticos em estudos de avaliagdo da qualidade dos ambientes aquati-
cos e suas respostas esperadas durante um impacto.

Categoria Meétricas Respostas esperadas
Métricas de composigdo %EPT Diminui
% Ephemeroptera Diminui
% Plecoptera Diminui
% Trichoptera Diminui
% Coleoptera Diminui
% Odonata Aumenta
% Diptera Aumenta
% Chironomidae Aumenta
% Oligochaeta Aumenta
% EPT /Chironomidae Diminui
Métricas de Riqueza n° de taxons total Diminui
n° de taxons de EPT Diminui
n° de taxons de Ephemeroptera Diminui
n° de taxons de Plecoptera Diminui
n° de taxons de Trichoptera Diminui
n° de taxons de Chironomidae Diminui
n° de taxons de Coleoptera Diminui
Diversidade de Shannon (H’) Diminui
Equitabilidade (J) Diminui
Meétricas troficas % Fragmentadores Diminui
% Coletores-filtradores Diminui
% Coletores-catadores Variavel
% Raspadores Diminui
% Predadores Variavel
Meétricas de tolerancia EPT/Chironomidae Diminui
Baetidae/ Ephemeroptera Aumenta
BMWP* Diminui
BMWP - ASPT** Diminui
BMWP - CETEC*** Diminui
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*BMWP - Biological Monitoring Working Party (ARMITAGE et al., 1983);
*BMWP/ASPT - Average Score Per Taxon (PINDER et al., 1987);
***BMWP/CETEC - Centro Tecnolé%ico de Minas Gerais - uma adaptacao do BMWP para rios bra-
sileiros (JUNQUEIRA; CAMPOS, 1998).
Fonte: Elaboracao nossa (2021).

A amostragem e a triagem do sedimento para a identificacdo da comunidade
de macroinvertebrados aquéticos é realizada conforme descrito no Capitulo 1. Caso
nao seja possivel triar o material coletado no mesmo dia, devido ao grande ntimero
de pontos de coleta, as amostras devem ser mantidas sob aeracdo constante. Suge-
rimos que o processo de triagem seja realizado o mais rapido possivel, para evitar
a morte dos animais e consequente alteragdo na estrutura comunitaria. Depois de
triados, os organismos podem ser armazenados em frascos de vidro, plésticos ou

eppendorfs e fixados em alcool 70% para posterior identificagdo (Figura 5.2).

Figura 5.2 - Frascos de armazenamento de organismos.

Fonte: LEAA (2021).

A identificacdo dos organismos em andlise ambientais, em geral, pode ocor-
rer em nivel de familia, género ou espécie (CORBI; TRIVINHO-STRIXINO, 2006).
Existem diferentes chaves de identificacdo disponiveis na literatura, entre elas des-

tacam-se:
Brinkhurst & Marchese (1992);
Trivinho-Strixino e Strixino (1995);
Fernandes e Domingues (2001);
Costa et al. (2004);

Froehlich (2007);
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Merritt e Cummins (2008);
Mugnai et al. (2010);
Hamada et al. (2014).

Além das métricas comunitarias, os testes ecotoxicologicos também tém sido
utilizados como ferramenta de monitoramento e avaliacao da qualidade ambien-
tal. Eles permitem avaliar a contaminacao de diferentes fontes de poluicdo, tais
como efluentes agricolas, industriais e domésticos, sedimentos, medicamentos, mi-
croplésticos, poluentes emergentes e produtos quimicos em geral (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008). As vantagens dos testes ecotoxicolégicos sao: baixo custo,
obtencao de respostas rapidas, simplicidade na maior parte dos métodos, facil inter-

pretacdo dos resultados e uma evidéncia direta das consequéncias da contaminacao
(CESAR et al., 2002).

No que se refere a realizacao dos testes de toxicidade, estes podem ser reali-
zados em laboratérios ou em campo, com sedimento in natura ou formulados. O
sedimento é um importante compartimento a ser estudado na avaliacao dos ecossis-
temas aquaticos devido a sua capacidade de acumular compostos orgénicos e inor-
ganicos. Além disso, os macroinvertebrados aquéticos podem viver no sedimento
e entrar em contato com os contaminantes presentes nele por meio da ingestdo de

particulas, contato com as paredes do corpo ou ainda pelas vias respiratérias (ZA-
GATTO; BERTOLETTI, 2008).

A amostragem do sedimento para o uso em testes de toxicidade pode ser rea-
lizada com o auxilio de dragas ou amostradores do tipo core (Ver capitulo 1). As
amostras podem ser armazenadas em potes plasticos e devem ser transportadas,
sob refrigeracdo. Posteriormente, devem ser armazenadas a temperatura abaixo
de 10°C, sem congelamento, por até 60 dias, até o uso nos testes ecotoxicologicos
(ABNT, 2015).

A escolha do organismo-teste é baseada no conhecimento de sua fisiologia,
biologia e comportamento, além de apresentarem sensibilidade aos compostos qui-
micos, facilidade de cultivo e manutencdo em laboratoério, ciclos de vida curtos,
abundéancia e disponibilidade nos ambientes aquaticos e, se possivel, a espécie deve
ser nativa para melhor representatividade dos ecossistemas (MAGALHAES; FER-
RAO-FILHO, 2008). Esses organismos podem ser utilizados individualmente ou em
combinacdo com outros organismos na avaliacdo dos efeitos agudos, cronicos ou

multigeracionais. Os testes sao realizados conforme metodologia descrita no capi-
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tulo 2, para a avaliagdo da mortalidade, desenvolvimento, emergéncia de adultos,

fecundidade, tamanho da asa, deformidade do mento, etc.

Para a caracterizagdo do meio aquatico, pode ser realizar andlises de pH, con-
dutividade elétrica, temperatura, oxigénio dissolvido, turbidez, transparéncia, ni-
trito, nitrato, nitrogénio, f6sforo, metais, pesticidas, matéria organica, granulome-

tria, entre outras.

Cabe ainda ressaltar sobre a importancia do planejamento amostral para deli-
near as perguntas a serem respondidas e definir os pontos de coleta, a escolha dos
pontos de referéncia para comparar com os pontos de contaminacao e o periodo e
frequéncia de amostragem. No préximo topico, apresentaremos um estudo de caso
comparativo dessas duas formas de “recorte” aplicado para areas de cana-de-acu-

car.

5.5 Estudo de caso: Avaliacio do impacto de cana-de-agticar em
corregos,integrandoaestruturadacomunidade de macroinvertebrados
aquaticos e os ensaios ecotoxicoldgicos

Para compor este topico, apresentaremos os resultados de estudos conduzidos
em corregos da regido Central do Estado de Sao Paulo, Brasil, utilizando duas fer-
ramentas: estrutura da comunidade de macroinvertebrados aquaticos e testes eco-

toxicolégicos utilizando o sedimento aquatico dos coérregos.

Os ambientes aquéticos escolhidos para a realizacao desse estudo foram agru-
pados em duas situagdes distintas, sendo trés corregos localizados em areas de mata
preservada (Anhumas, Espraiado e Sao Vicente) e trés corregos localizados em
areas de cultivo de cana-de-acticar (Agua Sumida, Chibarro e Sao Joao). Os cérregos
selecionados pertencem a bacia hidrografica do rio Tieté-Jacaré. As caracteristicas
gerais dos corregos analisados podem ser observadas na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3 - Localizagdo, coordenadas geograficas e uso e ocupagao do solo dos corregos localiza-
dos em area de mata e de cana-de-agticar.

Corregos Municipio Coordenadas Usos do solo

Am'e.rlco 21°43'34” S 48°01°7.6” W Mata preservada
Brasiliense aberta

Mata preservada

Sao Carlos 21°58'52” S 47°52'25” W
fechada

W s

Espraiado .

Mata preservada

Guarapiranga  21°59'45” S48°15'31” W

fechada*
" Sao Vicente
Araraquara 21°56'16” S 48°16'39” W Cana-de-actcar
Aua Sumida
Araraquarae 155097 5 48016347 W Cana-de-acticar

Ibaté

Chibarro

Guarapiranga  21%57750” S 48°15'52” W Cana-de-actcar

Sao Joao

*Area com presenca de cana-de-actcar.
Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

A comunidade de macroinvertebrados aquaticos foi coletada pelo método de
varredura com auxilio de uma rede em D (malha de 0,25 mm de abertura), durante
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1 minuto de esfor¢co amostral (FONTOURA, 1985). As amostras foram acondicio-
nadas em potes de plasticos e encaminhadas ao laboratério, lavadas em peneira
de 0,25 mm de abertura de malha, triadas e fixadas em alcool 70%. A identificacdo

taxondmica ocorreu em nivel de familia utilizando as chaves disponiveis de MUG-
NAl et al. (2010) e HAMADA et al. (2014).

O sedimento para a realizacdo dos testes de toxicidade foi coletado com auxi-
lio de uma draga de Eckman-Birge (area padrao de 255 cm?), acondicionado em po-
tes de plasticos atéxicos e armazenado em temperatura inferior a 10°C na geladeira
(ABNT, 2015). Foram realizados testes de toxicidade aguda e cronica utilizando lar-
vas de Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981, conforme metodologia des-
crita no Capitulo 2, para a avaliacdo da mortalidade e do crescimento das larvas. Os
resultados foram analisados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

5.6 Resultados e discussdo

A composicao da comunidade de macroinvertebrados aquéticos foi diferente
entre os dois usos do solo, sendo possivel perceber a influéncia do cultivo de cana-
-de-actcar na estrutura da comunidade (Tabela 5.4). As métricas comunitarias for-

neceram informacgdes consistentes sobre a integridade dos seis corregos estudados
(Tabela 5.5).

A maior riqueza da comunidade de macroinvertebrados aquéticos, juntamente
com a maior porcentagem de EPT e maior porcentagem de organismos fragmenta-
dores, mostraram melhores condi¢des ecoldgicas nas dreas de mata ciliar preserva-
das. Nas areas de cana-de-agtcar, a auséncia de mata ciliar e a aplicacdo de pestici-
das e fertilizantes durante os cultivos, provavelmente influenciaram na qualidade
da dgua e na diminuicdo da porcentagem de EPT e de organismos fragmentadores,
bem como no aumento da porcentagem de Chironomidae e de invertebrados co-
letores, mostrando que os cultivos agricolas podem afetar a riqueza de espécies

aquaticas.
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Tabela 5.4 - Macroinvertebrados aquaticos nos cérregos de mata (Anhumas, Espraiado e Sdo Vi-
cente) e de cana-de-actcar (Agua Sumida, Chibarro e Sao Joao).

Grupo taxonémico Anhumas  Espraiado Viii?lte Sﬁr%': 3a Chibarro ]?f;:)
Trichoptera
Calamoceratidae - 16 2 - - -
Hydroptilidae 99 - - 45 - -
Hydropsychidae 7 2 - - - -
Leptoceridae 2 42 - - 3 -
Polycentropodidae 8 - - - 13 -
Odontoceridae - 2 - - - -
Ephemeroptera
Baetidae 5 25 - - 23 -
Leptohyphidae 4 - - - 6 -
Leptophlebiidae - 21 - - - -
Plecoptera
Gripopterygidae - 14 - - - -
Perlidae - 3 - - - -
Odonata
Aeshnidae - 2 - - - -
Calopterygidae 2 - - - 4 -
Coenagrionidae 13 1 2 3 25 1
Gomphidae - - 12 - - -
Libellulidae 11 - 24 7 - 1
Protoneuridae - 1 - - - -
Coleoptera
Scirtidae - - - - - 1
Dytiscidae 3 1 1 7 1 5
Hydrophilidae - - - 1 - 3
Dryopidae - - 1 3 - -
Elmidae - 4 - - - -
Diptera
Ceratopogonidae 13 3 13 8 6 4
Culicidae - - - - - 3
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Dixidae - 10 - - - -
Simuliidae 1 - - - - -
Syrphidae - - - - - 1
Psychodidae 3 - - - - -
Tabanidae - 1 - - - -
Chironomidae 438 175 68 203 101 151

Lepidoptera 1 1 - 3 1 -
Hemiptera
Belostomatidae 3 1 5 3 - 8
Hebridae - 3 - - - 1
Naucoridae - 2 - - - -
Pleidae - 127 - - - -
Veliidae - 1 - - - -
Oligochaeta 47 - 77 28 90 8
Total 660 458 205 311 273 187

Fonte: Elaboracdo nossa (2021).

Tabela 5.5 - Métricas comunitarias aplicadas a comunidade de macroinvertebrados aquaticos dos
corregos de mata (Anhumas, Espraiado e Sao Vicente) e de cana-de-acticar (Agua Sumida, Chibar-
ro e Sdo Joao).

Meétricas Anhumas Espraiado Sio Vicente Agua Sumida Chibarro  Sio Joao
Abundancia 660 458 205 311 273 187
Numero de téxons 17 23 10 11 11 12
Numero de familias 15 22 9 9 9 11
Dominancia 0,46 0,23 0,27 0,45 0,26 0,65
% Ephemeroptera 1,36 10,04 0 0 10,62 0
% Plecoptera 0 3,71 0 0 0 0
% Trichoptera 17,58 13,54 0,98 14,47 5,86 0
% EPT 18,94 27,29 0,98 14,47 16,48 0
%Chironomidae 66,36 38,21 33,17 65,27 37,00 80,75
% Chironomidae/ total 20,92 8,36 3,25 9,69 4,82 7,21
Diversidade de Shannon 1,27 1,88 1,56 1,24 1,63 0,89
Riqueza de Margalef 2,46 3,59 1,69 1,74 1,78 2,10
% Coletores 26,21 34,28 53,17 73,31 68,13 83,96
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%Fragmentadores 0,45 15,94 1,46 1,93 1,47 0
BMWP 86 120 36 43 53 47
BMWP/ Classificacao Excelente  Excelente Ruim Ruim Regular Regular

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Para o teste de toxicidade aguda (Figura 5.3a) foi observada diferenca signi-
ficativa (p<0,05) entre as areas de cana-de-agticar e o controle, mostrando que o
sedimento dos corregos de cana-de-agtcar influenciou negativamente na taxa de
sobrevivéencia de C. sancticaroli. Por outro lado, no geral, ndo foi observada diferen-
ca significativa (p>0,05) entre o controle e as areas de cana-de-agticar para os resul-
tados de mortalidade (Figura 5.3 b) e comprimento das larvas retiradas do teste de
toxicidade cronica (Figura 5.3 c).

Figura 5.3 - Valores médios e desvio padrao da mortalidade (%) de larvas de Chironomus sancticaro-
li expostas ao teste de toxicidade aguda (a), ao teste de toxicidade cronica (b) e comprimento larval

(c), dos 6 corregos estudados (Anhu=Anhumas; Esp=espraiado; SV=Sao Vicente; AS= Agua Sumi-
da; Chi=Chibarro e S]=Sao Joao).
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Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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As meétricas comunitérias e os testes ecotoxicolégicos sdo duas importan-
tes ferramentas que tem auxiliado no monitoramento dos ecossistemas aquaticos
(CORBL TRIVINHO-STRIXINO, 2008; HEPP; SANTOS; 2009; DORNFELD et al.,
2009; AZEVEDO-PEREIRA et al., 2011; EGLER et al., 2012; REBECHI et al., 2014;
CHAGAS et al., 2017; BEGHELLI et al., 2018; PINTO et al., 20211). Sdo duas ferra-
mentas que avaliam respostas diferentes em relagao as modificacdes das condigdes
ambientais causadas nas comunidades biol6gicas. Porém, com os resultados deste
estudo foi possivel perceber que as métricas comunitéarias responderam melhor que
os testes ecotoxicoldgicos aos impactos da cana-de-agticar, sendo a ferramenta mais

adequada para a andlise desse tipo de impacto ambiental.

5.7 Experiéncias de campo e laboratério

Neste topico apresentaremos algumas situacdes que podem ocorrer durante
0s experimentos em campo ou em laboratério, nas coletas, na etapa de identificagao
dos organismos ou na realizacdo dos testes ecotoxicologicos. Este topico visa com-
partilhar experiéncias que foram vivenciadas pelos autores e que possam auxiliar
em trabalhos futuros.

A coleta é o primeiro passo para a realizacdo dos experimentos, sejam eles com
a comunidade aquatica ou com os testes ecotoxicoloégicos, mas muitas vezes pode
ser dificil acessar o ponto de interesse, devido a uma grande faixa de mata ciliar ou
o ponto de coleta estar localizado dentro de propriedade particular ou de uma area
publica. Nessa situacdo, é preciso fazer uma visita prévia ao local de estudo e veri-
ficar as condigdes de acessibilidade ao ponto de coleta. Também é possivel verificar
por meio da ferramenta Google Earth, conversando com colegas de trabalho que
ja fizeram coleta naquela drea ou préoximo dela ou ainda solicitar autorizagcao para
acesso. O corrego Agua Sumida, por exemplo, esta localizado em uma propriedade
particular e o cérrego Sao Vicente contém alguns trechos de cana-de-acgticar, planta-
cao de eucalipto e mata ciliar para percorrer até a chegada ao cérrego. Para o corre-
go Anhumas foi preciso autorizagao, pois sua nascente esta localizada dentro de um
clube aquaético. Por outro lado, o acesso foi livre para o cérrego Espraiado, por estar
localizado em uma &rea publica (Parque Ecolégico) e para os corregos Chibarro e

Sdo Joao, por estarem localizados proximos a rodovia, facilitando a coleta.

A paisagem muda constantemente e entre o periodo de uma coleta e outra,
pode ocorrer de o ponto ndo estar mais acessivel para coletar, pois a vegetagao pode
ter crescido rapidamente no local. Além disso, longos periodos chuvosos ou alaga-
mentos no local de coleta podem dificultar ou impedir o acesso até o cérrego. Dessa

forma, é preciso coletar em locais préximos ao ponto original de coleta ou onde for
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possivel a acessibilidade. Por exemplo, o ponto de coleta do cérrego Agua Sumida,
na segunda visita de campo, ja ndo estava mais apropriado para fazer a amostragem
do material, pois foi tomado pela vegetagdo e pelas algas. Assim, foi preciso coletar
em um ponto mais acima. O cérrego Sdo Vicente estava alagado e foi preciso coletar

em um ponto em que o acesso até o corrego ndo estava comprometido.

Além da mudanga na paisagem, a toxicidade do ponto de coleta pode mudar
ao longo do tempo. Em alguns cérregos foi verificado que os dados da comunidade
aquatica ndo estavam correspondendo com os dados da coleta anterior, de modo
que quase ndo havia organismos amostrados. Em outro momento, os testes de toxi-
cidade causaram letalidade total, nenhum organismo sobrevivia, mesmo repetindo
o teste mais de uma vez. Com isso, € preciso verificar a toxicidade do sedimento por
meio de andlises quimicas de metais e pesticidas, por exemplo. Verificar se ndo ha
nenhum ponto de contaminacdo ou langamento de poluentes préoximo ao local de
coleta ou ainda, observar as caracteristicas da agua, como cheiro, presenca de espu-
mas, velocidade do fluxo, e se for possivel, substituir o ponto de coleta por outro.

Em relacdo a amostragem do sedimento para os testes ecotoxicolégicos, foi
preciso adaptar a ferramenta de coleta, pois a profundidade de alguns cérregos era
muito baixa. Para isso, substituimos o amostrador do tipo draga por espatulas de

plasticos (Figura 5.4).

Figura 5.4 - Amostrador de sedimento: Espatula de plastico.

Fonte: LEAA (2021).

A lavagem do material amostrado para a identificacdo da comunidade de ma-
croinvertebrados aquaticos é importante para a remogao de particulas finas e me-
lhor visualizacdo dos organismos durante a triagem. Nessa etapa foi observado que,
mesmo tomando os devidos cuidados na hora da lavagem, como baixa velocidade
do fluxo da agua da torneira, ainda assim foi verificado que alguns organismos
foram fragmentados. Em alguns casos, os organismos perderam suas branquias ab-

dominais, parte dos filamentos caudais, das garras e das pernas, comprometendo
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sua identificacao. Por outro lado, observou-se experiéncias positivas, como o uso de

bandejas transiluminadas, facilitando a triagem dos organismos.

