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RESUMO

As microalgas estdo dentre os organismos mais recomendados para avaliagdo de
toxicidade aquética, pois fornecem informacGes sobre possiveis alteracdes qualitativas e
quantitativas das populagdes, tornando-se importantes em monitoramento ambiental.
Este estudo teve por objetivo avaliar a sensibilidade da microalga Thalassiosira
weissflogii a possivel toxicidade das aguas do complexo portuario de Suape e ao
dicromato de potéssio durante os meses de julho, setembro e novembro de 2010 e
janeiro e setembro de 2011, além de comparar com os resultados obtidos para o ourico
do mar Lytechinus variegatus. Os testes de toxicidade cronica para as duas espécies
seguiram normas padronizadas, onde apds o periodo de exposicdo, foi avaliado o
crescimento populacional da microalga, através de dados de densidade celular e taxas de
crescimento, tendo sido avaliado, também, o percentual de larvas pluteus de L.
variegatus apresentando desenvolvimento normal e andmalo. Os resultados, baseados
no crescimento algal e no percentual de pluteus, evidenciaram que a toxicidade nos
pontos analisados variou de acordo com os meses. O estudo verificou que o melhor
momento para encerramento do teste com a microalga T. weissflogii foi com 72 horas
de exposigdo. Os resultados baseados na densidade celular da microalga, em 72 horas,
foram eficientes para avaliacdo da toxicidade de amostras de aguas superficiais e foram
mais significativos do que para as taxas de crescimento. A microalga T. weissflogii
demonstrou ser um organismo-teste sensivel ao tdxico de referéncia. Setembro foi o

més mais comprometido, nos dois anos estudados.

Palavras-chave: Diatomacea; Inibicdo de crescimento; Toxicidade; Thalassiosira; Agua

do mar



viii

ABSTRACT

Microalgae are among the organisms that are most frequently recommended to assess
water toxicity levels. They provide qualitative and quantitative population changes and
have become important in environmental monitoring. The aim of the present study was
to assess the sensitivity of the microalgae Thalassiosira weissflogii to water toxicity in
the Suape port complex, and to potassium dichromate in the months of July, September
and November of 2010 and January and September of 2011, as well as to compare the
microalgae results to those obtained in tests with the sea urchin Lytechinus variegatus.
The chronic toxicity tests with both species followed standardized rules. Once the
exposure period was completed, the population increase of the algae was assessed using
cell density and growth rate data and the percentage of L. variegatus pluteus larvae
revealing normal and aberrant development was determined. The algal growth and
percentage of pluteus results demonstrated that toxicity in the studied area varied
according to the month. The present study confirmed that the best timeframe to
conclude tests with the microalgae T. weissflogii was 72 hours. The microalgae cell
density results after 72 hours were sufficient to assess the toxicity of surface water
samples and were more sensiblet than the growth rates. The microalgae Thalassiosira
weissflogii was a sensitive test-organism for seawater toxicity. September was the most

polluted month in the two studied years.

Keywords: Diatom; Growth inhibition; Toxicity; Thalassiosira; Seawater



1. INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento em areas litoraneas vem contribuindo para a
contaminacdo e degradacdo de ambientes costeiros por poluentes quimicos,
promovendo o seu acimulo e causando efeitos toxicos para a biota, afetando a
qualidade da &gua, promovendo desequilibrio e abrangendo varios ecossistemas.
Apenas o0 uso da analise quimica para determinar a qualidade da &4gua, entendida como a
totalidade das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, oferece informacdes
incompletas sobre os possiveis efeitos nocivos para as comunidades biolégicas. Desta
forma, os testes de toxicidade auxiliam no entendimento das relagdes entre os niveis dos
poluentes e suas consequiéncias bioldgicas, fornecendo informagdes relevantes para os
programas de monitoramento (GHERARDI-GOLDSTEINS et al., 1990; RAYA-
RODRIGUEZ, 2000; ABESSA, 2002; NASCIMENTO et al., 2002, SOUSA, 2002;

ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

Os efeitos adversos dos contaminantes, em nivel de organismo, incluem efeitos
letais e efeitos sub-letais, tais como alteracdes na fertilizacdo de ovos (GHIRARDINI et
al., 2005), no desenvolvimento embrio-larval (LORENZO et al., 2002; BEIRAS et al.,
2003), no crescimento, reproducéo, captura de alimentos, entre outros (NASCIMENTO
et al.,, 2002). Ainda segundo Nascimento et al. (2002), devem-se utilizar
preferencialmente embrifes nos testes, por se constituirem em geral as fases mais

sensiveis do ciclo vital.

Atualmente, existem métodos padronizados de testes de toxicidade para
inimeras espécies marinhas e de agua doce, como por exemplo, microalgas, peixes,
invertebrados planctnicos e bentdnicos. Entre os testes de toxicidade comumente

utilizados estdo os de desenvolvimento larval de bivalves como Mytilus edulis,



Crassostrea rhizophorae, Crassostrea virginica, Ostrea sp. e de ourigos-do-mar, como
algumas espécies de Strongylocentrotus, Arbacia punctulata, Lytechinus variegatus, L.
pictus, Echinometra lucunter. Todos sdo subletais e baseiam-se na observacdo de
desenvolvimento anormal das larvas, com duracdo de até 48 horas (KOBAYASHI,
1974; ABESSAet al., 2006 ; CRUZ et al., 2007; ;PUSCEDDU et al., 2007; NELSON et
al.,, 2010). J& os ensaios com copépodos epibentbnicos, como Tisbe biminiensis,
possuem parametros letais e subletais facilmente observaveis (ARAUJO-CASTRO,
2009; RAISUDDIN et al., 2007). Testes de toxicidade com microalgas também sdo
comumente utilizados no estabelecimento de critérios de qualidade de agua do mar
superficial (TAUB, 1984; ARAUJO & NASCIMENTO, 1999), agua doce (MILLER,
1977; JOY, 1990; HICKEY, 1991), subterranea (ARENZON & RAYA-RODRIGUEZ,
2006), além de sedimentos (WONG et al. 1999; MORELLI, 2009; MAUFFRET et al.

2010).

As algas estdo entre 0s organismos comumente recomendados para avaliacdo de
toxicidade aquética, pois sdo produtores primarios dominantes no ambiente aquatico e
podem ser extremamente afetados por despejos municipais e industriais. De acordo com
Stauber (1995), ensaios com algas tém sido mais amplamente utilizados para avaliar a
estimulacdo e efeitos inibitorios de aguas naturais, efluentes, substancias quimicas
especificas e lixiviadas. Alteracbes qualitativas e quantitativas das populagdes de
microalgas podem levar a profundas modificagGes de toda a cadeia alimentar local.
Microalgas usadas nos testes de toxicidade devem ser isoladas de &guas naturais,
necessariamente ndo poluidas, para evitar linhagens resistentes, geneticamente
adaptadas aos poluentes (PFLEEGER et al., 1991; NASCIMENTO et al., 2002; ASTM,

2007; AHMED & HADER, 2010).