Durante a realizacdo dos testes de toxicidade foi verificado o acamulo de go-
ticulas de dgua na tampa do pote, devido a aeracdo. Para evitar que isso ocorresse
e prejudicasse os resultados, uma parte da tampa foi cortada e um pedaco de tule
foi colocado embaixo da tampa, permitindo assim maior circulacdo do ar e da 4gua
(Figura 5.5).

Figura 5.5 - Adaptacdo dos potes com tule para serem utilizados nos testes de

Fonte: LEAA (2021).

Outra adaptacdo realizada foi em relacdo a contagem das larvas apos os testes
de toxicidade. Por conterem matéria organica, as amostras de sedimento ficavam
escuras, dificultando a visualizagao das larvas. Para isso, foi adotado o procedimen-
to delavagem das amostras com peneira, antes da contagem das larvas. A utilizagao
de bandejas transiluminadas também se fez necessario para melhor visualizagdo

das larvas.

5.8 Consideragoes Finais

As métricas comunitarias indicaram que o cultivo de cana-de-agtcar causou
alteragdes na estrutura da comunidade de macroinvertebrados aquaticos. Por outro
lado, a sobrevivéncia e o comprimento larval de C. sancticaroli ndo foram afetados
quanto expostas ao sedimento dos cérregos de cana-de-acuicar, indicando que as
métricas comunitarias foram mais adequadas para a avaliagdo deste tipo de impac-
to ambiental. Os efeitos da cana-de-agticar puderam ser observados em diferentes
niveis de organizacgao biolégicas (populagdo e comunidades) simultaneamente, per-
mitindo pesquisas interdisciplinares e a escolha da melhor ferramenta a ser utiliza-
da. Cabe ressaltar, que essas duas ferramentas também podem ser aplicadas para
outros tipos de cultura, como milho, soja ou outros usos e ocupacdo do solo.
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Este capitulo também compartilha experiéncias vividas em campo e laboraté-
rio que possam ser utilizadas em estudos futuros, em especial para estudantes em
inicio de carreira. As vezes, diante da limitacio de cada laboratério e da disponibili-
dade de recursos e de materiais, precisamos adaptar os equipamentos disponiveis.
Cabe ressaltar ainda sobre a dificuldade de trabalhar com amostras ambientais, de-
vido as rdpidas mudangas que os ambientes sofrem entre uma coleta e outra, em

relacdo as paisagens naturais, a sazonalidade e a toxicidade.
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Resumo

Os recursos hidricos vém sendo cada vez mais comprometidos devido aos
impactos antrépicos que modificam o ambiente aquético e interferem
na estrutura das comunidades aquaticas. Nos tultimos anos, um vasto nimero de
estudos vem sendo desenvolvidos em ambientes aquaticos, em virtude da sua im-
portancia para a populacdo humana e também para o estabelecimento de organis-
mos que dependem desses ecossistemas e fazem parte das teias tréficas. Ferramen-
tas bioldgicas tém tido destaque para o monitoramento e avaliagdo dos ambientes
aquaticos, devido a relacao direta dos organismos com o ambiente durante todo o
seu ciclo de vida. A produgao secundaria em ambientes aquaticos é uma ferramen-
ta muito importante, pois estuda o sucesso na sobrevivéncia do organismo consu-
midor, agrupando varios componentes populacionais como densidade, biomassa,
crescimento, reproducgdo e sobrevivéncia, fornecendo uma inter-relagao entre as po-
pulagdes e os ecossistemas. Neste capitulo apresentaremos um estudo de caso que
avaliou a taxa de crescimento instantdneo por meio de camaras in situ em corregos
de Cerrado, pela analise da comunidade de Chironomidae e Ephemeroptera, com o
objetivo de identificar os possiveis fatores que motivam os padrdes do ciclo de vida
e dimensdo destas populagdes. Serd possivel conferir como os resultados demons-
traram a importancia desses tdxons para o sistema e nao devem ser descartados em

estudos de producdo secundaria.

Palavras-chave: Macroinvertebrados aquéticos. Producdo secundaria. Taxa de

crescimento instantaneo.

Abstract

Water resources are being increasingly compromised due to the anthropic im-
pacts that modify the aquatic environment and alter the aquatic community’s struc-
ture. Nowadays, many studies have been carried out in aquatic environments, due
to their importance to the human population, and to the establishment of organisms
that depend on these ecosystems and are part of the trophic webs. Biological tools
have been highlighted for the monitoring and evaluation of aquatic environments,
due to the direct relationship of organisms with the environment throughout their
life cycle. Secondary production in aquatic environments is an important tool be-
cause it can study the success in the survival of the consumer organisms, bringing
together several population components such as density, biomass, growth, repro-
duction and survival, providing an interrelationship between populations and eco-
systems. In this chapter we will present a case study that evaluated the instanta-

neous growth rate by means of chambers in situ in Cerrado streams, by analyzing
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the community of Chironomidae and Ephemeroptera in order to identify the possi-
ble factors that motivate the life cycle and dimension patterns of these populations.
The results showed how important these taxa are to the system and should not be

discarded in studies of secondary production.

Keywords: Aquatic Macroinvertebrates. Secondary production. Instantaneous
growth rate.

6.1 Corpos d’aguas, uso do solo e macroinvertebrados aquaticos

Como apresentado no capitulo anterior, estudos envolvendo a anélise da pre-
senca de macroinvertebrados podem indicar caracteristicas dos ecossistemas aquéa-
ticos. Neste capitulo, veremos com mais detalhe como algumas espécies se compor-
tam em seu habitat.

Corregos ou riachos sdo ambientes caracterizados por uma diversidade de
processos que contribuem para o equilibrio ambiental e para os servigos ecossisté-
micos, consequentemente, para a manutencdo da qualidade de vida humana. En-
tretanto, os cursos d’agua sao especialmente vulneraveis aos impactos ocasionados
pelas atividades antrdpicas, particularmente aqueles relacionados as alteracdes no
uso e ocupagdo do solo e a intensificagdo das atividades agricolas (GILLER et al.,
2004; VOROSMARTY et al., 2010). Estes ambientes estao conectados diretamente a
vegetacao ciliar, conhecida também como vegetagao ripdria, presente no seu entor-
no. Esta vegetacdo pode ser considerada uma interface entre os ecossistemas aquéa-
ticos e terrestres (NAIMAN et al., 2010), desempenhando importantes fungdes para
a integridade ambiental dos cursos de dgua. A cobertura vegetal é responsavel, por
exemplo, pela filtracdo de nutrientes e poluentes provenientes de atividades agri-
colas e mitigacdo de processos erosivos (SWEENEY et al., 2004, VERHOEVEN et
al, 2006), estabilizacdo das margens, aumento da heterogeneidade do leito fluvial,
e consequente aumento da variedade de habitats para as comunidades biol6gicas
(NAIMAN et al., 2010), em especial aos macroinvertebrados aquaticos (ver defini-
¢do no capitulo 5). A cobertura vegetal, por meio do sombreamento, também contri-

bui com a protecdo dos cursos de dgua contra significativas flutuagdes de tempera-
turas (LIMA; ZAKIA, 2001).

As alteragdes no uso do solo no entorno dos riachos podem representar uma
quebra na ligagdo entre os sistemas aquatico e terrestre (SNYDER et al., 2003) e po-
dem acarretar diversas consequéncias, nao s6 para a biodiversidade aquéatica, como
para importantes processos ecolégicos, como a producdo primaria e secundéria de

energia, a respiracdo do ecossistema e a ciclagem de nutrientes (SWEENEY et al.,
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2004; LEPORI et al., 2005). A protecao das areas de vegetacao ripdria é considerada
de extrema importancia para a preservacdo da integridade funcional e biolégica dos
cursos de agua (GREGORY et al., 1991).

A producdo secundaria pelos macroinvertebrados aquaticos esta intimamente
relacionada ao balanco entre a produgado primaéria e a contribuicdo de matéria or-
ganica aléctone nos ambientes aquéticos. A producado secundaria pode ser definida
como o desenvolvimento de biomassa de organismos heterotréficos ao longo do
tempo (BENKE, 1984). A mensuracdo da produgao secundaria possui papel essen-
cial no entendimento da dindmica dos ecossistemas aquaticos, uma vez que a pro-
ducao é uma das principais vias do fluxo de energia nesses ambientes (WATERS,
1977, DOWNINg, 1984). Em riachos, a produgao secundéria de macroinvertebrados
pode ser controlada pelas diferentes fontes de carbono (STAGLIANO; WHILES,
2002) e pode sofrer influéncia de fatores como a heterogeneidade espacial, tempera-
tura e caracteristicas quimicas da 4gua (BRAND; MISERENDINO, 2012). Em regioes
que apresentam regimes térmicos mais estaveis, as taxas de producgao e biomassa
tendem a ser mais elevadas, independentemente da estagio do ano (BOTTOVA et
al., 2013).

Logo o estudo de ambientes pristinos, aqueles que possuem o minimo de im-
pacto, proverdo o conhecimento da interacdo entre as populagdes das espécies do
bioma, ou local estudado, fornecendo dados para que possamos nos dedicar a con-
servagao destes locais. Tais informagdes nos revelam dados do quanto cada espécie
¢ importante para aquele ambiente e as interagdes entre elas, o conhecimento de
aspectos das comunidades aquaticas e a distribuicao de taxons podem ter reflexos
diretos no entendimento de padrdes eco regionais e no aprimoramento de técnicas

de avaliacao de impactos.

6.2 Producao secundaria e crescimento instantaneo

Para entendermos melhor o conceito de produgao secundaria, precisamos do
conceito de produgao primdria. Segundo Odum (1988) a produgao primaéria é a taxa
de energia solar convertida, pela atividade fotossintética e quimiossintética em or-
ganismos produtores, base dos niveis tréficos, em substancias organicas (transfor-
magao do carbono inorganico em organico). O mesmo autor afirma que a producao
secunddria é a assimilagdo do carbono, que foi transformado anteriormente de inor-
ganico para organico por organismos produtores (producdo primadria) através da
fotossintese.
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Podemos dizer também que produgdo secundaria sao todos os processos en-
volvidos no consumo, a partir do segundo nivel tréfico, transformagao e utilizagao
da matéria organica por todos os consumidores, ou seja, toda a matéria organica
armazenada pelos consumidores é quantificada pelo aumento da biomassa que se
dé pela transformacao do alimento em matéria assimildvel por unidade de tempo
(TUNDISLMATSUMURA-TUNDISI, 2008). E 0 mecanismo pelo qual a populacio
existe ou mantém sua existéncia, ou seja, é a ligacao para o fluxo de massa e energia
através dos niveis tréficos (SANTOS-WISNIEWSKI, 1998).

A produgao secundaria é uma medida da importancia e sucesso do consumi-
dor, incorporando varios componentes do desempenho ecolégico, incluindo densi-
dade, biomassa, crescimento, reproducao e sobrevivéncia (BENKE;HURYN, 2006).
As estimativas de producdo secundaria fornecem uma ligacao entre as populacdes
e 0s ecossistemas, permitindo também uma melhor caracterizagdao da estrutura co-
munitaria. Estas estimativas sao importantes para a compreensao da dindmica do
fluxo de energia em riachos (BENKE, 1993). Este tipo de estudo, producdo secunda-
ria por meio de macroinvertebrados em ecossistemas aquéticos, é bastante difundi-
do em regides temperadas (BENKE 1993; HURYN;WALLACE, 2000). No entanto,
ha um déficit de estudos similares em ecossistemas aquaticos em regides tropicais
(RAMIREZ; PRINGLE 1998; DUDGEON, 1999). Pelo estudo da producdo secunda-
ria é possivel conhecer o funcionamento dos ecossistemas como o fluxo de energia
através dos diferentes niveis tréficos e a dindmica das populagdes, e estes aspectos
podem ser utilizados para estudos de manejo e preservacao dos ecossistemas aquéa-
ticos (COLON-GAUD et al., 2009).

Estudos utilizando macroinvertebrados de dgua doce tém progredido ao lon-
go das ultimas décadas a partir de descri¢des de historias de vida, distribuicdo e
diversidade de estudos com maior énfase em processos ecolégicos ou funcdo ecolo-
gica, incluindo o fluxo de energia, dindmica da matéria organica, primaria e produ-
¢do secundaria, e de decomposicao (BENKE, 1993). A grande maioria dos estudos
tem producao secundaria focada em invertebrados, em que uma estimativa exata e
precisa da produgao é uma exigéncia crucial para a anélise do fluxo de energia. Pro-
ducao através de macroinvertebrados aquaticos, ou a sua formagao de biomassa ao
longo do tempo, foi agora estimado para uma vasta gama de habitats de dgua doce,
especialmente coérregos e rios (HURYN; WALLACE, 2000; BENKE, 2010).

Em cérregos de dguas quentes, como os encontrados em regides aridas e se-
mi-aridas, as taxas de crescimento instantaneo e a falta de sincronia no desenvol-

vimento sdo caracteristicas comuns de populacdes de insetos, especialmente entre
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o Diptera e alguns Ephemeroptera (GRAY, 1981; FISHER; GRAY, 1983; JACKSON;
FISHER, 1986; BENKE; PARSON, 1990). Diptera e Ephemeroptera muitas vezes sao
esquecidos ou ignorados nos estudos de producdo devido a dificuldades em re-
conhecer coortes (tempo de vida de cada individuo nascido em um determinado

periodo) ou estimar o intervalo de producao de coorte (BENKE, 1984).

Espécies de Chironomidae, em sua maioria, completam o seu desenvolvimento
em temperaturas que variam de 0°C a 32°C. Com o aumento da temperatura tem-se
uma aceleracdo ndo sé nas reagdes quimicas, mas também nos processos fisiol6gicos
em geral, visivelmente no crescimento e desenvolvimento. Estudos com espécies de
regides tropicais tém mostrado que as mesmas, que encontram condicoes térmicas
favoraveis, completam seu ciclo em torno de 15 dias, o que faz prever um elevado
namero de geracdes por ano (STRIXINO; TRIVINHO-STRIXINO, 1995).

Ephemeroptera constituem uma parte importante da biomassa e da producao
de macroinvertebrados em habitats de dgua doce (BRITTAIN, 1982). As variagdes
sazonais na densidade, biomassa e producdo anual sao fortemente influenciadas
por parametros de ciclo de vida, indicando a importancia do ciclo de vida de infor-
magoes corretas em estudos de producao. Muitos estudos sobre produgdo secunda-
ria em ambientes 16ticos através destes insetos possuem dados derivados de labo-
ratorio utilizados para fazer generalizagdes relativas a histérias de vida ou taxas de
crescimento, mas, muito especifico da espécie, poucos estudos tém sido realizados
em campo utilizando dados de histéria de vida para examinar produgao secundéria
(CHRISTMAN; VOSHELL, 1992).

Insetos aquéticos, tais como Ephemeroptera, desempenham um papel ecologi-
co importante dentro de ambientes 16ticos, onde constituem boa parte da biomassa
e da producao macroinvertebrados (BRITTAIN, 1982). Em pequenos corpos d'agua,
a temperatura é o principal fator ecologico que afeta a sazonalidade, crescimento
e desenvolvimento de padrdes de insetos aquaticos, quando as espécies possuem
condicoes ideais de habitats (LEARNER; POTTER, 1974; OERTLI, 1995), nao sendo
diferente para Ephemeroptera (VANNOTE; SWEENEY, 1980; WARD; STANFORD,
1982; SWEENEY et al., 1986; BRITTAIN, 1990; NEWBOLD et al., 1994). A tempera-
tura também influencia nas densidades através do crescimento (CEREGHINO; LA-
VANDIER, 1998), no tamanho do adulto e na fecundidade (PRITCHARD; ZLOTY,
1994).

Infelizmente, os estudos de dindmica populacional de Ephemeroptera sao
muito escassos e/ou limitados a descricao da fenologia ciclo de vida (estudo das

relagdes entre processos ou ciclos biolégicos e o clima) (GONZALEZ et al., 2001).
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Para os diferentes estudos utilizando a produgao secundéria com macroin-
vertebrados para avaliagdo dos fatores ambientais e antrépicos que influenciam na
dinamica desse grupo é de extrema importancia o planejamento adequado da me-
todologia que sera utilizada. Quando falamos em metodologia logo buscamos um
delineamento, que possui papel importante na pesquisa cientifica, no sentido de
articular planos e estruturas a fim de obter respostas para os problemas estudados.
Delineamento focaliza a maneira com que o problema de pesquisa é concebido e
colocado em uma estrutura que se torna um guia para a experimentacao, coleta
de dados e andlise, sendo assim, o delineamento é intrinseco a pesquisa cientifica,
fazendo com que o pesquisador busque uma resposta para determinado problema
(RAUPP, 2006).

Metodologia cientifica ¢ uma ferramenta colocada a disposicdo do pesquisa-
dor que pretende penetrar no segredo de seu objeto de estudo, é a ordem que se
deve impor aos diversos processos necessarios para atingir um fim dado ou um
resultado desejado. O método cientifico é uma série de processos ordenados que o
pesquisador aplica para obter o conhecimento adequado do problema que se pro-
poe definir (SANTOS, 2012). No item 6.3 traremos uma demonstra¢do do delinea-
mento metodolégico aplicado a um estudo de caso.

6.3 Estudo de caso

Para entendermos melhor a aplicacdo da producao secundéria como ferra-
menta de biomonitoramento vamos analisar um estudo de caso que avaliou o cres-
cimento instantaneo de Chironomidae e Ephemeroptera em cérregos de Cerrado.
Nesse estudo foram utilizadas cdmaras de crescimento in situ em trés corregos e
identificado os possiveis fatores que motivam os padrdes do ciclo de vida e dimen-
sdo das populagdes dos organismos citados no Cerrado da regido central do Estado

de S3o Paulo.

6.3.1 Area de Estudo

Foram estudados trés trechos de riachos com diferentes fisionomias presentes
em areas de Cerrado, situadas no municipio de Sdo Carlos - Sdo Paulo (Figura 6.1).
A selecao de trechos de cursos de agua com diferentes caracteristicas na cobertura
de vegetagdo riparia e no uso e ocupacao do solo em seus entornos teve como obje-
tivo delimitar um gradiente ambiental no bioma estudado. Além disso, os riachos
escolhidos para esse estudo encontram-se em areas relativamente preservadas, com
baixos niveis de perturbagdo ou alteragdo em suas condi¢des naturais. Dessa ma-

neira, procurou-se evitar a interferéncia de fatores estressores sobre os processos
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estudados, como a poluicdo por nutrientes, sedimentos ou compostos téxicos. Os
corregos estudados foram, o do Espraiado, o cérrego do Broa e o da fazenda Can-

chim (Embrapa), cujas coordenadas seguem na Tabela 6.1.

Tabela 6.1 - Estagoes de coleta no Cerrado (SP) e suas respectivas coordenadas geograficas.

Estacao de coleta Coordenadas geograficas

Corrego do Espraiado 21°58'46.75"S - 47°52'23.11"O
Coérrego do BROA 22°11'40.93"S - 47°53'55.78"O
Coérrego Canchim (EMBRAPA) 21°58'00.73"S - 47°50'33.73"O

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Figura 6.1 - Fisionomia geral dos cérregos estudados, Espraiado (A), Canchim
(Embrapa) (B) e Broa (C).

Fonte: LEAA (2021).

6.3.2 Crescimento instantaneo e producao secundaria

O método de crescimento instantaneo (IGR) é utilizado para o célculo da pro-
dugao secundéria descrito por Huryn e Wallace (1986). Este método ¢ utilizado para
macroinvertebrados aquéticos de ciclo de vida curto, ndo passando de um més em
sua maioria (HURYN; WALLACE, 1986). Para este estudo foi adaptada a metodo-
logia de Célon-Gaud (2009) e foram considerados os grupos Chironomidae (nao

Tanypodinae), pois os Tanypodinae sao considerados predadores e caso fossem co-
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locados nas camaras provavelmente iriam se alimentar dos outros organismos ali
presentes, e Ephemeroptera (HURYN, 1996, 2002).

Este método consiste primeiramente em fornecer a taxa de crescimento instan-

taneo por meio da equacdo 6.1, de acordo com Huryn, (2002).

IGR = In(Mf/Mi)/T (6.1)
Onde IGR = taxa, MF=massa final, Mi=massa inicial, T=tempo.

Para conseguirmos os pesos iniciais e finais dos organismos precisamos das

medidas onde essas sdo convertidas para peso através da equagdo 6.2 (Benke, 1999).
M=alb (6.2)

Onde M=massa, a=coeficiente descrito, L=comprimento, b=coeficiente descri-

to. Tais coeficientes sdo especificos para cada taxon (BENKE et al, 1999).

Entdo como precisamos dos comprimentos iniciais e finais dos organismos
houve a necessidade de incuba-los in situ, e para isso foram desenvolvidas cAmaras
especiais para o monitoramento do crescimento dos insetos em campo. Esta cAmara
é feita com tubo de PVC, onde o mesmo nao causa danos aos organismos, com me-
didas de 10 centimetros de didmetro e 25 centimetros de comprimento (Figura 6.2).
Nestas camaras existem espacos preenchidos com malha de 0,01 micrémetros que
servem para a passagem de dgua e para evitar a evasdo dos organismos. A coleta
dos organismos foi feita com uma rede em “D”, e a amostra foi triada no campo com
o auxilio de bandejas transldacidas e uma caixa de iluminagdo (Figura 6.3) improvi-

sada com lampadas que funcionam com baterias (ldampadas de emergéncia).

Fonte: LEAA (2021).
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Figura 6.3 - Triagem em campo utilizando bandejas de pléstico. Ao fundo, fotos das cAmaras mon-
tadas para andlise da produgdo secundaria dos macroinvertebrados aquaticos.

Fonte: LEAA (2021).

Foram necessérias 3 cdmaras para cada tdxon analisado, totalizando 6 cAmaras
para cada cérrego. Dentro de cada cdmara foram alocados 6 organismos de cada

tdxon, sendo no total 18 Chironomidae (ndo Tanypodinae) e 18 Ephemeroptera.

Antes de alocar os individuos nas camaras, todos os organismos depois de
triados e identificados, foram medidos com auxilio de papel milimetrado, que foi
colocado entre a tampa e a base de uma placa de petri (Figura 6.4), vedada com
silicone. Depois de medidos, os macroinvertebrados foram colocados dentro das
camaras, com um pouco de substrato para o suporte de alimento.

Figura 6.4 - Medicao do comprimento de Chironomidae e Ephemeroptera em campo com o auxilio
de placas de petri e papel milimetrado.

Fonte: LEAA (2021).
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As camaras permaneceram in situ (Figura 6.5) durante um periodo de 14 dias
durante a primavera e o verao, e 20 dias durante o outono e o inverno, pois em
temperaturas mais amenas o metabolismo dos organismos diminui e consequen-
temente o ciclo de vida aumenta (HURYN, 1996). O experimento das camaras foi
realizado de 2 em 2 meses, somando 6 vezes durante 1 ano.

Figura 6.5 - Montagem e posicionamento das cAmaras dentro dos riachos para a anélise do cresci-
mento instantdneo dos macroinvertebrados.

Fonte: LEAA (2021).

Durante esse tempo de incubacdo foram realizadas mais 2 medidas do com-
primento dos insetos, uma na metade do periodo de incubacéo, 7 ou 10 dias, e outra
quando as camaras eram retiradas. Logo, obtivemos 3 medidas de cada organismo
para cada camara, uma no inicio da incubagdao, uma na metade e outra no final da

incubacao.

Depois de obtidas as medidas, transformamos o comprimento em massa por
meio da equacdo (6.2) para a obtencdo da massa dos macroinvertebrados monito-
rados. Logo apos fizemos a média para cada periodo de medicao, obtendo assim a
massa média no inicio da incubagdo, a massa média no periodo do meio e a massa

média no periodo final de incubacéo.

Obtidas as médias das massas conseguimos calcular o IGR, pois tivemos a

média da massa inicial, a final e o periodo de incubacdo no periodo.

Para o calculo da producdo secundaria precisamos da biomassa em cada més

para cada taxon e depois, assim como as camaras, foram feitas médias para cada
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dois meses, tendo assim a biomassa média por um periodo de 2 em 2 meses, du-
rante um ano, em um total de 6 biomassas médias durante o periodo de 12 meses.
Ap6s o calculo da biomassa média, multiplicamos esse valor pela taxa de cresci-
mento instantdneo (IGR) e pelo periodo de dias de cada periodo que foi feita a mé-
dia da biomassa. O calculo da producdo secunddria por periodo segue a equagao
(6.3) WALTHER et al., 2006).

Pp=B*IGR*Periodo (6.3)

Onde Pp ¢é producdo por periodo, B é a biomassa média por periodo, IGR é a
taxa de crescimento instantaneo e o Periodo é o namero total de dias que foi utiliza-

do para fazer a média da biomassa.

Calculado a produgao por bimestre ou por periodo, soma-se a producdo de

cada periodo calculado obtendo a produgao de um periodo de 1 ano ou 12 meses.

Para o calculo da biomassa, todos os organismos dos dois tdxons em ques-
tdo, foram medidos, depois foram obtidos a biomassa de cada individuo através da
equacgdo (6.4), uma média de cada sub amostra foi feita e somada as 5 sub amostras

obteve-se a biomassa média do periodo.

Todos os procedimentos e andlises relativos a este estudo foram realizados nas
dependéncias do Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquéticos (LEAA), do De-
partamento de Engenharia Hidr4ulica e Saneamento, da Escola de Engenharia de
Sao Carlos (EESC), Universidade de Sao Paulo (USP), sob a supervisao do Professor
Juliano J. Corbi. Durante o periodo de planejamento amostral houve orientacdo do
Professor Matt Whiles, da Universidade da Florida (USA).

6.4 Resultados e discussoes

Como observado na explicacdo da metodologia adotada, para o crescimento
instantaneo foi utilizado somente grupos de ciclo de vida curtos, Chironomidae
e Ephemeroptera, onde camaras de crescimento foram instaladas nos riachos. Foi
observado que esses dois grupos, nos trés riachos, se somados chegam a nameros
muito altos quando comparados com os outros grupos da macrofauna inventaria-
da. Espraiado (55% do total da fauna), Broa (44% do total da fauna) e Embrapa (45%
do total da fauna). Entao, quando vamos trabalhar com producdo secundaria, nao
podemos descartar estes taxons, e um método para o célculo desta producdo é o
crescimento instantaneo. A seguir (Tabela 6.2 a 6.4) podemos ver os resultados das

taxas de crescimento dos trés riachos estudados.
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Tabela 6.2 - Taxa de crescimento Instantaneo (IGR) bimestral Espraiado - mg/dia.

Meses/ Organismos Chironomidae Ephemeroptera
OUT/NOV 0,031582307 0,055679106
DEZ/JAN 0,046270614 0,080273827
FEV/MAR 0,0407542 0,079731986
ABR/MAI 0,049650154 0,054015954
JUN/JUL 0,035659605 0,036015568
AGO/SET 0,051028423 0,022870448

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Tabela 6.3 - Taxa de crescimento Instantaneo (IGR) bimestral Broa - mg/dia.

Meses Chironomidae Ephemeroptera
OUT/NOV 0,034226876 0,04528481
DEZ/JAN 0,086757038 0,084077153
FEV/MAR 0,070894685 0,136907828
ABR/MAI 0,035971 0,088638963
JUN/JUL 0,078366991 0,030402446
AGO/SET 0,048794885 0,100291411

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Tabela 6.4 - Taxa de crescimento Instantaneo (IGR) bimestral Embrapa - mg/ dia.

Meses/Organismos Chironomidae Ephemeroptera
OUT/NOV 0,01870359 0,048571335
DEZ/JAN 0,06026448 0,075672602
FEV/MAR 0,179517468 0,12805068
ABR/MAI 0,085868712 0,066505959
JUN/JUL 0,080514906 0,045806012
AGO/SET 0,131672899 0,055748591

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Além da importancia na ciclagem de nutrientes, a comunidade de macroin-
vertebrados aquaticos também atua no fluxo de energia nestes sistemas. Esses or-
ganismos fazem o processo de decomposicdo da matéria organica, diminuindo o
tamanho das particulas e sao parte importante na cadeia alimentar (Esteves, 1988)
e sendo um dos principais elos das estruturas tréficas do ecossistema (SILVEIRA;
QUEIROZ, 2006, ABILIO et al., 2007).

Estudos sobre os macroinvertebrados de ambientes 16ticos muitas vezes sdo
escassos de informacgdes sobre sua biomassa, mesmo sabendo que a partir dela e
suas variagOes sazonais se constitui pardmetro importante para o entendimento da
histéria de vida e interagdes bioldgicas, incluindo as relacdes troficas entre os gru-
pos funcionais (BENKE; HURYN, 2006).

Segundo Christman e Voshell (1992) o ciclo de vida e a utilizacdo de infor-
magcoes corretas em estudo de producdo secundéria sdo de extrema importancia,
pois os parametros de ciclo de vida influenciam variagdes sazonais na densidade e

biomassa e producao anual.

6.5 Consideracgoes finais

Podemos citar o quanto trabalhos como estes sdo validos, pois para podermos
calcular a produgao secundaria desses tdxons, Chironomidae e Ephemoroptera, fa-
z-se necessario saber a taxa de crescimento instantaneo, sendo este importante para
entendermos o comportamento de dispersao de energia dentro de corpos d'agua,
facilitando o entendimento de dispersao de energia e quais grupos sdo importan-
tes. Através de estudos de base como este podemos entender melhor o funciona-
mento ecolégico do meio e assim atribuir medidas de protecao. Logo o estudo do
crescimento instantdneo é essencial para trabalhos de producdo secundaria, pois
ndo podemos descartar tdxons que ocupam quase metade da fauna amostrada. Tra-
balhos in situ geralmente trazem situagdes inusitadas que nos for¢am a repetir o
experimento como a queda de galhos em cima das cdmaras e chuvas que podem
mudar o posicionamento das mesmas e acabar tirando-as dos riachos. Para quem
almeja trabalhar com producdo secundéria é necessario que saiba qual a fauna que
existe no local a ser explorado, pois assim sabera quais os métodos que irdo utilizar.
A produgao secundaria é uma ferramenta muito importante para o biomonitora-
mento, pois ela fornece dados entre o ambiente aquatico e o terrestre, promovendo
um link entre os dois sistemas. Sendo mais uma forma de utilizar a comunidade de
macroinvertebrados aquaticos em trabalhos de campo para avaliar a qualidade dos

ambientes aquéticos, além das descritas no capitulo 5.
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Resumo

OAedes aegypti é uma espécie que pode representar um grande risco para a
satude publica. Ao contrario do que ja era amplamente divulgado, as lar-
vas podem se desenvolver em dguas com diferentes caracteristicas, incluindo dguas
com elevada carga organica. Considerando a escassez de informacéo sobre o desen-
volvimento de larvas em efluentes diversos e sobre Ae. aegypti como um bioindica-
dor de poluicao aquatica, o presente capitulo tem como objetivo apresentar como o
desenvolvimento larval de Ae. aegypti pode ocorrer em dilui¢des de efluente indus-
trial proveniente da producdo de insumos para racdo animal. Paralelamente, lar-
vas do mosquito Chironomus sancticaroli foram expostas as mesmas concentragdes
previamente relatadas para comparar as respostas de sobrevivéncia das espécies ao
tfinal dos experimentos. Na concentracdo mais baixa, a mortalidade de Ae. aegypti
foi significativamente menor do que larvas de C. sancticaroli. Larvas de Ae. aegypti
desenvolveram-se mais rapidamente no efluente quando comparados a agua da
torneira. Os resultados indicam a necessidade de avaliar a tolerancia do Ae. aegypti
aos altos indices de poluicao, tendo em vista que o Brasil ainda carece de garantia
de saneamento basico em toda a sua extensdo. Como essa situagao pode ser esten-
dida aos efluentes industriais, o desenvolvimento de Ae. aegypti em tais ambientes

aumenta a ameaca ao cenario epidemiolégico.

Palavras-Chave: Culicidae. Efluente industrial. Aedes aegypti.

Abstract

The mosquito Aedes aegypti is a species that can represents a huge threat to
public health. Unlike the common knowledge, the mosquito can breed in aquatic
environments with different organic composition, including highly organic effluen-
ts. The survival in the effluent can be associated mostly to the respiratory siphon
present at the posterior region of the larvae. Considering that information about
larval development in effluents still are scarce, the present chapter has the goal to
exemplify how immature development of Ae. aegypti can occur in different dilutions
of industrial effluent. Thus, we tested first instar survival and development rate in
three different dilutions of industrial effluent of animal food production. In parallel,
we tested the same conditions with the mosquito larvae of the species Chironomus
sancticaroli. In the lowest concentration, the mortality of Ae. aegypti was significantly
lower than C. sancticaroli larvae. Ae. aegypti larvae developed faster in the effluent
than in tap water. The outcomes indicate the need to assess the Ae. aegypti toleran-
ce to highly polluted, considering that Brazil still lacks assuring basic sanitation

attending throughout its extension. As this situation can be extended to industrial
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effluent, Ae. aegypti development in such environments enhance the threat to the

epidemiological scenario.

Keywords: Culicidae. Industrial effluents. Aedes aegypti.

7.1 Satde ecolégica e sua relacao com a sattde humana

Ageéncias governamentais, empresas privadas, tribos, cientistas, gestores, con-
servacionistas, agéncias reguladoras e a populacdo em geral estdo cada vez mais
interessados na qualidade dos ecossistemas e em sua diversidade, considerando
todos os niveis de organizagao bioldgica: desde organismo até comunidades. Em
particular, ha grande interesse em entender como e quanto a exploragao de recursos
naturais afetam plantas e animais, gerando consequéncias para a satde humana
e ecologica. Avaliar a satde humana em decorréncia da satide ecolégica envolve
o estabelecimento de diversas metodologias para deteccdo dos efeitos deletérios
dos compostos gerados por nés, humanos, em diversos contextos (abordados nos
capitulos 3, 4, 5 e 6). E ndo se engane: a vida humana por si s6 gera subprodutos
derivados de diversas atividades que se fizeram essenciais no desenvolvimento da
sociedade. E embora possamos discutir a relevancia dos impactos com relagao ao

consumismo, por ora esta nao é a intencao deste capitulo.

Considerando que nés humanos impactamos substancialmente (negativa e
positivamente) os ecossistemas, o biomonitoramento se torna essencial como uma
das ferramentas da avaliacdo de impactos ambientais e, em dltima instdncia, ao
desenvolvimento sustentavel. Avaliar a integridade ecolégica para espécies, popu-
lacdes, comunidades dentro dos ecossistemas e suas interfaces envolve analisar as
condicOes encontradas e acompanhar suas mudancas ao longo do tempo. Ha situa-
¢Oes em que a avaliagdo e monitoramento no local nado é possivel de ser realizada
por diversas dificuldades metodolégicas e pela complexidade do ambiente que se
deseja monitorar pois, ao considerar condi¢des de campo, todas as varidveis am-
bientais (por exemplo: luminosidade, exposicdo solar, temperatura, umidade relati-
va do ar, relagdes ecolédgicas intra e interespecificas) sdo potenciais interferentes no
status do ambiente que precisam ser levadas em consideragao nos efeitos observa-
dos. Nem sempre é possivel mensurar e acompanhar as mudancas nessas variaveis
e, sendo assim, o estudo em laboratdrio é uma forma adequada para avaliar o efeito
de um dnico parametro e suas variagdes sobre um sistema biolégico (que pode ser

uma ou mais espécies).

E esperado que a resposta de uma espécie as mudancas ambientais seja dife-

rente das respostas de espécies simpatricas e isso acontece por diversos motivos.
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Estratégias diferentes de forrageamento e reproducao refletem em formas diversas
de utilizagdo dos recursos do ambiente; as diferencas nos tamanhos corporais das
espécies refletem na diversidade em que se abrigam no ambiente, o que significa
formas variadas de exploracao da paisagem em escala espacial. Além disso, a varie-
dade de histérias de vida dos organismos em um mesmo ambiente produz ciclos de
vida em escalas temporais distintas; caracteristicas funcionais e fisiol6gicas também
respondem ao nivel de sensibilidade as altera¢cdes no ambiente, o que significa que
um consumidor primério pode ser mais sensivel a uma alteracdo na densidade po-
pulacional do produtor em comparagao a um consumidor secundario, por exemplo
(CARO, 2006).

Sendo assim, a avaliacdo das respostas de um grupo de organismos perten-
centes a uma tnica espécie (isto €, uma populagdo) pode prover respostas cruciais
para entender o efeito de um determinado contaminante e suas dilui¢des que po-
dem ser encontradas no ambiente. Ou ainda, uma determinada tolerancia a polui-
cao. No presente capitulo iremos discutir os efeitos distintos que um mesmo po-
luente (efluente de indtstria de ragdo animal) nas respostas de sobrevivéncia de
duas espécies de mosquito durante a fase larval: o Aedes aegypti Linnaeus, 1762, uma
espécie invasora no Brasil e o Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981, uma

espécie nativa brasileira.

7.2 Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981 como espécie
bioindicadora em ecotoxicologia aquatica

Os efeitos de subprodutos quimicos nos organismos aquaticos dependem,
substancialmente, da sua concentragao, biodisponibilidade, solubilidade, duragao
da exposicao e do nivel de sensibilidade dos organismos submetidos ao compos-
to (CONNON, GEIST, WERNER, 2012). Desta forma, bioensaios em laboratério,
com exposicdo de individuos em mesmo estagio de desenvolvimento a diferentes
concentracdes do composto quimico sdo ferramentas essenciais a obtengao de in-
formacao para posterior monitoramento, inferéncia e tomada de decisdes sobre a
recuperagao de um ecossistema (DE VLAMING et al., 2010).

Para além da importancia dos testes ecotoxicolégicos, vale ressaltar a relevan-
cia de se analisar as respostas de uma dada espécie a diferentes contaminantes de
forma a conhecer seus limites de sensibilidade e tolerancias. Por ser uma espécie
de mosquito nativa do sudeste brasileiro, Chironomus sancticaroli € comum em am-
bientes silvestres e periurbanos e de facil coleta, e se mostra um organismo-teste
muito valioso para o devido fim. Satisfazendo os critérios definidos e explanados no

capitulo 2 para a selecdo de organismo-teste, as formas imaturas de quironomideos
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sdao bons bioindicadores especialmente por apresentarem deformidades morfols-
gicas em resposta a exposi¢do a diversos contaminantes e sensibilidade a diversos
contaminantes conhecida (REBECHI; NAVARRO-SILVA, 2012). Nas dltimas déca-
das, intimeros estudos utilizando essa espécie como bioindicadora foram realizados
além da descrigdo detalhada de sua biologia, que pode também ser conferida no
capitulo 2 deste mesmo livro. Respostas sobre alteragdes em seu ciclo de vida em
ensaios cronicos e respostas de sobrevivéncia em ensaios agudos evidenciam sua
representatividade na biota aquatica em relacdo a seu nivel tréfico em ambientes de

aguas continentais.

Experiéncias prévias do Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaéticos
(LEAA) confirmaram a estabilidade genética da referida espécie como bioindicado-
ra, a0 comparar as respostas entre uma populacao mantida em laboratério por mais
de seis anos e uma populagao coletada em campo (CORBI et al., 2019). Tal similari-
dade é importante para validar os resultados de laboratério como representativos
do que pode acontecer com organismos de campo, uma vez que as condi¢des em
laboratério podem ser muito diferentes daquelas encontradas pela espécie em am-
biente natural.