O cultivo de microalgas estd crescendo gradativamente no mundo inteiro,
destinando-se as mais diversas aplicagdes como no tratamento de residuos, em testes
ecotoxicoldgicos, producao de biodiesel, alem do uso da biomassa para obter proteina
unicelular, lipidios, carotenoides, clorofila, enzimas, ésteres, antibidticos,
hidrocarbonetos e vitaminas (DURAND-CHASTEL, 1980; BECKER, 1994;
RICHMOND, 2004; LOURENCO, 2006; CHISTI, 2007), e do potencial para uso na
alimentacdo de animais aquaticos com alto valor comercial (ACHUTHANKUTTY,

2000; ARREDONDO-VEGA et al. 2004; SILVA et al., 2009).

De acordo com Eaton (1995), espécies de microalgas tém sido utilizadas em
testes de ecotoxicidade para avaliacdo do potencial toxico de efluentes industriais ou
elementos e compostos especificos presentes na agua. Taub (1984) sugere o uso de
comunidades algais para 0 monitoramento de ecossistemas aquaticos. Joy (1990)
utilizou duas microalgas de &gua doce, Nitzschia palea e Oocystis pusilla, para
investigar o efeito de efluentes de uma fabrica de fertilizantes no rio Periyar, india. Ja
Stauber (1995) avaliou a toxicidade de efluentes de uma fabrica de celulose com a
diatomacea marinha N. closterium, comparando-a aos ensaios com bactéria, macroalga
e larvas de peixes, sendo a diatomécea o organismo mais sensivel. Neste contexto,
Radix et al. (2000) avaliaram a performance de quatro testes de toxicidade cronica,
compreendendo o crustdceo Daphnia magna (21 dias de duragdo), o rotifero Brachionus
calyciflorus (2 dias), a alga verde Pseudokirchneriella subcapitata (72 horas) e o
Microtox utilizando bactéria depois de 22 horas de incubacéo e verificou que a inibi¢éo

do crescimento da microalga, apds 72h de duragéo, foi 0 ensaio mais sensivel.

Microalgas séo utilizadas, também, para avaliagdo de toxicidade presente em

sedimentos, como Wong et al. (1999) que avaliou a toxicidade de sedimentos costeiros



em Hong Kong, através da microalga flagelada Dunaliella tertiolecta, onde detectou
grave poluicdo por metais e positiva correlacdo entre concentracdo alta de amonia e a
inibicdo do crescimento algal.

Dentre as avaliagbes de substancias especificas presentes na agua, Ferreira et al.
(1998) avaliaram o efeito de herbicidas sobre o crescimento de microalgas. Mauffret et
al. (2010) utilizaram a diatomacea bentdnica Cylindrotheca closterium para avaliar
sedimentos contaminados com LAS (Linear Alquilbenzeno Sulfonado), a qual cumpriu
os critérios estabelecidos para uma espécie adequada em sistemas de sedimentos. Nan &
An (2010) avaliaram a ecotoxicidade de cloreto de vinila utilizando a alga verde
Pseudokirchneriella subcapitata e o nematédeo Caenorhabditis elegans. Lai et al.,
(2009) investigaram os efeitos de inibi¢cdo do crescimento de trés antibidticos phenicol
sobre duas microalgas marinhas, Isochrysis galbana e Tetraselmis chuii, e uma alga
verde de agua doce, Chlorella pyrenoidosa, todas utilizadas em agquicultura, e

demonstrou que T. chuii foi a espécie mais sensivel aos trés antibidticos.

Em trabalhos mais recentes, tém sido avaliados outros parametros, como Ahmed
& Hader (2010) que observaram a mobilidade da microalga flagelada Euglena gracilis
ao sofrer exposicao ao cobre. Morelli et al. (2009) desenvolveram ensaios para avaliar o
mecanismo de desintoxicacdo, atraves da sintese de fitoquelatina, por trés espécies de
diatomaceas (Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira weissflogii e Skeletonema

costatum), como resposta a disponibilidade de metais em sedimentos marinhos.

A escolha da espécie de microalgas para testes toxicoldgicos deve ser feita a
partir da importancia ecoldgica, abundancia e as espécies devem ser sensiveis as
substancias de referéncia e seus requerimentos de nutrientes devem ser bem conhecidos,

deve haver boa caracterizacdo taxondmica das cepas, pequena variabilidade genética e



fenotipica, disponibilidade de obtencdo em cultivo, facilidade de manuseio em
laboratdério e com taxas de crescimento populacional que permitam a estimativa de
densidade dentro de, aproximadamente, trés dias depois da inoculacdo (USEPA, 1988;

RADIX et al., 2000; ASTM, 2007; AHMED & HADER, 2010).

Morelli et al. (2009) ao avaliar a sintese de fitoquelatina (mecanismo de
desintoxicacdo), indicou que a sintese ocorreu antes da taxa de crescimento ser afetada,
assim, pode ser considerada como uma resposta de alerta precoce para exposicdo aos
metais. As respostas mais sensiveis foram da espécie Thalassiosira weissflogii (T.
weissflogii), onde a sintese de fitoquelatina aumentou quando a densidade celular

diminuiu, representando um biomarcador Util para avaliacdo de toxicidade.

Desta forma, a escolha da espécie Thalassiosira weissflogii (Grunow) Fryxell &
Hasle foi feita levando em consideracdo todos esses critérios. Apesar de ndo se
encontrar praticamente artigos cientificos de ecotoxicidade com esta espécie, a USEPA
600/8-87/017 (1987) ao classificar espécies de acordo com seu tipo de teste, duracéo,
temperatura, salinidade para determinados compostos quimicos, indica o uso da

Thalassiosira weissflogii.

O teste padronizado pela ABNT (2006) com embrides de Lytechinus variegatus
Lamarck 1816 possui vantagens de uso como sua alta sensibilidade, rapidez na
execucdo do experimento, manuseio e obtencdo de gametas, além de fornecer resultados
de facil interpretacdo, baixo custo e elevada replicabilidade (KOBAYASHI, 1974;
PROSPERI, 1993). Além disso, testes com embribes do L. variegatus permitem a
analise toxicologica da agua e da fase liquida extraida do sedimento, elutriato, agua

intersticial e interface sedimento-agua (ABESSA 2006). Porém, atualmente, em toda a



faixa litordnea do Nordeste do Brasil, essa espécie estd cada vez mais escassa, sendo

necessario o emprego de outro organismo-teste.

1.1. Thalassiosira weissflogii (Grunow) Fryxell & Hasle

As microalgas tém sido tradicionalmente classificadas por diversos critérios
como os tipos de pigmentos, a natureza quimica dos produtos de reserva e pelos
constituintes da parede celular. Também tém sido considerados outros aspectos como
critérios citologicos e morfoldgicos, tais como a ocorréncia de células flageladas, a
estrutura dos flagelos, os processos de formacdo do ndcleo e da divisdo celular, a
presenca e a caracterizacdo de envoltério do cloroplasto e a possivel conexdo entre o
reticulo endoplasmaético e a membrana nuclear (TOMASELLI, 2004). Além destes
critérios, técnicas de biologia molecular atualmente tém sido empregadas para
a classificacdo das microalgas (HU, 2004).

Microalgas procariontes possuem representantes nas divisdes Cyanophyta
(cianobactérias) e Prochlorophyta. J& as microalgas eucariontes sdo representadas pelas
divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Prymnesiophyta, Heterokontophyta
(Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xanthophyceae, etc.), Cryptophyta e Dinophyta,
segundo a classificagdo de Hoek et al. (1995).