A simulacdo das condigdes ideais para a espécie em ambiente controlado
(laboratério) ndo conta com flutuagdes naturais bem como interagdes com outras
espécies, o que gera diferengas no processo evolutivo e pode, consequentemente,
produzir efeitos distintos quando expostos a contaminantes. Logo, tao importante
como ser uma espécie nativa é também a legitimidade dos resultados obtidos em

laboratdrio com relacdo a projecdo do que pode ocorrer em ambiente natural.

7.2.2 Aedes aegypti e suas caracteristicas competitivamente vantajosas
no ambiente urbano

Talvez vocé esteja se perguntando se o Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762) esta fora do contexto do tema do presente capitulo. Afinal, o Aedes aegypti é
conhecido por ser o vetor primario de dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela
nas areas urbanas e ndo por ser um bioindicador aquatico nem tampouco terrestre.
No entanto, essa é uma espécie que apresenta caracteristicas morfofisiolégicas que
a conferiram vantagem competitiva sobre outras espécies, o que permitiu que fosse
uma invasora bem sucedida, ocupando uma diversidade de habitats e microhabita-
ts. Com origem em um ancestral africano, o mosquito Ae. aegypti € um oportunista
no ambiente urbano, sendo que tal proximidade com sociedades humanas repre-
senta fonte abundante de alimentacao sanguinea para as fémeas da espécie, garan-
tindo sua reproducdao (POWELL; TABACHINIK, 2014).
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Esse mosquito apresenta ciclo de vida do tipo holometabolo (com metamor-
fose completa) sendo suas fases imaturas em ambiente aquético (ovo, larva e pupa)
enquanto apenas a fase adulta é terrestre (CLEMENTS, 2012) (Figura 7.1).

Figura 7.1 - Ciclo de vida do Aedes aegypti.

—

Larva: 4 estadios

Adulto

]

—— Estagio agudtico
Pupa —— Estéagio terrestre

Fonte: LEAA (2021).

Durante seu ciclo de vida, as fémeas depositam seus ovos em recipientes que
permitem a retencdo de dgua, que sao geralmente provenientes de atividade antro-
pica (por exemplo, pneus descartados, garrafas plasticas, fontes d’agua, canaletas,
vasos de plantas). No entanto, se o recipiente estiver seco, 0s ovos permanecem
em quiescéncia (individuos ndo eclodem e permanecem consumindo as reservas
energéticas dentro do ovo) até que o ambiente seja preenchido por uma quantidade
adequada de dgua, o que engatilha os processos fisiolégicos responsaveis pela eclo-
sdo do ovo e nascimento da larva (REZENDE et al., 2008; DA SILVA et al., 2019).
Esta caracteristica é vantajosa, pois permite que os individuos persistam em um
ambiente desfavordvel, como no caso, um periodo prolongado de seca e baixas tem-
peraturas médias.

A fase larval, que é subdividida em 4 estadios de crescimento, é caracteristica
pelo corpo alongado e flexivel, com um abdome liso e vermiforme com oito seg-
mentos. Estendido a partir do segmento terminal do abdome, as larvas possuem
uma estrutura chamada sifdo respiratério (CHRISTOPHERS, 1960). Embora as lar-
vas dessa espécie sejam aquéticas, elas ndo respiram o oxigénio que esta dissolvido

no meio, e sim o oxigénio atmosférico com uso dessa estrutura, por meio da super-
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ficie d"dgua onde os espiraculos do sifdo respiratorio se abrem para a entrada de ar
(Figura 7.2).

Figura 7.2 - Localizacdo do sifdo respiratério e papilas anais nas larvas de Aedes aegypti

Fonte: LEAA (2021) (aumento em 40x em microscépio 6ptico)

O sistema traqueal larvério é composto por dois troncos longitudinais, ligados
entre si e ramificados por todo o corpo. Assim que a larva mergulha, os espiraculos
se fecham para impedir a entrada de dgua no sistema. Considerando um efluente
com alta poluicao organica e, consequentemente, baixo oxigénio dissolvido como
esgotos domésticos e alguns efluentes industriais, tal caracteristica por si s6 oferece

pouco risco de mortalidade das larvas por falta de oxigénio devido a tal morfologia.

Ainda no segmento terminal composto pelo sifao respiratorio, a larva tem um
lobo anal que termina em quatro papilas anais (Figura 7.2). Essas papilas anais sao
essenciais para a regulacdo osmo-ionica, controlando as trocas i6nicas entre o meio
e a hemolinfa, além das quantidades de 4gua no interior da larva (BRADLEY, 1987).
Em meios com alta carga nitrogenada ou com salinidade elevada, as larvas toleram
tal condicdo excretando o excesso de amonia através das papilas anais o que previ-
ne a acidificacdo da hemolinfa (DURANT; DONINI, 2019).

As larvas de Ae. aegypti podem se podem se alimentar de uma diversidade
de microrganismos presentes nos criadouros, como por exemplo bactérias, fungos,
rotiferos, protozoarios e até detritos vegetais (ver WALKER et al., 1988; HO et al.,
1992; MUNIARA] et al., 2012). Elas produzem uma enzima (p - 1,3 - Glucanase) que

é responsavel pela quebra da parede celular destes detritos do ambiente aquético,

) Capitulo 7 3
BIOINDICADORES DE QUALIDADE AQUATICA: NOVAS POSSIBILIDADES DE ANALISES UTILIZANDO LARVAS DE
Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE) E Chironomus sancticaroli (DIPTERA: CHIRONOMIDAE)



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
1 70 TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES
PARA ANALISES

tornando possivel a obtengdo de micro e macronutrientes para seu desenvolvimen-
to (SOUZA et al., 2016, SOUZA et al., 2019).

Quanto ao seu comportamento de forrageio, elas podem ser detritivoras e/
ou filtradoras, dependendo da disponibilidade de matéria organica do ambiente.
Se o criadouro possui matéria organica sedimentada, as larvas podem forragear
ativamente e é considerada atividade detritivora; no entanto, elas também podem
obter alimento por meio da filtragem das particulas menores e suspensas na coluna
d’agua, atividade classificada como filtradora, o que acontece quando o ambiente
tem pouca matéria organica constituida de material particulado muito fino (SOU-
ZA etal., 2016). Essa flexibilidade tréfica ressalta a caracteristica generalista e opor-
tunista dessa espécie: generalista por estar apta a conseguir se alimentar de uma
variedade de matéria organica, o que permite que a espécie se desenvolva pratica-
mente em qualquer criadouro que contenha dgua e matéria organica; e oportunista
por estar adaptada a duas estratégias de forrageamento distintas, de acordo com a
forma que o recurso nutritivo estd disposto no ambiente (CLEMENTS, 1992).

Agora considere, de maneira hipotética, que em um ambiente de clima quente
(considerando os padrdes de uma regido tropical) haja uma lagoa superticial con-
tendo efluente industrial, apresentando cargas nitrogenadas como subproduto da
atividade e sujeita a diluicdo por dguas de chuva devido a disposicao do efluente
a “céu aberto”. Este é um potencial criadouro para tal espécie devido seu conjunto
de caracteristicas que a permite persistir em um ambiente que pode ser hostil a
muitas outras espécies (seja pela carga de poluentes, pela falta de oxigenacdo como
consequéncia, pela auséncia de vazdo, pela exposigdo a luz solar que pode causar

extremos de temperatura, entre outros).

7.2.3 Efluentes industriais: um carreamento de problemas ambientais.

No Brasil, aproximadamente 53% do esgoto gerado é coletado e destinado
para tratamento adequado, o que significa que mais de 5000 piscinas olimpicas de
esgoto ndo tratado sdo despejadas na natureza sem tratamento (SISTEMA NACIO-
NAL DE INFORMACOES SOBRE SANEAMENTO, 2018).

Além do esgoto sanitério, outro problema é o despejo de efluentes industriais
sem tratamento em locais inadequados, ou mesmo sua disposicdo em lagoas na
planta industrial como ocorre muitas vezes. O efluente das indtstrias de fabricacao
de insumos para racdo animal é um poluente, devido a presenca de sangue, gordu-

ra, pelos, penas, ossos, visceras, carne, urina, excrementos e microrganismos preju-
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diciais aos seres humanos, e seu lancamento produz efeito altamente contaminante

nos corpos hidricos.

O tratamento dos efluentes gerados por este tipo de indtstria visa a remocao
dos compostos organicos e nitrogenados. Para tanto Li et al. (2017) e Zhu et al.
(2017) recomendam o uso do pré-tratamento dessas dguas residudrias, uma vez que
os sistemas de tratamento secundarios, em geral, sdo ineficientes na remocao de nu-
trientes. Apos o pré-tratamento, os nutrientes remanescentes da digestao anaerébia
podem ser removidos no reator de Nitrificagao Parcial/ Anammox, enquanto o resi-
duo de matéria organica pode ser consumido através da desnitrificacao utilizando o
nitrato como aceptor final de elétrons. No Brasil, os sistemas compostos por lagoas
de estabilizacdo, lodos ativados e reatores do tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket - manta de lodo anaerébio e fluxo ascendente) apresentam boa remogao da
matéria organica. Porém, sdo ineficientes na remogao de nitrogénio e requerem o

uso de tecnologias complementares para remogao desse nutriente.

Como exemplo, podemos citar que o abate e processamento de aves podem
gerar impactos significativos ao meio ambiente, ja que utiliza grande quantidade
de agua, além de produzir efluentes com carga organica alta na faixa de 2000-5000
mg.DQO.L: e nitrogenada de 700-1500 mg N-NH,-.L:. O lancamento deste tipo de
agua residudria em ambientes aquéticos, resulta em prejuizos ao meio ambiente e
a vida humana, além de elevar os custos de tratamento para tais efluentes (RUIZ et
al, 1997). Na Tabela 7.1, sdo apresentados valores dos parametros para este tipo de

efluente comumente encontrados na literatura.
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Tabela 7.1 - Parametros do efluente de abate e processamento de aves.

Parametros Valores
DBO (mgO,/L) 710 - 4633
DQO (mgO,/L) 1400 - 11118
DQO, ez (MO,/L) 780 - 10900
Oleos e Graxas (mg/L) 50 - 897
NT (mg/L) 110 - 700
N —NH} 3 -300
(mg /L")
PT (mg/ 13-120
Alcalinidade (mg/L) 350 - 800

OBS: DBO: demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demanda quimica de oxigénio; NT: Nitrogé-
nio total; N - NH, nitrogénio amoniacal; PT: Particulas totais.
Fonte: (Pinto et al., 2015).

Sendo assim, retomando o apresentado sobre duas espécies distintas quanto a
biologia, o presente capitulo visa demonstrar como exemplo as respostas de desen-
volvimento larval de Aedes aegypti em efluente industrial da producdo de insumos
para fabricacdo de ragdo animal, apés tratamento preliminar em reator anaerébio
tipo UASB, comparando com respostas da exposicdo de Chironomus sancticaroli,
uma espécie bioindicadora ja amplamente utilizada em estudos ecotoxicolégicos.
Para isso, destacamos que as mesmas condigdes de diluigdo foram testadas com os

dois organismos.

7.3 Estudo de caso

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Processos Biol6gi-
cos (LPB), na Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo. Para
realiza-los, primeiro foi necesséria a coleta do efluente, seu tratamento em laborato-
rio e o cultivo dos organismos a serem expostos a essa dgua residudria. Vamos por

etapas sobre como foi feito este exemplo pratico.

7.3.1 Coleta do efluente e sua diluicao

A agua residuaria foi originada do reator UASB proveniente da Estacao de
Tratamento da indastria INCOFAP, fabricante de insumos para ragdo animal, si-
tuada no municipio de Araraquara, SP. Esta 4gua residuaria, foi filtrada em papel
de filtro comum (para retirar impurezas mais grossas) e diluida até que atingisse
concentracoes de média de 1200, 800 e 400 mg/L e utilizados para os testes com Ae.

aegypti e C. sancticaroli. As diluicdes foram realizadas utilizando dgua de torneira
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sem cloro e, para todos os experimentos de exposicao dos organismos, as diluicoes
foram realizadas em baldo volumétrico com capacidade para 1 litro de solucdo e
calculadas para obter o0 mesmo volume final de 250 ml para cada unidade experi-
mental (Figura 7.3).

Figura 7.3 - Preparacdo da diluigdo do efluente.

OBS: (A) frasco de efluente devidamente rotulado com data de coleta; (B) Agua a ser utilizada para
diluicao; (C) Unidade de experimento controle (composta por 4gua da torneira e alimento); (D) Uni-
dade de teste devidamente rotulada; (E) baldo volumétrico; (F) Proveta.

Fonte: LEAA (2021).

7.3.2 Aedes aegypti: origem e eclosao dos ovos

As populagdes selvagens de mosquitos estdo submetidas a constantes pressoes
evolutivas do ambiente (exemplo: alteracdes na temperatura, diferencas na umida-
de do ar, chuvas e exposigao a inseticidas). Para os experimentos relatados neste ca-
pitulo, utilizamos uma linhagem suscetivel de Aedes aegypti. A linhagem Rockefeller
(1966) é uma cepa isolada das variacdes ambientais que populagdes selvagens do
mosquito experimentam normalmente, aclimatada em condi¢des controladas em
ambiente laboratorial. Os ovos foram estocados em pote plastico lacrado com tecido
tule no topo e mantido em ambiente seco, a 28 + 2°C, fixos em papel poroso (Figu-
ra 7.4). Os ovos sdo mantidos desta forma para permitir a entrada de ar no pote e
ainda evitar a entrada de possiveis animais invasores. Por exemplo, existe a pos-

sibilidade de invasao de psocideos nos potes contendo papéis de desovas, e estes
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insetos se alimentam tanto dos ovos quanto dos papéis, ameagando toda a desova

(YAMADA et al., 2019).
Figura 7.4 - Estoque de ovos de Aedes aegypti

OBS: (A) ovos de Aedes aegypti fixos em papel poroso; (B) ovos de Aedes aegypti com aumento de 40x
observado em microscopio optico.
Fonte: LEAA (2021).

7.3.3 Exposicdo de Aedes aegypti e Chironomus sancticaroli ao efluente

Ap06s 24 horas da submersao dos ovos na solugao, potes plésticos com capaci-
dade para 500 ml foram rotulados com informagdes sobre a concentragdao do efluen-
te (em mg/L) namero de réplica e data de inicio do teste. Para as trés concentra-
¢Oes escolhidas para cada experimento, foram realizadas 3 réplicas, sendo o mesmo
namero mantido para o experimento controle. Também chamado de experimento
controle negativo, trata-se de réplicas paralelas ao experimento contendo um meio
ndo contaminado (neste caso, 4gua da torneira), porém com o mesmo volume e
mesma quantidade de alimento para que seja possivel comparar resultados e ava-
liar efeitos. Além disso, o experimento controle também tem como objetivo atestar
que os organismos provenientes da mesma populagao testada estao saudaveis e nao

sofrerdo influéncia por fatores externos como, por exemplo, alguma doenca.

O volume de solucdo ou de 4gua dos controles foi medido preenchendo 250
ml em proveta volumétrica, disposto em cada pote identificado e, logo em seguida,
medimos o pH do meio pelo método potenciométrico. Em cada unidade experi-
mental foram colocadas 10 larvas transferidas com uma pipeta plastica. As larvas
foram alimentadas com 2,5 mg de racao para peixe (Tetramin®). A cada dois dias,

novo alimento foi adicionado.

Os testes foram mantidos em sala aclimatada a 26 + 2°C, com umidade relativa
mantida a 60 5% e fotoperiodo de 12 horas:12 horas (claro/escuro). Diariamente,

as larvas mortas foram removidas dos testes, para evitar interferéncia na carga or-
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ganica do ambiente e os exoesqueletos também foram retirados, para acompanhar
a velocidade de desenvolvimento e crescimento dos individuos. As pupas, altimo
estdgio imaturo da fase aquatica, foram transferidas para recipientes plasticos com
capacidade para 50 ml que, por sua vez, foram inseridos em potes plasticos maio-
res, fechados com tecido tule, para evitar o escape de mosquitos adultos e oferecer
maior espaco para os adultos se movimentarem com menos risco de afogamento
(Figura 7.5).

Figura 7.5 - Etapa de separacgdo de pupas dos experimentos.

OBS: A esquerda, visao de cima das pupas separadas em copos plasticos; a direita, visualizacao das
pupas ja separadas e mantidas em potes secos bloqueados com tecido tule. A nova data faz referén-
cia ao dia em que a pupa foi originada no teste em andamento.

Fonte: LEAA (2021).

O teste teve duracao de 10 dias, até a metamorfose completa dos organismos
presentes no experimento controle (emergéncia dos adultos).

Para testar o efeito do efluente no desenvolvimento larval de C. sancticaroli,
todas as condic¢des acima descritas foram reproduzidas, inclusive o mesmo ntimero
de larvas e o mesmo estadio de desenvolvimento. No entanto, o método de criacao
seguiu o descrito no capitulo 1 deste livro a partir da eclosao de ovos da massa ovi-
gera em placa de Petri. A duragao dos testes foi a mesma, embora iniciados em dias
diferentes. No entanto, uma adaptacao importante para o teste em C. sancticaroli foi

a aeracao de todos os meios de acordo com o protocolo detalhado no capitulo 2.

Todos os dados de mortalidade e de desenvolvimento larval foram registra-
dos em planilha eletronica no Microsoft Excel®, calculando-se indicadores basicos
de estatistica descritiva. Para testar se houve diferencas na mortalidade média e no
tempo médio de desenvolvimento até a fase de pupa em cada condigao testada, os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) em software PAST (para
a=0,05).
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Ao fim de 10 dias, todos os imaturos expostos a maior concentracdao de nitro-

génio amoniacal (1200 mg/L) morreram antes de completarem todo o desenvolvi-

mento larval, tanto C. sancticaroli quanto Ae. aegypti (Tabela 7.2). A diferenca entre

as taxas de sobrevivéncia passa a ser diferente na concentracao de 800 mg/L em

que, mesmo que nao tenha sido uma diferenca significativa estatisticamente, ainda

representou a sobrevivéncia de 25% dos individuos de Ae. aegypti enquanto todas as

larvas de C. sancticaroli morreram. No entanto, a taxa de mortalidade larval no trata-

mento com a menor concentracdo testada foi significativamente menor, com 10% de

mortalidade para Ae. aegypti enquanto, nessa mesma condigao, todos os individuos

de C. sancticaroli morreram antes de se tornarem pupas (p <0.05).

Tabela 7. 2 - Mortalidade e pH médio para cada condicao testada em concentragao de efluente,
com base em nitrogénio amoniacal

Controle 1200 mg.L+ 800 mg.L 400 mg.L+
Taxa de 3% 100% 75% 10% 5 E_‘ ;
mortalidade e L
®) 0% 100% 100% 100%
C. sancticaroli
pH I'_E] 7304 8,338 8,358 8,256

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Além da diferenca de mortalidade para as duas espécies ao fim de 10 dias dos

testes, observou-se também distingdo na taxa de mortalidade ao longo dos dias.

Note que, mesmo na concentracdo mais alta de nitrogénio amoniacal em que ambas

as espécies tiveram todos os seus individuos mortos, as larvas de Aedes aegypti, con-

siderando sua totalidade, persistiram por mais tempo (Figura 7.6)
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Figura 7.6: Mortalidade média de larvas de Aedes aegypti e Chironomus sancticaroli em fungao do
tempo (dias) em diferentes concentragoes do efluente industrial

Mortalidade média Ae. aegypti por dia §~ ) Mortalidade média C. sancticaroli por dia
> t/ (

Nuamero de larvas (Ae. acgypti)
Numero de larvas (C. sancticaroli)

5 6 7 8 9 10 1 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)

~— Controle =——1200 mg/L -800 mg/L 400 mg/L ~— Controle

1200 mg/L 800 mg/L 400 mg/L

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Apesar do pico de mortes ser evidente nos primeiros 3 dias para C. sancticaroli,
ha um padrao de reducdo do nimero de mortes ao longo dos dias conforme a con-
centracao do efluente foi menor em nitrogénio amoniacal. O mesmo foi observado

com Ae. aegypti apesar do nimero total de mortes ser menor para esta espécie.

Ao observar o desenvolvimento larval de Ae aegypti nos ambientes contami-
nados e no experimento controle, observou-se que na menor concentracao de nitro-
génio amoniacal testada as larvas atingiram a fase de pupa, em média, 2 dias antes
que os individuos em ambiente descontaminado (Figura 7.7). Isso significa que nao
apenas a concentracdo menor matou menos como o proéprio efluente do meio nutriu
mais as larvas, de uma forma geral. Tal comparacao ndo foi possivel de ser realiza-
da com C. sancticaroli pois todos os individuos dessa espécie morreram nos meios

contaminados.
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Figura 7.7 - Tempo (dias) para desenvolvimento das larvas de Aedes aeQypti até
o estagio de pupa (agua de torneira e 400 mgN/L-1)

Tempo de desenvolvimento larval (Ae. aegypti)

Mimero de pupas

1 2 3 - 3 6 7 g 9 10

Tempo (dias)

=—(Controle =—300 mgl-1

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

7.5. Discussao

Na natureza, as espécies estdo submetidas a variacdes nos parametros am-
bientais e, devido as acdes antropicas, tais variacdes podem ser bruscas e atribuidas
a adicdo de contaminantes e poluentes, o que influencia no processo evolutivo. A
persisténcia das espécies a uma condicdo adversa, por exemplo, a exposigdo de uma
carga de poluentes pode ser determinante para a reproducao na fase adulta e gera-
cao de prole viavel. Nesse sentido, a sobrevivéncia de poucos organismos a menor
carga de nitrogénio amoniacal para Ae. aegypti pode ser resolutivo para a persistén-
cia da espécie sobre a persisténcia de C. sancticaroli, a partir do exemplo apresentado

em ambientes que contenham tal poluente.

Durant e Donini (2019) afirmaram que as larvas de Ae. aegypti apresentam
notavel capacidade em tolerar ambiente nitrogenado por meio de modulagao da
excrecdo de NH na papila anal, tornando possivel sua persisténcia e sobrevivén-
cia em ambiente indspito a diversos outros organismos (aqui cabe destacar como
exemplo o préprio C. sancticaroli). No entanto, é possivel observar por meio dos
resultados do presente capitulo que ha naturalmente um limite de concentracao em
nitrogénio que as larvas conseguem tolerar. Portanto, se o efluente compreender

lagoas superficiais em ambiente aberto, estara sujeito a ser diluido por eventos de
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precipitacdo, tornando possivel a reducdao da concentracao de NHe, como conse-

quéncia, possibilitando a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas.

Ha crescentes evidéncias provenientes de estudos em campo em diversas re-
gides tropicais que detectaram imaturos de Ae. aegypti em tanques sépticos conten-
do efluentes (ver BARRERA et al.,2008; BURKE et al., 2010; BANERJEE et al., 2015;
CHITOLINA et al., 2016). Considerando que nao houve diferengas na fonte e na
quantidade de alimento fornecido, possivelmente a concentracdo reduzida de ni-
trogénio amoniacal atuou como adicional nutritivo as larvas. Quando a alimentagao
nao é um recurso limitante na fase larval, o desenvolvimento até a fase adulta tende
a ser mais rapido e os mosquitos resultantes tendem a ser maiores (STEINWAS-
CHER, 2018; SOUZA et al., 2019). Em um estudo desenvolvido por Banerjee et al.
(2015), Ae. aegypti provenientes de desenvolvimento larval em tanques sépticos
apresentaram asas e reservas nutricionais maiores do que aqueles mosquitos cujo

desenvolvimento larval se deu em dguas livres de poluicao organica.

Este exemplo evidencia como a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas
em efluente nitrogenado pode prover mais um risco do descarte inadequado e nao
tratado de efluentes para satide ptblica. Ademais, ressalta a tolerancia do Ae. aegyp-
ti a poluentes orgéanicos e, como uma espécie relativamente abundante no ambiente
urbano, de facil coleta, ciclo de vida rapido, emerge a discussao sobre bioindica-
dores. Ao passo que C. sancticaroli nao sobreviveu a mesma exposicao ao efluente,
pOe a prova tal tolerancia a poluentes que o Ae. aegypti apresentou neste exemplo
pratico. Muito se deve as caracteristicas bioecologicas de ambas as espécies, o que
leva a questao essencial quando se quer avaliar o efeito de um dado contaminante

nos organismos aquaticos.

7.6. Dificuldades e recomendagoes: proximos passos

A utilizacdo de bioindicadores do ambiente aquatico é uma ferramenta essen-
cial que torna possivel estabelecer comparacao entre efeitos de diversos contami-
nantes devido o consenso entre cientistas e 6rgaos reguladores por meio de proto-
colos de testes. Dessa forma, garante-se que os métodos sejam os mesmos e assim a
comparagdo de efeitos é possivel. Nesse sentido, o uso do Ae. aegypti enquanto um
bioindicador de polui¢do ainda nado é padronizado e protocolado. Para isso, discus-
sOes sobre o tema devem continuar seguindo, incluindo investigagdes dos niveis de
sensibilidade de diversas cepas laboratoriais de Ae. aegypti as solugdes padrao de
sensibilidade, como KCl e/ou ao KCr,O..
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Embora Ae. aegypti também satisfaga alguns critérios bésicos para ser usado
como um organismo teste, sua interpretacdo deve ser sempre cuidadosa ao consi-
derarmos que esta espécie é um importante vetor de arboviroses. Sendo assim, con-
siderando sua relevancia epidemioldgica e seu status como espécie invasora, cabe
interpretar como bioindicador de poluicdo. No entanto, para testes em laboratdrio
ha uma grande dificuldade em fechar o ciclo do mosquito uma vez que as fémeas
precisam realizar o repasto sanguineo para ovipositar. Nem todo laboratério que
realiza testes ecotoxicoldgicos e possui estrutura bésica para cultivo dos organismos
é dotado de biotério autorizado ao manejo de cobaias para o devido fim. Isso limita
alguns resultados, mas nado inviabiliza a possibilidade de fechar o ciclo do mos-
quito, se for necessério, por meio de alimentadores artificiais que tém se provado
excelentes para substituir cobaias vertebradas (ver COSTA-DA-SILVA et al., 2013).

Por fim, encorajamos a escolha de espécies diferentes para serem testadas
como candidatas a novos organismos teste, pois toda nova forma de investigar os
efeitos que os contaminantes tém nos ecossistemas aquaticos continentais sdo im-
portantes para futura recuperacdo da satide dos sistemas aquaticos e das comunida-
des bioldgicas. No entanto, reforcamos que é essencial conhecer detalhadamente a
biologia da espécie escolhida e o seu papel funcional no ambiente. Dessa forma, os
resultados obtidos podem ter relevancia para se inferir no ambiente e este é o maior
objetivo da utilizagao de bioindicadores.
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Resumo

Algumas tecnologias podem auxiliar no monitoramento de espécies de mos-
quitos adultos transmissores de doencas. Uma abordagem que vem sendo estudada
nos ultimos anos é a identificagdo de espécies de mosquito por meio da frequén-
cia de batida de asas utilizando dispositivos constituidos por sensores dpticos ou
microfones. Este capitulo tem como objetivo fornecer informacdes sobre cada uma
destas abordagens, bem como suas vantagens e desvantagens. Também sao apre-
sentados os principais desafios na utilizagao destas tecnologias.

Palavras-chave: Frequéncia de batida de asas. Sensores 6pticos. Microfones. Condi-

¢Oes ambientais.

Abstract

Some technologies can assist in monitoring adult mosquito species. In recent
years an approach that has been studied is the identification of species through the
wingbeat frequency using devices consisting of optical sensors or microphones.
This chapter aims to provide basic information about each of these approaches, as
well as their advantages and disadvantages. The main challenges in the employ-

ment of these technologies are also presented.

Keywords: Wingbeat frequency. Optical sensors. Microphones. Environmental

conditions.

8.1. Aedes aegypti: um vetor historico

O Aedes aegypti teve origem no Egito e foi descrito pela primeira vez em 1762,
por Linnaeus, e acredita-se que o mosquito tenha chegado ao continente Americano
no periodo colonial, entre os séculos XVI e XIX, por meio de embarcagdes utilizadas
para o trafico de escravos (ZARA et al., 2016). Como abordado no capitulo anterior,
esta espécie é conhecida por ser o vetor de doengas como Zika, dengue, chikun-
gunya e febre amarela, consideradas de grande importancia para a sadde publica
(CARVALHO et al., 2014). A recente propagacao do Aedes aegypti e das doencas
transmitidas por este mosquito est4 associada a fatores como globalizacao, comér-
cio, viagens, urbanizacdo, bem como sistemas de abastecimento de 4gua inadequa-
dos (EBI e NEALON, 2016). Outras variaveis estao intrinsecamente relacionadas a
propagacao do Ae. aegypti e, consequentemente, as doengas causadas pelo mosqui-
to, como temperaturas locais adequadas associadas com altos niveis de precipitacao
e umidade, a proximidade dos centros urbanos e comunidades de baixa renda. Es-

sas interagOes entre fatores climaticos, socioecondmicos e outros fatores é complexa
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e varia espacial e temporalmente (BHATT et al., 2013). E importante ressaltar que o
controle desta espécie é um grande desafio para os 6rgaos de satde publica devido
a alta capacidade de adaptacdo do Ae. aegypti aos centros urbanos. A adaptacdo se
deve a fatores como a permanéncia viavel dos ovos em ambientes secos por até um
ano, a oviposigao espalhada em diversos locais e o ciclo de vida relativamente rapi-

do (6 a 10 dias na fase aquética, dependendo das condigdes ambientais).

No Brasil, a partir do século XX, a febre amarela urbana resultou em milhares
de mortes e os esforcos para o controle deste mosquito foram intensificados. Entre
os anos de 1958 e 1973 o Ae. aegypti chegou a ser erradicado do Brasil por duas ve-
zes. No entanto, em 1976, devido ao rapido crescimento populacional e as falhas
na vigilancia epidemiolégica, ocorreram os primeiros registros da reintroducao do
vetor no Brasil (ZARA et al., 2016).

As estratégias de controle vetorial convencionais mais utilizadas no Brasil com
a finalidade da reducao da populacdo dos mosquitos sdo compostas basicamente
pelo controle mecanico (eliminagdo dos criadouros das larvas), controle biolégico
(utilizacdo de predadores ou patégenos) e controle quimico (utilizagdo de produtos
quimicos), juntamente com a promocao de acdes educativas (ZARA et al., 2016).
No entanto, de acordo com Doug et al. (2015), estas estratégias sdo desafiadoras
em muitas partes do mundo devido a falta de recursos, falta de vontade politica e/
ou implementacao ineficaz dos recursos. O desenvolvimento de novas tecnologias
pode atualizar as estratégias e alavancar os esforcos no controle de vetores. Assim,
diversas tecnologias de controle vetorial tém sido estudadas, com diferentes meca-
nismos de acdo, como os compostos naturais (utilizados como uma alternativa dos
compostos quimicos), a Wolbachia (bactéria utilizada no controle biolégico), mosqui-
tos dispersores de inseticidas, dispositivos com inseticidas, mosquitos transgénicos,
mosquitos esterilizados por irradiagdo, roupas impregnadas com inseticidas, bem
como a combinagdo entre as técnicas, como por exemplo roupas e telas impregna-
das de inseticidas (ZARA et al., 2016).

No entanto, o controle efetivo de vetores requer sistemas de monitoramento
eficazes para avaliar os resultados e identificar as areas de maior risco de transmis-
sdo de patogenos (MOURA et al., 2020). De acordo com a Organizacao Mundial da
Satde (OMS, 2012) o monitoramento é fundamental em qualquer programa de pre-
vencao e controle da dengue, pois fornece informacdes necesséarias para a avaliagdo
de risco e orientacdo do programa, incluindo respostas a epidemia e avaliagdo do

programa. Essas informag¢des podem estar associadas a abundancia, variacao tem-
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poral e distribuicdo espacial de espécies de mosquitos vetores MUKUNDARAJAN
et al., 2017).

Em meados do século passado, pesquisadores relacionaram os sons emitidos
pelos mosquitos com as espécies destes insetos (KHAN et al., 1945). Desde entao
o estudo do som gerado pelos mosquitos tornou-se a base para diversas pesquisas
com foco no monitoramento de mosquitos transmissores de doencas (SOTAVAL-
TA, 1952; WISHART e RIORDAN 1959; BELTON e COSTELLO, 1979; OGAWA e
KANDA, 1986; BATISTA et al., 2011; ARTHUR et al., 2014; GENOUD et al., 2020).
Com o avango da tecnologia, diferentes métodos para detectar os sons foram aper-
teicoados e abriram-se novos horizontes, com possibilidades de empregar diversas
tecnologias, desde as mais simples, passando pelas mais aprimoradas e até uma
combinacado entre as técnicas.

Nos tltimos anos, dispositivos tecnolégicos tém sido desenvolvidos com o
intuito de monitorar os insetos de forma automaética, o que resulta em economia de
tempo e dinheiro. A maioria destes dispositivos é baseada em estratégias de cap-
tura que utilizam armadilhas compostas por atratores especificos, com o objetivo
de atrair e capturar as fémeas que estdo a procura de hospedeiros ou de locais para
ovopositar. Existem diversos tipos de armadilhas, com desenhos, materiais e atra-
tores distintos cujo custo pode variar relativamente (BATISTA et al., 2011). Assim
como existem diferentes métodos e dispositivos para identificar automaticamente
as espécies de mosquitos. Alguns dispositivos utilizam informacoes do mosquito
que sdo coletadas durante o voo, como por exemplo a frequéncia de batida de asa
(FBA), também conhecida como frequéncia fundamental. Esta revisdo apresenta as
principais tecnologias estudadas no monitoramento de mosquitos que utilizam a
frequéncia de batimento de asas para a identificagdo automatica de espécies e seus
desafios.

8.2 Materiais e Métodos

A revisao da literatura sobre os dispositivos tecnolégicos utilizados no moni-
toramento de mosquitos foi baseada em duas abordagens: sensores actsticos e 6p-
ticos utilizados na deteccdo de mosquitos por meio da FBA. Foram adotadas como
base de dados artigos publicados em revistas cientificas e conferéncias internacio-

nais no idioma inglés. No total, 33 artigos foram revisados, datando de 1945 a 2020.

8.3 Resultados e discussao

Os sons produzidos pelos mosquitos variam de acordo com a espécie e, por-

tanto, podem ser utilizados como uma informagao para identificar espécies (SILVA
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et al. 2015; GEBRU et al., 2018; POTAMITIS et al., 2018). Motivado por resultados
relatados em meados do século 20 (KAHN et al., 1945; WISHART e RIORDAN,
1959), na tltima década houve um aumento no namero de estudos que visam o de-
senvolvimento de um mecanismo automatico com o intuito de identificar diferentes
espécies de mosquitos usando o som emitido por eles. Diversos dispositivos tém
sido empregados para capturar a frequéncia de batimento de asa de insetos, desde
os mais antigos como o estroboscépio e o oscilégrafo (SOTAVALTA, 1952), micro-
fones (BELTON e COSTELLO, 1979; VILLARREAL et al., 2017) e os mais recentes,
como os sensores (BATISTA et al., 2011; GENOUD et al., 2020). A seguir sao descri-
tos os sensores actsticos e Opticos que podem ser utilizados no monitoramento de

mosquitos por meio da frequéncia de batida de asas desses insetos.

8.3.1 Sensores actuisticos

O som dos mosquitos pode ser capturado por dispositivos actsticos-eletroni-
cos como microfones que, juntamente com osciloscopios, permitem a analise da fre-
quéncia dos sinais gerados por estes insetos. O principio deste dispositivo é basica-
mente a deteccao do som emitido pelos mosquitos por meio do microfone durante
0 voo e o posterior processamento de dados pelo osciloscopio (Figura 8.1) (SANTOS
etal., 2019). Apesar de ser utilizado em diversos estudos (OGAWA e KANDA, 1986;
ARTHUR et al., 2014; SALIM et al., 2017; VILLARREAL et al., 2017), o microfone
apresenta algumas desvantagens em relagao a outros dispositivos, tais como: a ne-
cessidade de filtros para eliminar os ruidos externos (como carros, outros animais
ou o ruido ambiente), o que pode ser uma tarefa complexa e pode limitar o seu
uso em campo, além de requerer mais poder de processamento do sistema; maior
consumo de energia, uma vez que permanece o tempo todo de coleta dos dados
fazendo gravacdes; a distancia entre o inseto e o microfone deve ser curta; as gra-
vacOes geralmente sdo de curta duracao (POTAMITIS e RIGAKIS, 2016; SANTOS
et al., 2019); em laboratério, ocasionalmente ha a necessidade de estimular o voo
dos mosquitos artificialmente; em alguns casos, os insetos foram amarrados para
confina-los dentro do alcance do microfone (VILLARREAL et al., 2017). De acordo
com Potamitis e Rigakis (2016), o uso de microfones é impraticédvel para analisar a
frequéncia de batimento das asas de insetos que ndo estejam amarrados, especial-

mente no estudo com grande ntimero de insetos.
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Figura 8.1 - Principios de dispositivos actsticos-eletronicos.
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2019).

Apesar das desvantagens citadas, o desenvolvimento e o estudo dos sensores
actusticos com o objetivo de capturar os sons emitidos pelos mosquitos foi essencial
para o estabelecimento de métricas no monitoramento de mosquitos (SANTOS et
al., 2019). Ja a vantagem deste dispositivo é o facil acesso, estando comercialmente

disponivel em diversos locais.

Mais recentemente, surgiu uma nova abordagem com a utilizacdo de telefo-
nes celulares para gravar os sons emitidos pelos mosquitos, por meio de softwares de
gravacao de audio disponiveis gratuitamente nos telefones celulares (PARK et al.,
2020). Estudos demonstraram que até os modelos de celulares mais simples sao ca-
pazes de gravar sinais de &udio com qualidade suficiente para a posterior analise da
FBA e identificagdo da espécie. Os dados de dudio dos telefones celulares sdo com-
pilados e transferidos para um servidor para posterior processamento (SANTOS et
al., 2019). As vantagens da utilizacao deste método sdo o conhecimento da data e
da localizagdo geogréfica onde o sinal foi coletado, além das informacdes sobre os
sons dos mosquitos poderem ser adicionadas por diversos usudrios de telefones
celulares em diversos lugares, gerando o mapeamento da distribuicao das espécies.
No entanto, o mapeamento das espécies por meio de dados coletados por diferentes
usudrios so serd possivel se o som das batidas de asas de um mosquito coletado por
telefone celular puder ser analisado usando as mesmas meétricas e algoritmos de
identificacdo das espécies. Ou seja, os diferentes modelos de telefones devem regis-
trar dados acusticos quantitativamente equivalentes com perfis espectrais idénticos
(MUKUNDARAJAN et al., 2017).

No entanto, o uso de celulares para a coleta dos sons dos mosquitos também
possui algumas desvantagens: para a utilizagdo em campo, o usudrio deve seguir os

mosquitos em voo livre ou confinar os mosquitos em copos, garrafas ou sacos infla-
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dos para a coleta do som. E, assim como os microfones normais, o ruido ambiental
torna o som do mosquito imperceptivel. Outra desvantagem é que a orientacdo do
telefone celular (microfone) deve estar sempre em direcao ao mosquito, acompa-
nhando seu voo, uma vez que a sensibilidade acustica do telefone é direcional e
localizada ao redor do microfone principal. Assim, o sucesso do uso de telefones
celulares para capturar os sons dos mosquitos depende do envolvimento ativo do
usudrio, para manter a distancia e a orientacao adequadas do telefone em relacao
ao mosquito e evitar ruidos que podem ser provenientes de colisdes e arranhdes do
microfone (MUKUNDARAJAN et al., 2017).