As microalgas sdo principalmente encontradas no meio marinho, em agua doce e
no solo e sdo consideradas responsaveis por pelo menos 60% da producdo priméria da
Terra (CHISTI, 2004). Nos oceanos, as Classes Bacillariophyceae (diatoméaceas) e
Dinophyceae (dinoflagelados) sdo as mais abundantes e representativas (BONECKER
et al.,, 2002). Segundo os mesmos autores, as diatomaceas ocorrem em todos 0s
ambientes aquaticos: marinho, salobro, ducicola e hipersalino e, sdo encontradas em
aguas tropicais, temperadas e polares, podendo ser planctonicas ou bentbnicas. Na

maior parte do tempo, as células desta classe se reproduzem por fissdo binaria,



entretanto, podem também se reproduzir de maneira sexuada (ou gamética), além de
poderem formar esporos de resisténcia.

As diatoméceas se diferenciam das demais microalgas por sua parede celular
constituida de silica. Devido a silica, as diatoméaceas contribuem para a formacdo do
sedimento denominado “terra de diatomaceas”, utilizado em industrias, na fabrica¢ao de
filtros, produtos abrasivos, cremes dentais, lixas para polimentos finos ou na industria
de cosméticos (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004). Apesar da abundancia e
diversidade, poucas espécies de diatoméaceas tém sido empregadas em aquicultura ou
para a producdo biotecnoldgica de produtos de interesse comercial e na ecotoxicologia
(LEBEAU & ROBERT, 2003).

A classificacdo de Thalassiosira weissflogii segundo Algaebase (2012) é:

Reino Protista
Filo Heterokontophyta
Classe Bacillariophyceae

Ordem Thalassiosirales

Subordem Coscinodiscineae
Familia Thalassiosiraceae
Género Thalassiosira
Espécie Thalassiosira weissflogii

O género Thalassiosira possui mais de 100 espécies descritas,
predominantemente, para as regides estuarinas e oceanicas. Thalassiosira weissflogii,
considerada cosmopolita, possui células de forma cilindrica, de cor marrom esverdeada,
isoladas ou em pequenas colbnias de duas a trés células, unidas por filamentos

quitinosos de polissacarideos, produzidos pela propria célula. A T. fluviatilis Hustedt


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4465

1926 ¢é empregada como sindnimo de T. weissflogii (Grunow) Fryxell & Hasle. De
acordo com a literatura, as valvas variam de 10 a 24 um de diametro (TORGAN &

SANTOS, 2006; MARCOVAL et al., 2007; SILVA et al., 2009;).

Thalassiosira weissflogii possui alta taxa de fixacdo de carbono, sendo
recomendada para estudos biotecnoldgicos em mecanismos de desenvolvimento limpo
(MDL), como producdo de biocombustiveis. Também foi observada nessa espécie de
diatomacea uma grande eficiéncia fotossintética, ou seja, relagdo entre absor¢édo de luz e
conversdo de energia, que depende de aspectos fisiologicos e bioquimicos da célula,
como a presenca de pigmentos acessorios, estado fisioldgico e crescimento (BORGES

etal., 2007).

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos, o crescimento de uma populagéo
de microalgas é resultado da interacdo entre fatores biologicos, fisicos e quimicos
(RAVEN, 1988). Os fatores bioldgicos estdo relacionados as proprias taxas metabdlicas
da espécie cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros organismos sobre o
seu desenvolvimento. Os fatores fisico-quimicos sdo principalmente a luz, a
temperatura, a salinidade e a disponibilidade de nutrientes (GUILLARD, 1975;

EPPLEY, 1977; LOURENCO & MARQUES Jr, 2002).

Para um crescimento 6timo, as microalgas tém necessidade de uma série de
nutrientes que variam para cada espécie. Quanto aos macronutrientes, as microalgas
requerem C, N, O, H e P, além de Ca, Mg, S e K. Como micronutrientes, geralmente
requerem Fe, Mn, Cu, Mo e Co (GUILLARD, 1975). Thalassiosira weissflogii, por ser
uma diatomacea, requer a inclusdo de silica ao meio de cultivo, elemento (assimilado na
forma de acido silicico) indispensavel ao crescimento. Além disso, algumas espécies de

microalgas necessitam também da adi¢do de vitaminas ao meio de cultura, como por



exemplo, biotina, tiamina, cianocobalamina (GUILLARD, 1975; RICHMOND, 1990;

DERNER, 1995; OHSE et al., 2007;).

As algas em suspenséo apresentam um padréo de crescimento da populacional,
resultante da fissdo mdaltipla, o qual leva ao aumento da densidade de células. Este
aumento no numero de células é acompanhado por um aumento do pH e, desta forma,
deve ser mensurado antes de cada teste. J& a aferi¢do do pH ao final do teste é de pouco
valor devido as mudancas decorridas das atividades da alga (USEPA, 1988;
ALTENBURGER et al., 2010;). Geralmente, o critério de validade, para variacdo do
pH, é fixado em uma mudanca menor que 1,5 unidade (ISO, 2004; ALTENBURGER et

al., 2010)

Estudos demonstram que a taxa fotossintética apresenta um incremento
proporcional a intensidade luminosa e se nivela em altas intensidades, chegando a um
nivel de saturacdo ou de maxima producdo. Este valor, ao ser ultrapassado, pode causar
uma reducdo da atividade fotossintética devido ao efeito da inibi¢cdo na producdo de
pigmentos, da fotoxidacdo destes pigmentos e também das enzimas envolvidas no
processo fotossintético (DERNER, 2006). Em testes toxicologicos, é de extrema
importancia que todas as culturas dealgas etodos o0s testes sejam mantidos sob
as mesmas condicdes de iluminacdo para garantir a comparabilidade dos resultados, ndo
devendo exceder o 6timo para a populacdo (USEPA, 1988). Os trabalhos de Derner
(1995), sobre o crescimento de Chaetoceros calcitrans e Thalassiosira weissflogii,
apontam que a utilizacdo do fotoperiodo integral acarretou maior crescimento destas

especies quando comparado ao emprego de fotoperiodo parcial.
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1.2. Lytechinus variegatus Lamarck 1816

Lytechinus variegatus (Echinodermata: Echinoidea) pertence a familia
Toxopneustidae, possui carapaca esverdeada e achatada inferiormente, e espinhos de cor
variando desde verde até parpura arroxeada (GEORGE, 2004). Esta espécie habita
desde a zona entre mares até cerca de 20 m de profundidade, com maior abundéncia de
alimento (BOTTGER & MCCLINTOCK, 2001; CETESB, 1999; NASCIMENTO et al.,

2002; ABNT, 2006).

Segundo Bottger & McClintock (2001), L. variegatus é uma espécie
potencialmente importante para testes de toxicidade, fornecendo respostas rapidas na
avaliacdo de contaminantes. As respostas sdo obtidas atraves da anélise do
desenvolvimento embriolarval, onde sdo observadas as etapas de desenvolvimento, o

seu retardo e deformacoes.