8.3.2 Sensores 6pticos

Na década de 80 ja havia um estudo voltado para o desenvolvimento de sis-
temas automaticos para a deteccdo de insetos durante o voo com base no sensoria-
mento optoeletronico e sua andlise de sinal de espectro de frequéncia utilizando
tacometro 6ptico (MOORE et al., 1986). A saida do sensor foi direcionada para um
computador equipado com um conversor analégico-digital para monitoramento
do sistema em tempo real e um gravador de audio inserido em um analisador de
frequéncia para monitoramento posterior. As mudangas na intensidade da luz per-
cebidas por este sensor foram usadas como um gatilho para o inicio da gravagao
(SANTOS et al., 2019).

Estudos mais recentes consideram que um par de emissor e receptor de luz
cujas variacdes na luz, causadas por um inseto voador ao cruzar o feixe de luz, é
a base para sensores robustos, rapidos e que ndo sao influenciados por ruidos ex-
ternos (SANTOS et al., 2019). Desde entdo, diferentes tipos de sistemas utilizando
sensores Opticos foram estudados, desde os mais simples até os que empregam uma

combinacao sofisticada de sensores e detectores.

Em 2011, Batista e colaboradores desenvolveram um sensor capaz de monito-
rar em tempo real diferentes espécies de mosquitos durante o voo. Além de iden-
tificar as espécies, o sensor é capaz de distinguir o sexo e realizar a contagem dos
insetos. O sensor é composto por um LED infravermelho, dois espelhos paralelos e

um fototransistor (Figura 8.2).
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Figura 8.2 - Sensor 6ptico utilizado para capturar informagdes dos mosquitos durante o voo.

Luz
Infravermelha

Fototransistor
Espelho

LED Espelho

Infravermelho

Fonte: Adaptado de Souza et al. (2020).

Assim, quando um inseto cruza o feixe de luz laser, ocorre uma interrupgao
parcial da luz, gerando variacdes que sdo capturadas pelos fototransistores, e que
sdo registradas como sinal digital, uma espécie de assinatura do mosquito. Essa
assinatura refere-se especificamente a frequéncia de batida de asas, que varia de
espécie para espécie. Segundo os autores, a proposta do sensor é de que este seja
utilizado em conjunto com uma armadilha, permitindo que somente os insetos de

interesse sejam capturados (Figura 8.3).

Figura 8.3 - Armadilha equipada com sensor 6ptico utilizada para contar e identificar espécies de
mosquitos em tempo real.

Fonte: Souza et al. (2020).
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Esta é uma das vantagens da proposta, uma vez que a maior parte dos insetos
possuem um papel relevante para o equilibrio ecolégico. Outras vantagens sao: o
sensor nao detecta os ruidos externos, somente a FBA dos insetos, o que é muito
importante, principalmente para a utilizagdo em campo; o baixo custo do sensor de-
senvolvido pelos pesquisadores; a facilidade para coletar os dados de um ntimero
grande de mosquitos, o que permitiu a constru¢do de modelos de classificacdo com
grande ntimero de dados, que juntamente com a utilizagdo de um algoritmo sim-
ples aumentou a acuracia de identificacdo das espécies. De acordo com Silva et al.
(2015), esta tecnologia apresentou resultados superiores a 95% de acuracia. Este dis-
positivo também possui um conjunto de outros sensores que possibilitam a medi-
¢do da temperatura, umidade relativa do ar, luminosidade e altitude de cada dado
coletado, além da data e horario. Com isso, dados suficientes sdo gerados, o que

permite estudar a dindmica espacial e temporal do comportamento dos mosquitos.

Em 2014, Potamitis avaliou o emprego de um sensor 6ptico baseado em uma
fonte de luz laser acoplada a um fototransistor (receptor) na identificacdo de es-
pécies utilizando somente a FBA. Para isso utilizou um modelo probabilistico de
uma mistura de gaussianas complexas e que se mostrou eficaz em capturar as ca-
racteristicas do som das asas dos insetos. Segundo o autor, os dados gravados sdao
semelhantes a uma gravacao realizada por microfone. O autor destaca também que
as vantagens do sensor 6ptico em relagdo ao microfone é que o sensor ndo detecta
a interferéncia de ruidos externos. Além disso, estes dispositivos sdao muito mais
baratos do que microfones externos e mais robustos quando utilizados em campo,
pois esses sensores nao sao vulneraveis a umidade ou grandes variagcdes de tem-
peratura, ao contrario dos microfones. Em 2015, o autor, juntamente com Rigakis,
desenvolveram um sensor 6ptico com outra fonte de luz, a LED (Light Emitting Dio-
des), além da luz laser. Foram realizados experimentos com o intuito de comparar
o sensor Optico (e os dois tipos de luz) e o microfone na identificagdo de espécies
por meio da FBA. De acordo com os autores, tanto o sensor constituido pelo laser
quanto LED apresentaram performance semelhante ou até melhor que o microfone.
Segundo os autores os dispositivos optoactsticos podem substituir os microfones
na captura dos sons produzidos por insetos. Além disso, os autores afirmam que,
uma vez incorporados em armadilhas para insetos, os sensores ¢pticos mudardo a
maneira como o monitoramento de insetos é realizado atualmente (POTAMITIS e
RIGAKIS, 2015).

Em 2015 Ouyang et al., empregaram trés emissores de luz infravermelha nos
sensores para detectar a FBA de mosquitos automaticamente e identificar as espé-

cies e 0 sexo de cada inseto em tempo real utilizando Aprendizado de Maquina
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(Machine Learning). J& Mullen et al. (2016) utilizaram uma combinacdo de fontes
Opticas, detectores e softwares sofisticados para detectar e identificar insetos voa-
dores em tempo real. Além disso, o sistema pode eliminar os insetos por meio de
um pulso de laser letal. Gebru et al. (2018) utilizaram sensor 6ptico juntamente com
uma configuracdo complexa de espectroscopia de modulacao multibanda e laser
infravermelho para distinguir espécies de mosquitos transmissores de doencas du-
rante o voo. Este dispositivo permitiu capturar outras caracteristicas dos mosquitos,
além da FBA, como a refletancia, a razao espectral e o brilho dos mosquitos. No
entanto, estes equipamentos mais complexos somente podem ser utilizados em am-
bientes controlados, como em laboratérios, ndo podendo ser utilizados em campo
(GENOUD et al, 2019).

Embora tenham ocorrido importantes avangos no desenvolvimento dos sen-
sores Opticos, a maioria das abordagens Opticas estudadas foram implementadas
apenas como prototipos de laboratdrio. A utilizagao destes dispositivos em campo
resulta em novos desafios na calibracdo, avaliagdo de desempenho e estabelecimen-
to de novas métricas (SANTOS et al, 2019). Também sao necessarios mais estudos
no que diz respeito ao aperfeicoamento do processamento, armazenamento e trans-

missdo dos dados.

Apesar das vantagens e facilidades oferecidas pelos sensores 6pticos e micro-
fones na identificagdo de espécies de mosquitos, é importante ressaltar que algumas
caracterfsticas referentes aos mosquitos e também ao meio podem ser desafiadoras
quando utilizamos a FBA para tal tarefa. Alguns destes desafios encontram-se des-

critos a seguir.

8.3.3 Outros desafios na utilizacao da FBA para a identificacao de
espécies

Alguns fatores devem ser observados e levados em consideracao quando se
utiliza a FBA para a identificagdo de espécies de mosquitos utilizando microfones
ou sensores Opticos. Segundo Ouyang et al. (2015), algumas espécies de mosqui-
tos possuem FBA semelhantes, o que implica na sobreposicao da FBA das espécies
e, consequentemente, na impossibilidade de diferenciar tais espécies. Neste caso,
caracteristicas distintas e adicionais de batimento de asas devem ser consideradas
para melhorar a precisdo na identificacdo. Para Genoud et al. (2018), a precisao pode
ser aperfeicoada ao adicionar outras variaveis preditivas, como por exemplo o rit-
mo circadiano. Desse modo, ao registrar a hora e o local onde as medi¢des de campo
sdo realizadas, os dados sobre o ritmo circadiano da atividade de voo, juntamente

com a distribuicao espacial das espécies de mosquitos, podem aperfeicoar a preci-
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sdo na identificacao das espécies. Isso ocorre, pois, diferentes espécies de mosquitos
tém diferentes horarios de atividade biolégica. No entanto, estas varidveis devem

ser tratadas com cautela, uma vez que poderao induzir a um viés nos resultados.

Outro fator importante sao as condi¢des ambientais que podem alterar a FBA
dos mosquitos, e poucos estudos levaram em consideragado tais condigdes (SAN-
TOS et al., 2019). E comum, na natureza, encontrar mosquitos da mesma espécie,
porém com tamanhos diferentes. Este fato ocorre devido a fatores que podem al-
terar o tamanho do mosquito ainda na fase de larva, como disponibilidade de ali-
mento, densidade larval e temperatura da dgua durante o desenvolvimento das
larvas (VILLARREAL, 2017). Estudos também sugerem que outros fatores como a
temperatura (VILLARREAL, 2017), umidade do ar (STAUTON et al., 2019) e a ida-
de (OGAWA e KANDA, 1986) podem alterar a FBA dos mosquitos (SALIM et al.,
2017; VILLARREAL et al., 2017), o que torna a identificagdo das espécies ainda mais
desafiadora. O conhecimento destes fatores pode auxiliar no aperfeicoamento e na
acurdcia dos dispositivos que utilizam a FBA para a identificacdo de espécies. Desse
modo, ressalta-se a importancia de estudos sobre as diversas condi¢des ambientais
que podem impactar a frequéncia de batida de asas de diferentes espécies de mos-

quitos transmissores de doengas.

8.4 Consideragoes finais

Esta breve revisao forneceu informagdes essenciais sobre o emprego de sen-
sores acusticos e Opticos na identificacdo de espécies de mosquitos transmissores de
doencas utilizando a frequéncia de batimento de asas, bem como suas vantagens e
desvantagens. Também reforcou a necessidade do estudo das condigdes ambien-
tais que influenciam a FBA dos mosquitos. Os estudos realizados até o momento
levaram a avancos significativos no aperfeicoamento de cada tecnologia testada.
No entanto, ainda sao necessérios esforcos no que diz respeito ao monitoramento
em tempo real, com baixo custo e reduzido consumo de energia e exigéncia de pro-
cessamento. Desse modo, o monitoramento de mosquitos transmissores de doencas
poderé alcancar grandes regides, como bairros e até cidades inteiras, bem como

locais afastados, onde a presenca de especialistas para tal tarefa torna-se inviavel.
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Resumo

ndices bidticos elaborados com base em informagdes de espécies indica-

doras tém sido utilizados por Programas de monitoramento ambiental. O
presente capitulo tem como objetivo avaliar a resposta do indice bidtico, baseados
na comunidade Oligochaeta, em ambientes aquaticos localizados no Estado de Sao
Paulo sob diferentes padrdes de uso do solo, bem como determinar espécies nativas
com potencial indicador em relagao ao gradiente ambiental encontrado.

Palavras-chave: Biomonitoramento. Bioindicadores. Ecologia Aquatica

Abstract

Biotic indices developed based on indicator species information have been
used by Environmental Monitoring Programs. This chapter aims to evaluate the
response of the biotic index, based on the Oligochaeta community, in aquatic en-
vironments located in the State of Sao Paulo under different land use, as well as to
determine native species with a potential indicator in relation to the environmental

gradient found.

Keywords: Biomonitoring. Bioindicators. Aquatic Ecology

9. Introducao

A 4gua e o0s servigos ecossistémicos associados a rios e lagos desempenham
papel chave na sattde humana, refletindo diretamente no desenvolvimento social e
economico (CHENG et al., 2018). Sabemos que devido a extensdo das intervengdes
humanas, principalmente no territério associado a bacias hidrogréficas, a qualidade
dos recursos hidricos tem sido severamente comprometida. Isto se deve, principal-
mente, a crescente remogao de florestas nativas, visando a implementagao de areas
de cultivo e pastagem, bem como, a ampliagdo de polos urbanos, contribuindo de
forma decisiva para a redugao da qualidade e disponibilidade dos recursos hidricos
JAYAWARDANA et al., 2017).

Nesse cenario, torna-se urgente a necessidade de acessar o “status” ecologico
dos ecossistemas aquaticos continentais, bem como determinar como estes sdo afe-
tados pelas diversas acdes antropicas. Partindo desse principio, o diagndstico so-
bre estado de conservacdo dos mananciais hidricos, subsidiam estratégias adotadas
por 6rgaos gestores, visando a manutencdo da disponibilidade e qualidade deste
recurso. Como parte essencial do processo de gestdao dos recursos hidricos, pode-
-se destacar a abordagem baseada no emprego de indices bitticos, elaborados com
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base em informagoes de espécies indicadoras (HERMOSO et al., 2010; BIRK et al.,
2012). Esses processos visam avaliar de forma comparativa alteracdes em atributos
das comunidades biolégicas, avaliando ndo s6 pardmetros de diversidade e abun-

déncia, quanto a dominancia de espécies resistentes e a perda de espécies sensiveis
(BARBOUR et al., 1999).

Frente a importancia e urgéncia em diagnosticar e conservar os ecossistemas
aquaticos continentais, e por consequéncia garantir a integridade e disponibilidade
da d4gua como um recurso, essas ferramentas, baseadas em indices bidticos, vém
sendo incorporadas a programas de monitoramento de varios paises do globo, com
destaque para Inglaterra, Alemanha, Franca e Espanha, além da Austrélia e Estados
Unidos (Agéncia Nacional de Aguas - ANA, 2013). Comparado aos paises citados
anteriormente, no Brasil, o uso de indices biéticos em programas de diagnéstico da
qualidade de ecossistemas aquaticos continentais ainda é incipiente.

Dentre os grupos faunisticos usados em programas de avaliacdo e monito-
ramento da qualidade dos ecossistemas aquéticos, espécies de Oligochaeta foram
reconhecidas como valiosos bioindicadores (PRYGIEL et al., 2000), visto que esses

animais sdo especialmente sensiveis a polui¢do quimica e organica.

9.1 Comunidades de Oligochaeta na avaliacdo e monitoramento da
qualidade de ecossistemas aquaticos continentais

A Classe Oligochaeta (Annelida: Clitellata) é um dos grupos mais abundan-
tes da fauna continental aquatica, com aproximadamente 5.000 espécies descritas
(MARTIN et al., 2008). Com ampla distribuicao nesses ecossistemas, vermes oligo-

quetos desempenham importante papel em processos de decomposicao e ciclagem
da matéria organica (RISNOVEANU, 2008).

Espécies Oligochaeta sdo reconhecidas por sua mobilidade limitada, portan-
to, influenciadas pela composicao do habitat no qual se encontram (BEHREND et
al., 2012). Dessa forma, fatores ambientais como: tipo e condi¢ao do substrato (LA-
FONT et al., 2010; MORETTO et al., 2013), disponibilidade de oxigénio dissolvido
na agua (DORNEFELD et al., 2006), bem como condi¢des de condutividade elétri-
ca e concentragdes de nutrientes (nitrogénio e fésforo) (CORTELEZZI et al., 2017),
atuam de forma determinante na estruturacdo das comunidades Oligochaeta. Ain-
da, como exemplo de bons bioindicadores, cabe destacar espécies subfamilia Tubifi-
cinae, comumente registradas em ambientes organicamente enriquecidos, contendo

sedimentos lodosos e pouco oxigenados. Ademais, a ocorréncia destes organismos
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em grandes porcentagens pode descrever locais sob influéncia de micropoluentes
(ex.: metais e Bifenilos Policlorados - PCBs) (PRYGIEL et al., 2000).

Nesse contexto, tomando como base atributos estruturais das comunidades
Oligochaeta, a comunidade cientifica desenvolveu e normalizou alguns indices vol-
tados para o diagnoéstico da qualidade do sedimento/agua de ecossistemas aquéa-
ticos continentais. Uma das métricas de maior destaque é o Indice de Oligochaeta
Bioindicador da Qualidade do Sedimento (IOBS) (ROSSO et al., 1993). Este indice é
descrito segundo a férmula abaixo:

I0BS=10x5SxT! (01)

onde S é o namero total de espécies por amostra, e T é a porcentagem do grupo
Tubificidae dominante (com ou sem cerdas capilares) em relacdo ao ntiimero total
de oligoquetos. O indice varia de 0 (degradagdo maxima) a 3 ou mais (elevada qua-

lidade biol6gica do local).

Na comunidade europeia e na América do Norte, o emprego dessa aborda-
gem na avaliacdo da qualidade ambiental ja esta consolidado, tanto pela comuni-
dade académica (VERDONSCHOT, 2006; LAFONT et al., 2010, 2012; TIXIER et al.,
2011; VIVIEN et al., 2014), quanto por agéncias e comissdes gestoras (AFNOR, 2002;
AQEM consortium, 2002), por exemplo.

Nesse contexto, o presente capitulo tem como objetivo avaliar a resposta do
indice bidtico, baseados na comunidade Oligochaeta, (IOBS) em rios sob influén-
cia de diferentes padrdes de uso e ocupacao do solo de seu entorno (gradiente de
qualidade ambiental). Além deste objetivo, também buscamos determinar espécies
nativas com potencial indicador em relagao ao gradiente ambiental citado. Nossas
hipéteses foram organizadas da seguinte forma:

O IOBS responde de forma satisfatéria ao gradiente de qualidade ambiental,
variando positivamente de acordo com o aumento da conservacdao dos ambientes

aquaticos.

Espécies da familia Tubificidae tendem a ser indicadoras dos padrdes de uso

do solo considerados responsaveis pelo maior grau de degradacdo ambiental.

9.2 Metodologia

Para testar nossas hipéteses, amostragens das comunidades Oligochaeta fo-
ram realizadas em 14 (quatorze) trechos selecionados de rios localizados no Estado

de Sao Paulo. Esses trechos foram divididos em grupos representando diferentes
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impactos antrépicos, relacionados aos padrdes de uso e ocupagao do solo de seu

entorno. Para maiores detalhes vide quadro 1.

Quadro 01 - Descricao dos grupos analisados segundo padrao de uso e ocupacao do solo do entor-
no.

Grupo (c6digo) Descrigao
Trechos amostrados em rios localizados em ambientes urbano,

caracterizados pela auséncia de vegetagdo ciliar, e com acentuado
Urbano (URB) |Processo de erosdo nas margens e assoreamento. Também sao
registrados despejo de efluentes provenientes de esgoto doméstico. Este

grupo representa o estagio de maior degradagdo ambiental.

Trechos amostrados em rios localizados em ambientes sob influéncia

agricola, caracterizados pela auséncia parcial da vegetagao ciliar, e pela

Cana (CAN) presenca de cana-de-acicar em todo seu entorno. Este grupo é
classificado em o estagio intermedidrio de degradacdo ambiental.

Trechos amostrados em afluentes de baixa ordem (1° a 3°) do rio

Sapucai-Guact localizados no interior do Parque estadual de Campos

Referéncia do Jordao (PEC]). Estes ambientes sdo caracterizados pela presenca da

(REF) vegetacao ciliar intacta, e seu leito pedregosos, contendo corredeiras de

aguas limpidas e oxigenadas. Este grupo representa ambientes

preservados com influéncia antrépica praticamente nula.

9.3 Coleta e identifica¢ao da fauna

Amostras de sedimento dos trechos selecionados foram coletadas com auxilio
de amostradores limnolégicos do tipo rede em “D” e Surber (Figura 1 A e B), am-
bos com malha de 0,25 mm de abertura. O material coletado foi acondicionado em
recipientes plasticos de 500 ml, e imediatamente fixado em solucdo de formol 10%.
Encaminhadas ao laboratério, as amostras passaram por um minucioso processo de
triagem feito sob microscépio estereoscépico, onde os espécimes Oligochaeta foram

separados do sedimento.
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Figura 1 - Ilustra¢des dos amostradores limnoldgicos utilizados. A: Rede em “D”; B: Surber

A B
Malha de
250 um
Malha de \
250 um \
FIu)Et.)-
/
15cm

Fluxo

Fonte: adaptado de HAUER; RESH, 2017

Os organismos separados foram diafanizados em laminas semiperma-
nentes contendo lactofenol, e posterirormente identificados, até o nivel de espé-
cie. Este procedimento foi realizado segundo critérios taxonémicos adotados por
BRINKHURST; JAMIESON (1971), RIGHI (1984), BRINKHURST; MARCHESE
(1989) e TIMM (2009).

Os dados de abundéncia absoluta foram convertidos em informacdes de pre-
senga/auséncia, excluindo dessa forma, eventuais desvios relacionados a utilizagao

de amostradores limnolégicos distintos.

9.4 Analises estatisticas

Visando verificar a significAncia da resposta IOBS em ralacdo aos trechos agru-
pados segundo padrao de uso e ocupagao do solo foi utilizada ANOVA (a = 0,05).
Para determinacao das espécies indicadoras de cada grupo foi utilizada a Anélise
de Espécies Indicadoras (IndVal) (DUFRENE; LEGENDRE, 1997), associada ao tes-
te de significancia de Monte Carlo com 1000 permutacdes. A IndVal apresenta-se
como uma analise muito versétil, possibilitando a identificacao espécies caracteristi-
cas ou indicadoras em areas de monitoramento e conservacao, auxiliando o mapea-

mento da paisagem e em projetos de constituicao reservas naturais (DE CACERES;
LEGENDRE, 2009)

O célculo do IOBS, bem como as anélises estatisticas foram realizadas no sof-
tware R versao 3.1.1 (R CORE TEAM, 2020), com auxilio do pacote indicspecies (DE
CACERES; LEGENDRE, op. cit.).
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9.5 Resultados

Apos analise das 78 amostras dos trechos selecionados foram identificadas 29
espécies, divididas em 6 familias (Pristinidae, Naididae, Tubificidae, Alluroididae,
Opistocistidae e Enchytraeidae). Os géneros Oligochaeta com maior diversificacao
de espécies foram: Pristina (10 espécies), e Dero (05 espécies) (figura 2). Aproxima-
damente 58% dos géneros apresentaram apenas uma espécie identificada nos tre-
chos analisados.

Figura 2 - Numero de espécies identificadas separadas por género no presente estudo.
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Fonte: Elaboracao nossa (2021)

A Familia Tubificidae esteve representada por 3 tdxons (Limnodrilus, Aulo-
drilus limnobius e Bothrioneurum sp.), totalizando aproximadamente 10% da riqueza
de espécies registrada.

O IOBS apresentou comportamento de resposta claro de acordo com o gra-
diente de qualidade ambiental apresentado pelos grupos estudados. Os maiores
valores foram registrados no grupo REF (média = 4,7; DP = 1,8), seguido de CAN
(média = 2,1; DP =1,7) e URB (média = 1,5; DP = 1,1) (Figura 3). A anélise de va-
ridncia evidenciou o mesmo padrdo, detectando diferencas significativas (p = 0,000)
dos valores médios do IOBS em relacdo aos tratamentos (grupos) analisados, corro-
borando, desta forma, a hipotese i. Assim, podemos afirmar que o IOBS responde
satisfatoriamente ao gradiente de qualidade ambiental analisado, apresentando re-
lagao positiva ao aumento do grau de conservagao dos ambientes aquéticos (URB <
CAN < REF).
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Figura 3 - Média e Desvio padrdo dos valores de IOBS calculados para cada tratamento (gru-
po) analisado. As letras a e b designam resultados obtidos através da andlise pareada a posteriori
(Tukey, a = 0,05), realizada entre os tratamentos (grupos).

7,0
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5,0
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w ]
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Fonte: Elaboracado nossa (2021)

A andlise de espécies indicadoras (IndVal) permite a caracterizacdo das pre-
feréncias ambientais qualitativas das espécies-alvo e identifica tdxons indicadores
de grupos especificos de pontos amostrados. Assim, de acordo com os resultados
dessa andlise, dentre as 29 espécies registradas no presente estudo, apenas 14 foram
consideradas indicadoras dos grupos analisados (tratamentos URB, CAN, REF)
(Tabela 2).

Tabela 1 - Resultados da andlise de espécies indicadoras (IndVal) segundo os grupos de pontos

analisados (URB, CAN e REF). Comp. A: componente A; Comp B: componente B; p: significancia
estatistica (a = 0,05).

Espécie Comp. A Comp. B INDVAL p
URB
Pristina synclites 1,00 0,43 0,65 0,0005
CAN
Slavina evelinae 0,96 0,57 0,74 0,0002
Aulophorus costatus 1,00 0,29 0,54 0,0093
Dero digitata 1,00 0,29 0,54 0,0103
Allonais inaequalis 0,63 0,43 0,52 0,0057
Nais variabilis 0,79 0,29 0,48 0,0146
REF
Enchytraeidae 1,00 1,00 1,00 0,0001
Pristina osborni 1,00 0,83 0,91 0,0001
Pristina rosea 0,70 1,00 0,84 0,0001
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Chaetogaster diastrophus 1,00 0,58 0,76 0,0001
Nais communis 0,89 0,42 0,61 0,0012
Pristina proboscidea 1,00 0,33 0,58 0,002
Pristina sima 1,00 0,33 0,58 0,0032
Aulodrilus limnobius 1,00 0,33 0,58 0,0036

Para os ambientes urbanos (URB), apenas Pristina synclites foi selecionada
como espécie indicadora, com destaque a elevada especificidade dessa a elevado
grau de degradagdo (componente A = 1,00). Ainda sobre os ambientes com maior
nivel de degradacdo, foram selecionadas como indicadoras dos pontos influencia-
dos pela cultura de cana-de-actcar (CAN), as espécies Slavina evelinae, Aulophorus
costatus, Dero digitata, Allonais inaequalis e Nais variabilis. Os elevados valores regis-
trados do componente A (= 0,63) para essas espécies, também sugerem especificida-

de significativa aos ambientes desse grupo CAN.

A andlise dos ambientes considerados de referéncia (REF), revelou a selegao
de oito taxons indicadores, Enchytraeidae, Pristina osborni, Pristina rosea, Chaetogas-
ter diastrophus, Nais communis, Pristina proboscidea, Pristina sima, e Aulodrilus limno-
bius. Segundo valores do componente B da IndVal, que traduz o nivel de fidelidade
dos taxons ao grupo de pontos selecionados, destacamos Enchytraeidae e Pristina
rosea, ambos com resultados de fidelidade méxima a esses ambientes (Comp B =
1,00). Essa informacao é extremamente ttil, pensando na identificacdo de locais con-
servados e no estabelecimento destas dreas como prioritdrias na conservagao dos
mananciais hidricos.

Outro ponto de destaque, é a auséncia de espécies pertencentes a familia Tubi-
ficidae selecionadas como taxon indicador dos ambientes que representam padrdes
de uso do solo considerados responsaveis pelo maior grau de degradacdo ambiental
(URB e CAN), ao contrario do preconizado na hipétese ii. Essa informacao reforca
a necessidade de discussao e revisao das generalizagdes que consideram, de forma
genérica, as espécies da familia Tubificidae como sendo indicadoras de ambientes

degradados, fato este, ndo observado em nossa anélise.

Finalizando, o uso das informagdes provenientes das comunidades Oligochae-
ta em Programas de biomonitoramento demonstram-se eficientes na separacdo/
determinac¢do de ambientes segundo grau de degradacao, auxiliando no estabeleci-
mento de areas prioritarias visando a conservacao e gestao do territério, bem como
o uso de seus recursos. Ainda, cabe ressaltar que essa abordagem demanda ser usa-
da com cautela, pois ha necessidade do aprofundamento do estudo da Taxonomia/

Sistematica da Classe Oligochaeta, e consequente ampliacdo no conhecimento da
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biologia das espécies. Somente desta forma, as anélises poderao ser refinadas e livre
de erros conceituais.

Referéncias

AFNOR. Détermination de l'indice oligochétes de bioindication dés sédiments
(IOBS) NF T 90-390. 11p., 2002.

AGENCIA NACIONAL DE AGUAS - ANA. Conjuntura dos recursos hidricos no
Brasil 2013. Brasilia. 432p., 2013.

AQEM consortium. Manual for the application of the AQEM system. A compre-
hensive method to assess European streams using benthic macroinvertebrates,
developed for the purpose of the Water Framework Directive. Version 1.0, 2002.

BARBOUR, M.T.; J. GERRITSEN, B.D.; SNYDER, ].B. STRIBLING. Rapid Bioas-
sessment Protocols for use in Streams and Wadeable Rivers: Periphyton, Benthic

Macroinvertebrates and Fish. 2 Ed. EPA (U.S. Environmental Protection Agency)
Office of Water; Washington, D.C. 339 p., 1999.

BEHREND, R.D.L., TAKEDA, A.M., GOMES, L.C., FERNANDES, S.E.P. Using Oli-
gochaeta assemblages as an indicator of environmental changes. Brazilian Jornal of
Biology, v. 72, n. 4, p. 873-884, 2012.

BIRK, S.; BONNE, W.; BORJA, A.; BRUCET, S.; COURRAT, A.; POIKANE, S. Three
hundred ways to assess Europe’s surface waters: an almost complete overview of
biological methods to implement the Water Framework Directive. Ecol. Indic., v.18,
p. 31-41, 2012.

BRINKHURST, R.O., JAMIESON, B.G.M. Aquatic Oligochaeta of the world. Uni-
versity of Toronto Press. 860p., 1971.

BRINKURST, R.O.; MARCHESE, M.R. 1989. Guia para la identificacién de oligo-
quetos acuaticos continentales de Sud y Centroamerica. Santa Fé: Asociacion de
ciencias naturales del litoral. 207p., 1989.

CHENG, X,; CHEN, L.; SUN, R.; KONG, P. Land use changes and socio-economic
development strongly deteriorate river ecosystem health in one of the largest basins
in China. Science of the Total Environment, v. 616-617, p. 376-385, 2018.

CORTELEZZ], A.; ARMENDARIZ, L.; SIMOY, M.V.; MARINELLI, C.B.; CEPEDA,
R.E.; RODRIGUES CAPITULO, A.; BERKUNSKY, I. Site-occupancy modelling: a

new approach to assess sensitivity of indicator species. Ecological Indicators, v.
79, p. 191-195, 2017.

DE CACERES, M.; LEGENDRE, P. Associations between species and groups of
sites: indices and statistical inference. Ecology, 2009.

DORNFELD, C.B., ALVES, R.G., LEITE, M.A., ESPINDOLA, E.L.G. Oligochaeta in
eutrofic reservoir: the case of Salto Grande reservoir and their main affluent (Amer-
icana, Sao Paulo, Brazil). Acta Limnologica Brasiliensia, v.18, n.2, p.189-197, 2006.

Guilherme Rossi Gorni, Mariana Futenma de Lima, Douglas Aparecido Girolli, Juliano J. Corbi



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES 207
PARA ANALISES

DUFRENE, M.; LEGENDRE, P. Species assemblages and indicator species: the need
for flexible asymmetrical approach. Ecological Monographs, v.67, n. 3, p. 345-366,
1997.

HAUER, F. R.; RESH, R. Chapter 15: Macroinvertebrates. In: HAUER, F. R.; LAM-
BERTI, G. Methods in Stream Ecology. Second Edition, Academic Press. 506p.,
2017.

HERMOSO, V.; CLAVERO; M., BLANCO-GARRIDO, F.; PRENDA, ]. Assessing
the ecological status in species-poor systems: a fish-based index for Mediterranean
Rivers (Guadiana River, SW Spain). Ecological Indicators, v. 10, p. 1152-1161, 2010.

JAYAWARDANA, ], GUNAWARDANA, W, UDAYAKUMARA, E.; WEST-
BROOKE, M. Land use impacts on river health of Uma Oya, Sri Lanka: implications
of spatial scales. Environ. Monit. Assess., v. 189, p. 189-192, 2017.

LAFONT, M.; JEZEQUEL, C; VIVIER, A.; BREIL, P.; SCHMITT, L.; BERNOUD, S.
Refinement of biomonitoring of urban water courses by combining descriptive and
ecohydrological approaches. Ecohydrol. Hydrobiol., v. 10, p. 3-11, 2010.

LAFONT, M.; TIXIER, G.; MARSALEK, J.; JEZEQUEL, C.; BREIL, P.; SCHMITT, L.
From research to operational biomonitoring of freshwaters: a suggested conceptual
framework and practical solutions. Ecohydrol. Hydrobiol., v. 12, p. 9-20, 2012.

MARTIN, P.; MARTINEZ-ANSEMIL, E.; PINDER, A.; TIMM, T.; WETZEL, M.].
Global diversity of oligochaetous clitellates (Oligochaeta: Clitellata) in freshwater.
In: BALIAN, E.V.; LEVEQUE, C.; SEGERS, H.; MARTENS K. Freshwater animal
diversity assessment. Hydrobiologia, v. 595, n. 1, p. 117-127, 2008.

MORETTO, Y.; SIMOES, N.R.; BENEDITO, E.; HIGUT], J. Effect of trophic status
and sediment particle size on diversity and abundance of aquatic Oligochaeta (An-
nelida) in neotropical reservoirs. Annales de Limnologie - International Journal of
Limnology, v.49, n.1, p.65-78, 2013.

PRYGIEL, J.; ROSSO-DARMET, A.; LAFONT, M.; LESNIAK, C.; OUDDANE, B.
Use of oligochaete communities for assessment of ecotoxicological risk in fine sed-
iment of rivers and canals of the Artois-Picardie water basin (France). Hydrobiolo-
gia, v. 410, p. 25-37, 2000.

R CORE TEAM. R: A language and environment for statistical computing. R Fou-
ndation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2020.

RIGHI, G. Manual de identificacdo de invertebrados limnicos do Brasil. CNPQ/
Coordenacao Editorial. 49p., 1984.

RISNOVEANU, G. Oligochaeta assambleges as service providing units in the Danu-
be Delta shalow lakes. Limnological reports, v. 37, p. 127-131, 2008.

ROSSO, A. LAFONT, M. EXINGER A. Effets des métaux lourds sur les peuple-
ments d'oligochetes de I'Ill et de ses affluents (Haut-Rhin, France). Annls. Limnol.,
v. 29, n. 3-4, p. 295-305, 1993.

Capitulo 9 )
RESPOSTA DA COMUNIDADE OLIGOCHAETA (ANNELIDA: CLITELLATA) EM AMBIENTES AQUATICOS SOB DIFE-
RENTES USO DO SOLO



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
208 TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES
PARA ANALISES

TIMM T. A. Guide to the freshwater Oligochaeta and Polychaeta of Northern and
Central Europe. Lauterbornia, v. 66, p. 1-235, 2009.

TIXIER, G.; LAFONT, M.; GRAPENTINE, L.; ROCHFORT, Q.; MARSALEK, J. Eco-
logical risk assessment of urban stormwater ponds: literature review and proposal
of a new conceptual approach providing ecological quality goals and the associated
bioassessment tools. Ecological Indicators, v. 11, p. 1497-1506, 2011.

VERDONSCHOT, P.F.M. Beyond masses and blooms: the indicative value of oligo-
chaetes. Hydrobiologia, v. 564, p. 127-142, 2006.

VIVIEN, R.; TIXIER, G.; LAFONT, M. Use of oligochaete communities for assessing
the quality of sediments in watercourses of the Geneva area (Switzerland) and Ar-
tois-Picardie basin (France): proposition of heavy meta.

Guilherme Rossi Gorni, Mariana Futenma de Lima, Douglas Aparecido Girolli, Juliano J. Corbi



CAPITULO 10

GUIA PRATICO PARA IDENTIFICAGAO DE
GENEROS OLIGOCHAETA (ANNELIDA:
CLITELLATA) EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS

PRACTICAL GUIDE FOR THE IDENTIFICATION
OF OLIGOCHAETA GENERA (ANNELIDA:
CLITELLATA) IN AQUATIC ECOSYSTEMS

Guilherme Rossi Gorni!
Douglas Aparecido Girolli*
Mariana Futenma de Lima?®

DOI: 10.46898 /rfb.9786558891321.10

1 Programa de Pés-graduagdo em Desenvolvimento Territorial e Meio Ambiente da Universidade de Araraquara -
PPGDTMA UNIARA. * grgorni@uniara.edu.br

2 Programa de Pés-graduacdo em Desenvolvimento Territorial e Meio Ambiente da Universidade de Araraquara -
PPGDTMA UNIARA. htéps: / /orcid.org/0000-0003-2063-0053. douglasgirolli@gmail.com

3 Prog;‘ama de Pés-graduacdo em Desenvolvimento Territorial e Meio Ambiente da Universidade de Araraquara -
PPGDTMA UNIARA. https:/ / orcid.org/0000-0002-5574-3106. futenmal9@gmail.com



mailto:douglasgirolli@gmail.com

INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
210 TES AQUATICOS CONTINENTAIS: METRICAS E RECORTES
PARA ANALISES

Resumo

Guias de identificacdo sdo de extrema importancia para atrair novos pes-
quisadores e consequentemente, aumentar o conhecimento da distribui-
cao geogréfica e das comunidades de organismos indicadores. Este guia descreve e
ilustra os métodos e caracteres necessarios para identificar os principais géneros de
oligoquetos aquéticos de ambientes antropizados. Cerca de 40% dos géneros regis-
trados no Brasil, sdo apresentados neste capitulo.

Abstract

Identification guides are extremely important to attract new researchers and,
consequently, increase the knowledge of the geographical distribution and the com-
munities of indicator organisms. This guide describes and illustrates the methods
and characters necessary to identify the main genera of aquatic Oligochaeta from
anthropogenic environments. About 40% of the genera registered in Brazil, are pre-

sented.

10. Introducao

Esta contribuicdo tem como objetivo fornecer uma lista dos géneros de oligo-
quetas de dgua doce mais ocorrentes em ecossistemas aquaticos antropizados do
Brasil. Devido a funcionalidade deste capitulo, a numeracdo das paginas do livro

foi reiniciada.

Embora o conhecimento de oligoquetos no brasil tenha crescido muito desde
os primeiros trabalhos de Ernesto Marcus na década de 40, a tltima chave publi-
cada, em portugueés, foi a de Gilberto Righi, em 1984. A elaboragdo de chaves de
identificacdo é de extrema importancia para atrair novos pesquisadores e conse-
quentemente, aumentar o conhecimento da distribuicdo geogréfica e das relagdes

ecologicas destes organismos.

Consideramos que este guia pratico pode ser valioso para pesquisadores que
desejam aprofundar a identificacdo taxonémica em trabalhos com macroinverte-
brados aquaticos, mesmo que estes ndo sejam especialistas em anelideos. Buscamos
combinar fotografias de caracteres taxondmicos usados para distinguir grupos em
uma sequéncia de decisdes que, poderao reduzir o tempo e facilitar o aprendizado
na identificacdo dos principais géneros aquaticos de Oligochaeta que ocorrem no

Brasil.
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A caracterizagdo de cerdas e 6rgaos reprodutivos internos sdo cruciais para a
sistemdtica de oligoquetos, mas ndo sdo absolutamente necessarios para a identi-
ficagdo rotineira. A presente chave de identificagdo indica os principais caracteres
de diagnéstico taxonémico, que embora esteja simplificada, esta abordagem utiliza
principalmente estruturas externas mais necessarias para a identificacdo em nivel

de género, visiveis sob um microscépio 6ptico.
10.1 Subclasse Oligochaeta

O taxon Oligochaeta (Annelida: Clitellata) estd inserida no Filo Annelida. A
principal caracteristica do filo é o metamerismo, isto é, o corpo anelideo consiste
em uma série de segmentos similares a anéis, dispostos ao longo do eixo anteropos-
terior, frequentemente visiveis externamente (TIMM, 2009; MUGNAI et al., 2010;
RODRIGUEZ; REYNOLDSON, 2011).