Testes com ourico-do mar permitem, além da andlise de agua superficial, a
analise da fase liquida extraida do sedimento (elutriato, agua intersticial e interface
sedimento-agua (ABESSA et al. 2006; LOSSO et al., 2007) e do proprio sedimento
(CESAR et al., 2004). Pusceddu et al. (2007) observaram as anomalias no
desenvolvimento embriolarval do L. variegatus para avaliar a toxicidade do sedimento
do complexo estuarino de Santos, com duracdo de 24 horas. Kobayashi & Okamura,
(2005) avaliaram o efeito de metais pesados, através do desenvolvimento embriolarval
de ourico do mar Anthocidaris crassispina, em efluentes de uma mina desativada. Ja
Siikavuopio et al. (2004) avaliaram os efeitos da exposicdo de amdnia no crescimento

das gbnadas e sobrevivéncia do ouri¢o Strongylocentrotus droebachiensis.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a sensibilidade da microalga

Thalassiosira weissflogii (Grunow) G.Fryxell & Hasle a possivel toxicidade das aguas



11

do complexo portuario de Suape e ao dicromato de potassio, comparando os resultados
da microalga com os resultados obtidos em ensaios com o desenvolvimento

embriolarval do ouri¢o Lytechinus variegatus Lamarck 1816.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a sensibilidade da microalga Thalassiosira weissflogii, em testes de
toxicidade de agua do mar e comparar a sensibilidade da fase embriolarval do ourico-

do-mar Lytechinus variegatus, para validacao dos resultados.

2.2. Especificos

Testar a sensibilidade de T. weissflogii quando exposta as aguas do complexo

portuério de Suape;

e Adaptar a metodologia descrita pelas hormas técnicas para microalgas, em um

volume final de 10 mL;

e Auvaliar o melhor tempo de encerramento do testes;

e Avaliar a estimulacdo ou inibicdo do crescimento celular de T. weissflogii,

através das respostas baseadas na densidade celular e taxas de crescimento;

e Realizar testes com a fase embriolarval do L. variegatus, com finalidade de

comparar aos resultados obtidos com a T. weissflogii.

e Realizar, em paralelo aos testes com as amostras ambientais, testes com as

substancias de referéncia Dicromato de Potassio (K,Cr,07) e Dodecil Sulfato de
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Sodio (DSS) para checar a sensibilidade dos organismos-teste utilizados, T.

weissflogii e L. variegatus, respectivamente.

3. METODOLOGIA

Ensaios com a microalga T. weissflogii foram realizados de acordo com as
normas técnicas USEPA 600/8-87/043 (1988), ASTM E1218 (2007), 1SO 10253 (2006)
e o protocolo OECD 201 (2006), onde a toxicidade de amostras ambientais foi analisada
através do crescimento algal. Os testes de toxicidade cronica utilizando o ourico do mar
L. variegatus foram realizados de acordo com os procedimentos descritos pelas Normas
da ABNT 15350 (2006) e CETESB L5. 250— Maio/99, onde foi avaliado o percentual
de larvas apresentando desenvolvimento normal e andmalo (atrasados, ndo formados e

deformados).

3.1. Area de Estudo e Coleta das Amostras

A érea analisada foi o Complexo Estuarino de Suape, onde se localiza a area
interna do Complexo Industrial Portuario de Suape, localizado ao sul da cidade do

Recife — PE (8°23°30.56”S e 34°57°38.00”W).

Foram coletadas duas amostras de 100 mL da &gua superficial, durante a baixa-
mar, em cinco pontos distintos, distribuidos entre os estuarios dos rios Tatuoca e
Massangana, localizados na regido do Complexo Industrial Portuario de Suape
(Figural). Em julho, setembro, novembro de 2010 e janeiro de 2011 as coletas foram
feitas nos pontos 1; 2; 3; 4 e 5 e exclusivamente em setembro de 2011, devido a
problemas logisticos, as amostras foram feitas em trés novos pontos, denominados A, B
e C, e os pontos 2 e 5 foram mantidos. A agua foi coletada diretamente em garrafas

plasticas descontaminadas com &cido cloridrico de 120 mL, as quais eram identificadas
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e acondicionadas em caixas térmicas com gelo, para transporte até o laboratorio, onde
foram congeladas e armazenadas em freezer a -20°C, tendo sido analisadas em um prazo
maximo de até 60 dias. Os parametros fisico-quimicos (salinidade, temperatura, pH e o
oxigénio dissolvido) da agua superficial foram aferidos, em campo, antes da coleta de

cada amostra.

A 4gua do mar usada como controle nos bioensaios com T. weissflogii realizados
no Laboratorio de Cultivo e Ecotoxicologia do Departamento de Oceanografia da
Universidade Federal de Pernambuco foi coletada proxima ao cultivo experimental de
Rachycentron canadum, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As
unidades experimentais deste cultivo estdo localizadas em mar aberto, na plataforma
continental do Estado de Pernambuco, em frente a praia de Boa Viagem, cidade do
Recife. A &rea concedida ao cultivo esta localizada a uma distancia de 4,3 milhas
nauticas (mn) da praia e 5,7 mn do Porto de Recife, cuja profundidade média é de 22
metros (m).

A 4gua do mar usada como controle nos bioensaios com ourico do mar L.
variegatus realizados no Laboratorio Intergrado de Ictioplancton e Zooplancton do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro foi coletada na

beira da praia da Barra da Tijuca — RJ, por restricdes logisticas.

As amostras de agua controle foram filtradas em membrana Millipore-Sterifil-
500 0,45um pouco antes dos testes e no caso do bioensaio com algas também

autoclavada.
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Figura 1. Distribuicdo dos pontos de coleta, situados na regido de implantacdo do Estaleiro Atlantico Sul, no
complexo estuarino de SUAPE. Os pontos A, B, e C foram coletados exclusivamente em setembro de 2011,
juntamente com os pontos 2 e 5. Nos outros meses, foram coletadas amostras dos pontos 1, 2, 3, 4 e 5.

3.2. Cultivo de Thalassiosira weissflogii

Fatores que afetam o crescimento como luz (qualidade-composicédo do espectro,
intensidade, duracdo); temperatura; composicdo, salinidade e pH do meio, foram
controlados para haver apenas pequenos desvios entre os testes (USEPA, 1988, ASTM,
2007).

A Thalassiosira weissflogii foi mantida em cultivo com meio /2 (GUILLARD,
1975). A 4gua do mar, para a preparacdo do meio, foi filtrada em filtros cuno 25 e 3um.
O tampédo Tris-HCI (pH = 7,8), silicato e o meio f/2 foram adicionados antes da
esterilizacdo do meio de cultivo em autoclave. A solucdo de vitaminas (esterilizadas por
filtracdo em membrana de 0,2 um) foi adicionada ao meio, quando 0 mesmo se
encontrava em temperatura ambiente e imediatamente antes da inoculagédo da alga. As
culturas de algas foram incubadas a temperatura de 26 + 1 ° C e fotoperiodo controlado,

de 12/12 h claro/escuro. A salinidade foi mantida em 32 £ 2 e o pH em torno de 8.
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Os tubos testes eram agitados suavemente de forma manual, duas vezes ao dia
para proporcionar uma difusdo efetiva dos nutrientes, um aporte parcial de CO,
inorganico, manter o pH estavel, as algas em suspensdo e o cultivo uniformemente

distribuido (USEPA, 1988; COLLA, 2002).