Classificar este tdxon ainda hoje é uma problematica para os pesquisadores,
especialmente para os organismos aquaticos. Ha muito se suspeita do grupo Oligo-
chaeta ser parafilético (ERSEUS, 1987), e isto, se confirmou no inicio dos anos dois
mil por meio de pesquisas moleculares (MARTIN, 2001; SIDDALL et al., 2001).

Desta maneira, Clitellata se tornou sindbnimo de Oligochaeta, logo, a “subclas-
se” Oligochaeta inclui, portanto, dentre os clitelados, os Oligochaeta sensu stricto,
os Branchiobdellida, os Acanthobdellida e os Hirudinea; ainda dentro do mesmo
filo, Annelida, estdo os taxons ndo-clitelados, Aphanoneura e Polychaeta (SKET;
TRONTELJ, 2007, TIMM; MARTIN, 2015, VERDONSCHOT, 2015; MARCHESE;
ALVES, 2020). Para mais detalhes ver Verdonschot (2015).

Cerca de 5.000 espécies sdo validamente reconhecidas (ERSEUS, 2005) entre
cerca de 30 familias (TIMM; MARTIN, 2015), embora predominantemente terrestres
(megadrile) os oligoquetos também ocorrem em ambientes marinhos, estuarinos e
dulcicolas (microdrile) (BALIAN et al., 2007, MARTIN et al., 2008). Aproximada-
mente 1.700 espécies sdo aquaticas, sendo 600 marinhas (ERSEUS, 2005) e cerca de
100 sdo encontradas em aguas subterraneas (DES CHATELLIERS et al., 2009). Em
ambientes limnicos, a Subclasse Oligochaeta possui relativa representatividade na
fauna de macroinvertebrados aquéticos, sendo um dos tdxons mais dominantes em
sedimentos de dgua doce (VIVEN et al., 2014).

No Brasil, o namero de espécies registradas é de 101 (SILVA, 2017), onde 77
delas foram encontradas no estado de Sao Paulo (GORNI et al., 2015; GIROLLI et al.,
2018; GIROLLI et al., 2020). Estes organismos podem ser encontrados em diversos
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tipos de substratos, como, arenosos e argilosos (DORNFELD et al., 2006; ALVES et
al., 2008; PETSCH et al., 2013; 2015), contendo folhicos (GORNI; ALVES, 2012) e em
ambientes enriquecidos por matéria organica (BEHREND et al., 2012). Estes vermes
também sdo encontrados aderidos a outros organismos, como bridfitas e macroéfitas
aquaticas (CORREIA; TRIVINHO-STRIXINO, 1998; TRIVINHO-STRIXINO et al.,
2000; ALVES; GORNI, 2007; GORNI; ALVES, 2007; SANCHES et al., 2016a), espon-
jas (GORNI; ALVES, 2008), moluscos gastrépodes (GORNI; ALVES, 2006), larvas de
insetos (CORBI et al., 2004), e anfibios (ODA et al., 2015) que por estes, podem ser
transportados para tanques de bromélias (LOPEZ et al., 1999; 2005).

10.2 Coleta, preservacao e montagem de laminas

O método de coleta varia de acordo com o ambiente a ser amostrado e os ob-
jetivos do trabalho. Basicamente, existem trés tipos de amostradores (redes, delimi-
tadores e pegadores) para coleta de oligoquetos.

As Redes com de malha de 0,25 mm de abertura (por exemplo Rede em “D”)
sdo muito utilizadas em bancos de macroéfitas ou em riachos rasos. Podem ser em-
pregadas na amostragem de dados qualitativos ou semiquantitativos, para isto, o
esforco amostral deve ser padronizado temporal ou espacialmente. Delimitadores,
sao redes (com 0,25 mm de abertura) associadas a delimitador de area (por exemplo
“Surber”). Estes sdo empregados na amostragem de dados quantitativos, usados
em riachos rasos com fundo pedregoso ou de cascalho. Pegadores de sedimento sao
utilizados em ambientes profundos. O pegador Ekman-Birge melhor se adequa a
coleta de amostras de ambientes lénticos, ja os pegadores van Veen e Ponar a am-

bientes 16ticos.

O processo de triagem deve ser feito com cuidado, pois frequentemente este
processo causa danos e perda de estruturas nos organismos, inviabilizando a iden-
tificacdo de varios naidideos, por exemplo. O sedimento ou substrato é lavado so-
bre peneira com malha de 0,25 mm, sendo posteriormente, depositado em bandeja

branca sobre fonte de luz, permitindo a visualizagdo dos organismos.

Para a fixacdo de invertebrados sem exoesqueleto, como os oligoquetos, Vi-
vien et al. (2018) recomendam o uso de formaldeido tamponado neutro no maximo
por quatro semanas, e etanol absoluto para preservacao a longo prazo. Este pro-
cesso garante a preservacao significativa dos tecidos e DNA. No entanto, como o
formaldeido é levemente toxico para o pesquisador, pode-se fixar e preservar em
etanol 70% (TIMM, 2009).
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A montagem das ldminas pode seguir dois caminhos, permanente ou tempo-

rario. Apresentaremos a seguir o processo de montagem de laminas temporérias.

Duas solugdes podem ser usadas neste processo, lactofenol Ammans reco-
mendado por Brinkhurst e Marchese (1989) ou glicerina (TIMM, 2009). O lactofe-
nol exibe estruturas as cerdas com muita eficiéncia, mas pode destruir os tecidos
moles rapidamente. Ao contrdrio, com a glicerina pode-se seguramente reinserir
os animais em etanol para preservacao ou estudos futuros. No caso da glicerina é
razoavel deixa-los de molho por varias horas ou dias antes de monta-los sob uma

laminula.

Ap6s a escolha da solugao a ser utilizada, basta colocar uma ou duas gotas sob
a lamina. Coloque o oligoqueto por alguns segundos sobre um papel-toalha para
remover o excesso da solucao em que estava preservado. Insira os animais sobre as

gotas da lamina e os cubra com a laminula.

10.3 Identificacao

A identificagdo dos oligoquetos em sua forma mais pratica deve seguir alguns

passos essenciais:

Primeiro, identifique as extremidades anterior e posterior, e as faces dorsal e
ventral. A extremidade anterior é geralmente mais espessa, enquanto a porcao da
cauda é mais alongada e uniforme. O primeiro segmento recebe o nome de prosto-
mio, este, é sempre desprovido de cerda, e em sua face ventral esta posicionada a
abertura oral. Em alguns oligoquetos, o prostdmio pode conter uma projecao, que
recebe o nome de probdscide. A contagem de segmentos (feita em algarismos ro-
manos) segue os feixes cerdais iniciando em II, até o altimo segmento chamado de

pigidio. Todos estes caracteres taxondmicos podem ser analisados na figura 1.
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Figura 1. Visao externa das estruturas corporais de Oligochaeta.
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Fonte: Elaboracao nossa (2021).

O segundo passo de identificacao é a classificagdo das cerdas ventrais e dor-
sais. As cerdas ventrais sdo geralmente bifidas, algumas espécies maduras podem
apresentar cerdas genitais geralmente entre os segmentos X-XIII (Figura 2). As cer-
das dorsais sao divididas em dois grupos: acicular e capilar. As cerdas aciculares
sdo variadas, no entanto, sdo cruciais para a sistemaética de oligoquetos. Estas cerdas
se apresentam nos formatos, unicaspide, bifida, pectinada, palmada, plumosas ou
serrilhadas. Ja as capilares, sdo cerdas longas e finas como o proprio nome sugere
(Figura 3).
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Figura 2. Cerdas anteriores ventrais (A, B e C) e cerdas genitais (D) de oligoquetos aquaéticos.

Fonte: Elaboragado nossa (2021).
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Figura 3. Cerdas dorsais de oligoquetos aquaticos. A - capilar serrilhada (c) e acicular unictspide
(a); B - capilar unictspide (c) e acicular bifida com dentes curtos (a); C - capilar unictspide (IC)) e
acicular palmada (a); D - capilar unictispide (c) e acicular com forma de remo (a); E - acicular bifida
com dentes longos (a) e capilar unictspide (c).

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Outros caracteres externos essenciais para a identificacao além das cerdas,
sdo a presenca de papilas na superficie corporal; bainha peniana, bem distinguivel
em espécimes maduros de Tubificideos; e na regido posterior, apéndices caudais e
branquias. As branquias podem circundar o pigidio, ou estar presentes em varios

segmentos da regido posterior (Figura 4).
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Figura 4. Caracteres taxondmicos externos de oligoquetos aquéticos. Papilas (A), Bainha peniana
(B) e branquias (C e D).

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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10.3.1 Familias
Naididae

Os naidideos apresentam como caracteristicas morfoldgicas gerais: presenca
de olhos ou nao; prostomio geralmente bem desenvolvido; cerdas ventrais come-
cam em II (mais de duas por feixe), bifidas, raramente unictspides; cerdas dorsais
presentes ou ausentes que podem comecar a partir do segmento IV. As cerdas ca-
pilares quando presentes sdo acompanhadas por cerdas aciculares visivelmente di-
ferentes das ventrais (Figura 5) que podem ser bifidas, unictspides, espatuladas ou
pectinadas. Espécimes maduros sexualmente apresentam clitello em V e VIII; cerda
genital presente ou ausente; pode apresentar branquias ciliadas ao redor do anus
(pigidio) (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MARCHESE; ALVES,
2020) .ttt ee (Pagina 222)

Fonte: Elaboracao nossa (2021).

Guilherme Rossi Gorni, Douglas Aparecido Girolli, Mariana Futenma de Lima



INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE EM AMBIEN-
TES AQUATICOS CONTINENTA]S: METRICAS E RECORTES 219
PARA ANALISES

Pristinidae

Prostomio pode apresentar probdscide ou nao; olhos geralmente ausentes;
cerdas dorsais geralmente comecam em II; cerdas capilares e aciculares unictspides
ou bifidas, com dentes curtos ou longos (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE,
1989; MARCHESE; ALVES, 2020).

Esta familia apresenta apenas um género, Pristina. Abaixo, apresentamos ima-
gem de individuo deste género com probdscide presente no prostomio (mas pode

estar ausente) e onde as cerdas dorsais iniciam (Figura 6).

Observagao: espécimes com probodscide, aciculares unictispides, que apresen-
tam trés projecdes no extremo posterior do corpo sao opistocistideos (BRINKHURST;
MARCHESE, T989) ..ottt ettt (Abaixo)

Figura 6. Pristina sp. (Pristinidae: Oligochaeta) com probéscide e inicio das cerdas dorsais no seg-
mento II.

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Opistocystidae

A familia Opistocystidae possui apenas o género Opistocysta. A caracteristica mais mar-
cante é a presenca de apéndices caudais. As cerdas capilares podem ser unictispide ou serrilha-
das, como mostra a figura 7 (MARCHESE; ALVES, 2020) .........ccccoveeceinniecnnnns (Abaixo)

Figura 7. Estruturas externas de Opistocysta sp. (Opistocystidae: Oligochaeta). A - visdo geral; B -
probéscide; C - apéndices caudais.

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Tubificidae

Os tubificideos apresentam como caracteristicas morfolégicas gerais: prostomio
sem proboscide; cerdas ventrais e aciculares sem nenhuma diferenciagdo, comegando
em II (Figura 8). Cerdas bifidas, raramente unictspides; cerdas capilares unictspides
presentes ou nao. Bainha peniana presente ou ausente; branquias ausentes ou presen-
tes nos segmentos posteriores como projegdes filiformes (RIGHI, 1984; BRINKHURST;
MARCHESE, 1989; MARCHESE; ALVES, 2020) ......cccccocevinininiiininiiiiiiinne (Pagina 228)

Figura 8. Semelhanga entre as cerdas aciculares (A) e ventrais (B) de um Tubificidae (Oligochaeta).

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Cerdas dOorsais QUSENTES .......cc.eceeeeeeieieieieriesieseete e ee e sse e sreeeeenas (Abaixo)

Cerdas dorsais iniciando a partir de IV ..........ccoeiiininninnne. (Pagina 223)
Chaetogaster

Prostomio geralmente bem desenvolvido; cerdas dorsais ausentes, suposta-
mente associado a grande modificacdo da faringe; cerdas ventrais bifidas, raramen-
te unictspides, conforme figura 9 (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989;
MARCHESE; ALVES, 2020).

Figura 9. Visao geral de um Chaetogaster sp. (Naididae: Oligochaeta).

Fonte: Elaboracdo nossa (2021).
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Presenca de papilas na parede corporal ...........cccccceevruccuinnne. Slavina (Abaixo)
Presenca de branquias na extremidade posterior ........................... (Pagina 224)
Parede corporal sem papilas e, bradnquias ausentes ....................... (Pagina 226)
Slavina

Olhos presentes ou nado; cerdas dorsais comecam entre IV e VII, cerdas capi-
lares lisas, mais longas em V ou VI em algumas espécies; cerdas aciculares finas,
unictspides, com ponta aumentada ou ligeiramente bifidas; cerda peniana presen-
te. Parede corporal coberta por papilas sensoriais, com secrecdo de substancia que
incorpora bactérias e outras particulas estranhas, que podem dificultar a visualiza-
¢do das cerdas (Figura 10) (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MAR-
CHESE; ALVES, 2020).

Figura 10. Visdo geral de Slavina sp. (Naididae: Oligochaeta) (A), com detalhe para papilas e mate-
riais aderidos ao corpo (B).

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Branquia sem palpos .........cccoeuciiiriniiiic e Dero (Abaixo)
Branquia com palpos ........ccceveiviiiiiiniiiniice Aulophorus (Pagina 225)
Dero

Apresentam como uma de suas caracteristicas morfolégicas principais a pre-
senca de fossa branquial na parte posterior do corpo (Figura 11). Cerdas dorsais
comecam em IV - VI; capilares e aciculares bifidas, pectinadas ou palmadas; cerdas
ventrais de II - V geralmente de tamanho e/ou forma diferente das restantes; cerdas
penianas presentes ou nao (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MAR-
CHESE; ALVES, 2020).

Figura 11. Fossa branquial de Dero sp. (Naididae: Oligochaeta).

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Aulophorus

Sua principal caracteristica morfologica que o diferencia é, além das bran-
quias, a presenca de projecdes na parte inferior da fossa branquial denominadas
palpos (Figura 12); cerdas dorsais comegas em IV, V, VI; cerdas ventrais de II - V
com formato e/ou tamanho igual ou diferentes das seguintes; cerdas penianas ge-
ralmente ausentes (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MARCHESE;
ALVES, 2020).

Figura 12. Fossa branquial de Aulophorus sp. (Naididae: Oligochaeta) (A), com detalhe para os pal-
pos (B e C).

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Cerdas aciculares apresentam o mesmo padrao ...........ccc.ceceucueeee Nais (Abaixo)
Cerdas aciculares com variacdo entre os segmentos ........ Allonais (Pagina 227)
Nais

Olhos geralmente presentes; cerdas dorsais comecam entre V e VI; cerdas ca-
pilares e aciculares unictispides ou bifidas, ou espatuladas; cerdas ventrais mudam
de forma entre V e VI, diferenga evidente na maioria das espécies, incluindo com-
primento e largura (Figura 13) (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989;
MARCHESE; ALVES, 2020).

Observagdo: alguns espécimes de Dero com o extremo posterior ausente po-
dem ser classificados como Nais. Para evitar esse tipo de erro classifique-os como

um espécime de Naididae.

Figura 13. Nais sp. (Naididae: Oligochaeta). A - Cerdas dorsais iniciando em VI; B - modificagao
das cerdas ventrais entre os segmentos V e VL.

B

35 um

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Allonais

Cerdas ventrais de II - V ligeiramente diferentes dos segmentos seguinte, mu-
dam de forma entre V e VI. Cerdas dorsais comecam em V - VII, bifidas com dentes
de comprimento desigual, raramente unictspides, dente superior mais longo ou
mais curto, pectinadas, ou ainda completamente ausentes; cerdas penianas presen-
tes ou nao (Figura 14) (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MARCHE-
SE; ALVES, 2020).

Figura 14. Cerdas aciculares de Allonais sp. éN aididae: Oligochaeta). A - cerdas bifidas com dente
(superior e inferior) desiguais; B - cerda pectinada.

35 um

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Tubificidae
Presenga de cerda capilar .........coccoeoeeeneiiiininieinice e (Abaixo)
Cerdas capilares ausentes .............cccoeevieecinicinicenincinicncceces (Pagina 230)
Modificacdo das cerdas aciculares a partir de VII ............... Aulodrilus (Abaixo)

Sem modificagdo de cerdas capilares, branquias filiformes presentes ou ausen-

S ettt ettt Branchiura (Abaixo)

Aulodrilus

Pequenos individuos sem branquias; cerda dorsal bifida com dente superior
mais curto e mais fino que o inferior, a partir do segmento VII a cerdas bifidas
se modificam em forma de remo (Figura 15). Cerdas penianas, quando presentes,
apresentam formato de colher (RIGHI, 1984, BRINKHURST, MARCHESE, 1989;
MARCHESE; ALVES, 2020).

Branchiura

Individuos grandes que possuem como caracteristica marcante a presenca de
tilamentos branquiais dorsais e ventrais nos segmentos posteriores em individuos
maduros (Figura 4, D) (RIGHI, 1984; BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MARCHE-
SE; ALVES, 2020). Em organismos jovens, que ndo apresentam branquias, a identi-
ticagao pelas cerdas pode ser realizada. Para visualizar as cerdas dorsais e ventrais
ver figura 8.
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Figura 15. Modificacdo das cerdas aciculares de Aulodrilus sp. (Tubificidae: Oligochaeta). A- (a)
acicular bifida antes de modificar, (c) capilar unictispide; B - (a) acicular em forma de remo apos
modificacdo, (c) capilar unictspide.

20 um

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Presenca de fossa prostomial ...........cccoeceveirincccnecnnnnes Bothrioneurum (Abaixo)

Auséncia de fossa prostomial, bainha peniana presente em organismos ma-
duros sexualmente ...........cceevevieeieniiecieniecee e Limnodrilus (Pagina 231)

Bothrioneurum

Este género apresenta como caracteristica peculiar a presenca de fossa pros-
tomial; cerdas penianas modificadas presentes ou ausentes; sem bainha peniana
em XI (Figura 16) (RIGHI, 1984, BRINKHURST; MARCHESE, 1989; MARCHESE;
ALVES, 2020).

Figura 16: Bothrioneurum sp. (Tubificidae: Oligochaeta). A - fossa prostomial; B - cerda ventral bifi-
da.

B 20 ym

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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Limnodrilus

A principal caracteristica deste género é a presenca de bainha peniana em pa-
res no segmento XI; ndo apresentam cerdas capilares (RIGHI, 1984; BRINKHURST;
MARCHESE, 1989; MARCHESE; ALVES, 2020).

Observagao: quando a bainha peniana nao esta totalmente desenvolvida, caso
em que pode ser mais curta do que o normal, o formato da cabeca e as paredes
adjacentes sdo usados como diagnéstico (Figura 17) (BRINKHURST; MARCHESE,
1989).

Figura 17. Limnodrilus sp. (Tubificidae: Oligochaeta). A - cerda ventral bifida; B - bainha peniana; C
- (cab) cabeca da bainha peniana.

Fonte: Elaboracao nossa (2021).
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168,172,173,174,175,176,177,183, 191,
210

M

Macroinvertebrados 32,116, 117, 118, 119, 120,
121,122,123, 124, 125,126, 127, 128, 129,
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Producao 37,95, 98,106, 107, 121, 144, 145, 146,
147,148, 149, 150, 152, 153, 154, 156, 159,
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