3.3. Concentracéo do in6culo

Para os testes com a T. weissflogii, o indculo foi feito de forma a resultar em
1x10* células/mL, conforme é recomendado pela ISO 10253 (2006), em 10 mL da
amostra ambiental dos pontos estudados. Foi inoculado também em meio f/2
(GUILLARD, 1975) e em &gua oceénica. Para evitar grandes variacdes, além de fixar
um inoculo inicial, este era feito a partir de uma cultura estoque no 5° dia de

crescimento exponencial.

3.4. Determinacéo do volume experimental

O crescimento das culturas de microalgas pode ser influenciado, também, pelo
tamanho e forma dos tanques, tamanhos das células e aeracdo (RICHMOND, 1990;
KURANO et al., 1995; OHSE et al., 2007). Desta forma, foi feito um teste preliminar
para comparar o crescimento algaceo no volume de 100 mL, proposto nas normas
consultadas, com o crescimento no volume de 10 mL, estabelecido para este estudo a

fim de padronizar os testes dos 2 organismos-testes em tubos de ensaio.

Com a finalidade de verificar se 0o volume n&o interferiria nas curvas de
crescimento e nas respostas ao contaminante de referéncia, a concentragdo de 1x10*
células/mL foi inoculada em recipientes de 250 ml, contendo um volume final de 100
mL da solucéo de dicromato de potéssio em quatro concentracOes diferentes (5; 10; 15 e

20 mg/L e dois controles, um contendo meio f/2 e o0 outro apenas agua oceanica, sem a
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substancia toxica, durante 96 horas. Cada concentracdo e controles tiveram quatro
réplicas. Essas mesmas concentracfes foram inoculadas em tubos de ensaio de 30 mL,
contendo 10 mL da solucdo, sob as mesmas condi¢bes. MILLER (1977) e ASTM
(2007) recomendam que o cultivo e os testes com microalgas sejam realizados em

recipientes contendo, no maximo, 50% de volume final.

3.5. Testes com amostras ambientais utilizando T. weissflogii

Foram realizados cinco ensaios, nos meses de julho, setembro, novembro de
2010 e janeiro e setembro de 2011, testando cinco pontos amostrais. Todos foram
realizados em volumes de 10 ml de amostra. O indculo algaceo foi feito em trés sub-
réplicas das duas amostras de agua coletadas em cada ponto, denominadas A e B. Seis

réplicas foram usadas para os controles representados pela &gua oceénica e o meio f/2.

Os parametros fisico-quimicos da agua superficial foram aferidos em laboratorio,
no inicio e ao final de cada teste, seguindo as recomendac¢des das Normas ABNT NBR

15350:2006.

3.5.1. Sensibilidade da Thalassiosira weissflogii a substancia de referéncia

Para a utilizacdo de algas em testes de toxicidade, ndo existem critérios bem
determinados para verificar a qualidade dos cultivos. Em geral, a coloracdo e a
capacidade de reproduzir-se de maneira constante e homogénea indicam que uma
cultura esta apta a ser submetida a testes de toxicidade. Para cada organismo, deve ser
adotada uma substancia de referéncia que apresenta efeito tdxico quantificavel e
pequena variabilidade de resultados (USEPA, 1988). Esses testes de referéncia

permitem que se discriminem os efeitos devido a exposi¢cdo a uma substéncia, dos
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efeitos devido as condi¢cdes do teste ou estado fisiologico das celulas cultivadas.

(ALTENBURGER et al., 2010).

A substéncia de referéncia utilizada no presente estudo foi o Dicromato de
Potassio (K,Cr,07), sélido cristalino soltvel em agua e altamente nocivo. Por ser um sal
cuja concentracdo e caracteristicas ndo variam muito ap6s a dilui¢do é utilizado como
controle positivo em testes de toxicidade. As concentracgdes utilizadas foram, 2,5mg/L,
5mg/L, 10mg/l e 15mg/L e comparadas ao controle, representado pela dgua oceénica
(sem adicdo do K,Cr,0;), cada uma contendo quatro réplicas. As concentracdes do
dicromato de potéssio utilizadas nos testes definitivos foram selecionadas de acordo
com os dados dos testes preliminares. Foi estimada a concentragdo efetiva que inibiu
50% do crescimento dos organismos CE(l)so (ABNT, 1992; CETESB, 1992; USEPA,

1994).

3.5.2. Manutencéo dos testes

Todos os testes, apos a introducdo do in6culo das células de T. weissflogii, foram
mantidos em sala climatizada sob luz fluorescente, mesmo ambiente utilizado para o
cultivo da microalga estoque, evitando, assim, qualquer tipo de interferéncia externa,
permanecendo a uma temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo controlado de 12/12 h

claro/escuro.

Os protocolos seguidos aconselham que a duragéo do teste seja 72 horas, tempo
em que o controle se encontra com as densidades populacionais baixas e as taxas de
crescimento elevadas, podendo ser comparado as amostras ambientais por uma
interpolacdo grafica dos dados de densidade e/ou por comparagdo das taxas
de crescimento. No presente trabalho, os testes foram mantidos por um periodo de 96

horas, onde foram feitas amostragens no momento do indculo (Oh), apés 24, 48, 72 e 96
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horas. Foi possivel, desta forma, reproduzir uma curva de crescimento e comparar as
respostas obtidas em cada periodo, verificando o0 momento ideal para encerramento do

teste.

3.5.3. Leitura dos testes

Uma aliquota de 1 mL de cada sub-réplica da suspenséo de células foi coletada e
estocada em eppendorf e fixada em formol, neutralizado com Bdrax, a 2%, em
intervalos de 24 horas, durante um periodo de 96h. As culturas foram amostradas no
mesmo horario do dia para evitar possiveis varia¢fes devido ao ritmo de divisdo celular

(ALTENBURGER et al., 2010).

Um aliquota foi retirada de cada eppendorf e analisada em cadmara de Neubauer
(Figura 2), onde sua densidade celular, dada em células/mL, foi determinada com

auxilio de microscépio dptico.

Figura 2. Camera de Neubauer e seus tipos de quadrantes.

A camera de Neubauer possui subdivisdes diferentes, fazendo com que o critério
para escolha do quadrante onde serdo contadas as células, seja o tamanho das células a
serem quantificadas. Desta forma, células muito pequenas sdo contadas no quadrante C,

as de tamanho intermediario no quadrante B, enquanto as grandes sdo contadas no
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quadrante A (figura 2). As células da T. weissflogii foram analisadas nos quadrantes

“A” das duas cdmaras, totalizando oito quadrantes.

3.6. Testes com amostras ambientais utilizando L. variegatus

As amostras foram transportadas congeladas para o Rio de Janeiro, para os testes
serem realizados no Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio contendo 10 mL de
solucdo-teste para cada sub-réplica de cada amostra, totalizando trés sub-réplicas para
amostra A e trés para amostra B, em cada ponto analisado. A &gua utilizada para a
obtengdo dos gametas, preparo dos controles e dos testes com a substancia de
referéncia, foi coletada na praia da Barra da Tijuca — RJ e filtrada em membrana

Millipore-Sterifil-500 0,45um.

3.6.1 Coleta dos Espécimes

Dez ouricos adultos da espécie Lytechinus variegatus foram coletados na praia
de Itaipu (Niteréi — RJ) e acondicionados em caixas térmicas e levados ao laboratério
onde foram mantidos até a desova em tanque com agua do mar da praia da Barra da

Tijuca-RJ.

3.6.2. Processo de Extracédo dos Gametas

Os espécimes selecionados para obtencdo dos gametas foram lavados com agua

do mar para remocdo de fezes e outros detritos aderidos ao corpo do animal.

O procedimento utilizado para extragdo dos gametas foi a injecdo de 2,5 mL de
KCl a 0,5 M, aplicada na regido perioral do animal, em dois pontos diametralmente
opostos. Apos a aplicacdo do KCI os animais eram agitados suavemente, com finalidade

de espalhar o KCI pela cavidade celémica dos animais. Os gametas foram liberados
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através dos gonoporos, localizados na superficie aboral do ourigo-do-mar. Por néo
apresentarem dimorfismo sexual externo, a sexagem foi feita pela diferenca na
coloracédo dos gametas. Os gametas foram coletados em um curto intervalo de tempo, no
maximo 15 minutos, para evitar o uso de gametas ainda imaturos. Os &vulos,
identificados por sua cor amarelada, foram coletados em béquer com a superficie aboral
do ourico voltada para baixo, diretamente na adgua do mar. Os dvulos deveriam
apresentar-se arredondados, lisos e de tamanho homogéneo, ao microscopio 6tico, para
serem considerados viadveis. Foram, entdo, peneirados através de malha de 300 um, para
retirada de fezes. Os Ovulos foram lavados uma vez por sedimentacdo e troca do

sobrenadante.

J& o esperma (0,5 mL), identificado por sua cor branca, foi coletado com pipeta
Pasteur diretamente dos gondporos, sendo diluido em 24,5 mL de agua do mar filtrada
para promover a ativacdo dos espermatozoides. Essa solucdo foi preparada apds o
término da lavagem dos 6vulos, e foi usada imediatamente apds o seu preparo para o

processo de fecundacéo.
3.6.3. Inducéo da Fecundacdo e Incubacéo

Foram acrescentados 2 mL da solucdo de esperma ao béquer contendo os 6vulos,
agitando a solugdo manualmente e aguardando aproximadamente cinco minutos, tempo
necessario para ocorrer a elevacdo da membrana de fecundacdo, confirmando, assim, a

fecundacéo (Figura 3).
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Figura3. Ovos fertilizados, com destaque da membrana de fertilizacdo (ABNT, 2006).

Em cada tubo de ensaio foram introduzidos cerca de 300 ovos fertilizados. O
teste foi mantido em estufa-incubadora a uma temperatura controlada de 25° C e
encerrado entre 24 e 28 horas, quando pelo menos 80% dos organismos no controle
atingiram o estagio de pluteus bem desenvolvido, com bragos de comprimento no
minimo igual ao comprimento do corpo da larva (Figura 4). Durante todo o processo de
fecundacdo, o uso de tubos plésticos foi evitado, pois podem ser toxicos aos

espermatozéides e 6vulos (DINNEL et al., 1987).

Figura 4. Pluteus recém formado, no momento do encerramento do teste (Foto do autor).

Em paralelo aos testes com as amostras da agua superficial foram realizados

ensaios com a substancia de referéncia, DSS (dodecil sulfato de sédio). Foram
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utilizadas cinco concentragdes (1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg DSS/L) e um controle sem
DSS, cada uma com quatro réplicas. O DSS foi utilizado com o intuito de validar os

resultados obtidos nos ensaios com a &gua superficial.

3.6.4. Encerramento e leitura dos testes

Ao término do tempo, o contetdo foi fixado com 0,5mL de formol tamponado.
Posteriormente, o contetdo de cada réplica foi observado sob microscépio (objetiva de
4x), em lamina de Sedgewick-Rafter (Figura 5). Primeiramente foi observado o
controle, pois este deve ser utilizado como referéncia para leitura das solugdes-teste e 0s
primeiros 100 embrides foram contados e seu grau de desenvolvimento foi analisado.
Embrides que atingiram estagio de larva pluteus bem desenvolvidos foram considerados
normais, enquanto aqueles apresentando deformac@es e/ou retardo no desenvolvimento
com relacdo ao controle foram considerados afetados, bem como os estagio anteriores a
larva pluteus. O retardo no desenvolvimento foi padronizado através da medicdo do
tamanho do braco das 30 primeiras larvas das réplicas do controle e feito uma média
desses valores, estabelecendo, assim, um valor minimo (em torno de 80% do tamanho
médio do controle) para o tamanho do braco e, todos com tamanho abaixo deste minimo

foram considerados atrasados.

Figura 5. Camara de Sedgewick-Rafter (Figura do autor).
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3.7. Analise dos dados

Taxas de crescimento diario (K) foram calculadas, pela seguinte expressdo: K=
(InN¢ — InNp)/t, onde, N¢= contagem de células no tempo ‘t’; No= contagem de células no
tempo ‘0’ e t= durag@o do teste em dias. Todas as taxas foram estimadas a partir do

tempo inicial (0 h).

O teste-t foi utilizado para comparar as médias obtidas a partir das sub-réplicas
das amostras A e B de cada ponto tanto nos testes com microalga como com 0s

embribes de ourico.

O teste-t foi utilizado para comparar as médias de densidade celular dos dois
controles e das concentragdes médias de inibicdo nos dois volumes experimentais nos

testes com T. weissflogii.

Foi calculada a concentragao que inibe 50 % do crescimento da microalga em 72
horas (Clso-72h) para os testes com a substancia de referéncia e, também, os valores de
CEsp-24h para o ourico, pelo método Trimmed Spearman-Karber (HAMMILTON,
1977). Também foram calculados os Coeficientes de Variagdo (CV), com o objetivo de

verificar a precisdo entre os testes realizados com cada organismo.

Para a comparacdo entre 0s varios pontos de coleta e o controle, nos testes com a
agua superficial da area de estudo, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) um
fator, a um nivel de significancia de 0,05, para identificacdo de diferencas significativas,
apos verificacdo da normalidade dos dados e homocedacidade. Quando detectadas
diferengas significativas, o teste de Dunnett foi utilizado para comparar as médias de
cada local ao controle. Para os dados que ndo se apresentaram homocedasticos ou

normais utilizou-se, em lugar da ANOVA, o teste de Kruskal-Wallis. Foram calculadas,
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também, as taxas de crescimento (K) para cada amostra ambiental e controle, em 72

horas e comparadas da mesma forma.

4. RESULTADOS

4.1. Determinacao do volume experimental para os bioensaios com Thalassiosira

weissflogii

Os resultados obtidos (Figura 6), nos experimentos realizados em volume de 100
mL e 10 mL, demonstraram que as respostas nos dois volumes foram estatisticamente
semelhantes para densidade e taxa de crescimento (t=-1,3402 ; p=0,24 e t= 0,0705;
p=0,94, respectivamente). No volume de 100 mL, a CI(50), foi de 5,21mg/L + 0,67, ja
o valor encontrado para o volume de 10mL foi de 5,68mg/L £ 0,35. A partir destes
resultados, todos os testes com as amostras ambientais e substancias de referéncia foram

realizados em tubos de ensaio contendo o volume final de 10 mL.
2,5 72 Horas

1,5 -
0,5 - m10mL

m100mL

-0,5

Taxas de crescimento / Dia (K)

Cont.dgua Controle 5mg/L  10mg/L 15mg/L 20mg/L

Ocednica meio
Concentragdes de K,Cr,0,
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Figura6. A) Taxas de crescimento diaria (k) de Thalassiosira weissflogii nos controles e nas concentragdes
crescentes de dicromato de potéssio, em 72 horas, nos ensaios utilizando os volumes de 10 e 100 mL. B) Densidade

em células (x10%) por mL para controles e concentragdes crescentes de dicromato de potéassio.

4.2. Bioensaio com T. weissflogii

4.2.1. Parametros fisico-quimicos da agua superficial e controles

Em todas as amostras os parametros testados, estiveram dentro dos padrdes
exigidos pelos protocolos. O pH ndo variou mais que 1,5 unidades em nenhum dos
ensaios, a salinidade foi ajustada quando necessario e o oxigénio dissolvido variou

menos de 20%.

4.2.2. Teste com amostras ambientais utilizando T. weissflogii

Todos os testes com a microalga foram validados por terem sua densidade
celular e taxas de crescimento (tabela 2), no controle, aumentadas, durante o periodo de
teste e o coeficiente de variacédo da taxa de crescimento no controle foi 2,4%. A ASTM
(2007) indica que, para validagdo do teste, o coeficiente de variacdo destas taxas no

controles deve ser menor que 7%.
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Como ndo foi verificada diferenca significativa entre as amostras A e B em
todos os pontos de coleta da amostra ambiental (t= 0,3367; p= 0,74), as seis sub-réplicas

de A e B foram analisadas, estatisticamente, como réplicas de cada ponto.

Os dois controles utilizados também nédo apresentaram diferengas significativas
entre eles (t= -0,8430; p= 0,46), desta forma, a &gua oceénica foi comparada aos pontos
para detectar toxicidade e o meio f/2 fornecia garantias de boas condicdes fisiologicas

das algas.

Os resultados de densidade celular ao longo de 96 h de incubacdo de todos os
cinco bioensaios estdo apresentados na Figura 7. Observa-se que no tempo inicial (Oh),
as densidades ndo variaram significativamente (Tabela 1) entre o controle e os pontos
analisados para nenhum dos testes nos cinco meses, garantindo que as concentragdes

iniciais inoculadas ndo interferiram nos resultados entre os testes.
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Figura?. Crescimento algal fornecido pela densidade celular média (células.mL™ de Thalassiosira weissflogii para
0s pontos analisados e controle, nos meses de julho de 2010 (a), setembro de 2010(b), novembro/10 (c), janeiro/11
(d) e setembro de 2011 (e).
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Para o teste realizado com a coleta de julho de 2010 (Figura 7 a), apds 48h
apenas o ponto 4 foi diferente do controle mas ao final de 72 horas, os resultados
indicaram diferengas significativas para os pontos 1, 3, 4 e 5 (Tabela 1). No entanto,
estas diferencas indicam maiores densidades celulares nos pontos testados que na dgua

oceanica.

Em setembro 2010 (Figura 7b e tabela 1), as densidades celulares ap6s 24 h em
alguns pontos ja se apresentam diferentes do controle, porém apds 72 h para todos os

pontos foram significativamente diferentes e inferiores ao controle.

No més de novembro de 2010 (Figura 7c e tabela 1) as densidades celulares o
ponto 2 é diferente do controle a partir de 24h de incubacéo, ja o ponto 4 foi apenas
diferente do controle apds 24h e o ponto 3 as 72 h, mas as médias destes pontos foram

superiores ao controle

Em janeiro de 2011 (Figura 7d, tabelal), apenas o ponto 1 ap6s 72 h foi

significativamente inferior ao controle.

Para setembro 2011 (Figura 7e e tabela 1), todos pontos analisados foram

significativamente diferentes e inferiores ao controle a partir das 72h de incubacao.
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Tabelal. Resultados da ANOVA (F) ou Kruskall-Wallis (T), a partir da densidade celular média de
Thalassiosira weissflogii, nos diferentes meses analisados, para cada intervalo de tempo avaliado. Os pontos
assinalados foram significativamente diferentes do controle, segundo teste de Dunnet.

Meses 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Julho 2010 Sem diferencas signif. Sem diferencas signif. P4 P1; P3; P4 e P5 Sem diferencas signif.
(F=3,735; p=0.0096) (F=1,6361; p=0,166) (F=3,2763; p=0.0176) (F=54,79; p=0.0006) (F=0,7986; p=0.5788)
Setembro 2010 Sem diferencas signif. P3eP4 P1;P2;P3 e P5

Novembro 2010

Janeiro 2011

Setembro 2011

(F= 0,5863; p= 0,7406)

Sem diferencas signif.

(F=0,1772; p=0.9799)

Sem diferencas signif.

(F=0,0715; p=0.9974)

Sem diferencas signif.

(F=0,5912; p=0, 7369)

(F=7,1398; p=0,0003)

P2 e P4

(T=24,4635; p=0.0004)

Sem diferencas signif.

(F=1,0589; p=0.4058)

Sem diferencas signif.

(F=1,8998; p=0.1081)

(F=7,3932; p=0,0001)

p2

(F=21,3524; p<0.0001)

Sem diferencas signif.

(T=13,0929; p=0.0225)

Sem diferencas signif.

(F=3,0736; p=0.0213)

P1;P2; P3; PAeP5

(F=54,432; p<0.0001)

P2eP3

(F=8,9926; p<0.0001)

P1

(T=22,9919; p=0.0008)

PA; PB; PC; P2; P5

(F=17,2623; p<0,0001)

P4

(T=26,1934; p=0.0002)

p2

(T=30,0835; p=0.0001)

Sem diferencas signif.

(T=13,0891; p=0.0416)

PA; PB; PC; P2; P5

(F=13,9260; p<0,0001)

As taxas de crescimento diario (Tabela 2) obtidas nos controles de cada teste

foram quase nulas apds 24 horas e aumentaram ao longo do tempo de incubacéo,

validando os testes.
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Tabela2. Taxas de crescimento diario (K) de Thalassiosira weissflogii obtidas no controle (agua oceénica)
nos diferentes meses analisados, para cada intervalo de tempo.

Meses 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Julho 2010 K=0,009+0,2/dia K= 0,6+0,2/dia K=0,5+0,2/dia K=1,1+0,1/dia
Setembro 2010 K= 1,2+0,2/dia K= 2,0+0,2/dia K= 2,6+0,1/dia K= 2,7+0,3/dia
Novembro 2010 K= 0,9+0,2/dia K=1,6+0,1/dia K=1,9+0,1/dia K=1,7+0,1/dia
Janeiro 2011 K= 0,6+0,4/dia K= 0,8+0,2/dia K=0,99+0,3/dia K=0,91+0,2/dia
Setembro 2011 K= 0,8+0,5/dia K= 0,9+0,4/dia K=1,4+0,1/dia K=1,3+0,1/dia

As taxas de crescimento diario (K) foram calculadas para o controle e pontos de

coleta analisados para cada ensaio, em 72 horas (Tabela 3). A comparacao dos pontos

de coleta com o controle usando as taxas de crescimento (Tabela 4) foi menos sensivel

que os resultados obtidos com a comparacdo da densidade celular em todos os cinco

meses estudados.

Tabela3. Taxas de crescimento diario (K) de Thalassiosira weissflogii obtidas no controle (agua
ocednica) e pontos de coleta para cada més analisado, no intervalo de 72 horas.

Controle P1 P2 P3 P4 P5
Julho 2010 K=0,5+0,2/dia K=1,1+0,08/dia K=0,8+0,2/dia K=0,9+0,2/dia K=1,154+,0,09/dia K=1,07+0,3/dia
Setembro 2010 K=2,6+0,1/dia  K=2,15+0,09/dia K=2,15+0,2/dia K=2,18+0,2/dia K= 2,23+0,5/dia K=2,22+0,2/dia
Novembro 2010 K=1,9+0,1/dia K= 1,9+0,04/dia K=2,3+0,3/dia  K=2,2+0,09/dia K=1,9+0,4/dia K=1,7+0,1/dia
Janeiro 2011 K=0,99+0,3/dia K=0,5+0,2/dia K=1,0+0,09/dia K=1,0+0,1/dia K=0,9+0,1/dia K=0,75+0,09/dia
Controle PA P2 PB PC P5
Setembro 2011 K= 3,7+0,1/dia K=0,9+0,3/dia K=0,3+0,4/dia K=0,11+0,5/dia K=0,27+0,5/dia K=0,04+0,3/dia
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Tabelad. Resultados do teste Kruskal-Wallis e Dunnet comparando as taxas de crescimento (K) de
Thalassiosira weissflogii em 72 horas de teste e pontos significativamente diferentes do controle nos
diferentes meses analisados; comparados aos resultados estatisticos obtidos através da densidade celular.

Meses Julho 2010 Setembro 2010 Novembro 2010 Janeiro 2011 Setembro 2011
Densidade P1; P3; P4 e P5 P1; P2; P3; P4 eP5 P2 e P3 P1 PA; PB; PC; P2; P5
Celular

(F=5,479:p=0.0006)  (F=54,432;p<0.0001) (F=8,9926:p<0.0001) (T=22,9919;p=0.0008) (F=17,2623;p<0,0001)

Taxas de P1; P4eP5 P2 e P3 S/ diferencas signif. P1 PA; PB; PCeP5
Crescimento
(K) (T=192,1;p=0,0018) (T=202,3;p=0,0011) (T=202,7; p=0,0011) (T=205,1;p=0,001) (T=223,2; p=0, 0005)

4.2.3. Teste com a Substéncia de Referéncia (K,Cr,0-)

Os resultados dos testes de toxicidade de Thalassiosira weissflogii com o
dicromato de potassio estdo representados na figura 8, onde sdo mostradas as
concentracdes que causaram inibicdo em 50% das células em 72 horas de exposicao,
Clso—72h, com cada desvio padrdo. O coeficiente de variacdo, entre os experimentos, foi
de 28%, estando dentro do limite (CV<30%) recomendado pela Environment Canada

(1992). Com estes resultados foi calculada uma Clso média de 4,98 + 1,6 mg K,Cr,0O+/L.
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Figura 8. Concentracbes (Clso-72h) (médias e desvios padrdes) que inibem o crescimento de 50% das
células de T. weissflogii (mg/L), para os cinco ensaios com Dicromato de Potassio. Linha solida
representa a média geral, tracejado superior a média +2DP e o tracejado inferior é a média -2DP.

4.3. Bioensaio com L. variegatus
4.3.1. Parametros fisico-quimicos da agua Superficial e controle

O pH das amostras de agua das estacdes ao final do experimento variou menos
de 1 unidade e o oxigénio dissolvido (O.D.) variou menos de 20% e, quando necessario,
a salinidade foi ajustada, ficando em 33 = 2. Ou seja, todos 0s parametros estavam

dentro dos intervalos exigidos pelas normas consultadas.
4.3.2. Teste com amostras ambientais utilizando L. variegatus

Em julho e setembro de 2010, os testes ndo foram considerados, devido a ndo
obtencdo de, no minimo, 80% de ovos fecundados no controle. Os ensaios com o L.
variegatus, nos meses de novembro de 2010 e janeiro de 2011, tiveram duragdo menor
que 28 horas, considerados validos, pois o percentual de larva pluteus bem formadas, no

controle, foi superior a 80%, atingindo as exigéncias das normas
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Com a analise comparativa utilizando o ourico L. variegatus feita em novembro
de 2010 (Figura 9 a), foi verificada toxicidade nos pontos 2, 3 e 4, através do Dunnett
(ANOVA, F= 8.1797; p= 0,0004). A estacdo 1 ndo pOde ser analisada para este més.
Em janeiro de 2011 (Figura 9 b) apenas o ponto 1 foi considerado tdxico, de acordo
com o teste Dunnett (ANOVA, F=2.9471; p= 0.0276). Apesar das variancias terem sido
desiguais, foi utilizada a ANOVA, pois demonstrou ser mais sensivel comparado ao
Kruskal-Wallis.
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Figura9. Percentual de pluteus bem formados (%) de Lytechinus variegatus entre as estacdes de coleta
em SUAPE/PE em novembro de 2010 (a) e janeiro de 2011 (b).

4.3.3. Teste com a Substancia de Referéncia (DSS)
As concentracdes que causaram efeito em 50% das larvas pluteus, em 24 horas
de teste (CEsp-24h) foram de 2,19 mg/L para novembro de 2010 e 3,38 mg/L em janeiro

de 2011.

5. DISCUSSAO

5.1. Ensaios com a Substancia de Referéncia (K,Cr,0;) e DSS

Definir a faixa de sensibilidade frente a substancias de referéncia é de
fundamental importancia na avaliacdo das condi¢des fisiologicas ou da saude dos
organismos utilizados em testes de toxicidade, bem como sua resisténcia diante de
possiveis toxicos (RODRIGUES, 2002; ALTENBURGER et al., 2010). A precisao
intralaboratorial para cada metodologia utilizada em testes de toxicidade deve ser
expressa em termos de coeficiente de variacdo (CV%), confirmando a confianca dos
resultados e a sensibilidade do organismo. Para os testes com os dois organismos, 0s

coeficientes de variacdo permaneceram dentro do limite, indicando boa preciséo
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intralaboratorial e que a microalga T. weissflogii e L. variegatus sao organismos-teste

sensiveis as substancias de referéncia testadas, sem grandes variagdes entre os testes.

Foi calculada uma Clso média de 4,98 + 1,6 mg K,Cr,O-/L para T. weissflogii. A
CEsp média foi de 2, 785 £+ 0,84 mg DSS/L para os testes com L. variegatus. A ISO
10253 (2006) sugere que o coeficiente de variagdo deve ficar abaixo de 25% e indica o
dicromato de potéssio como substancia de referéncia. O dicromato de potassio e 0 DSS
séo frequentemente utilizados como substancias de referéncia em testes de toxicidade
para organismos marinhos, incluindo ensaios com algas (ZARONI et al., 2005;
ALTENBURGER et al., 2010), embora o DSS ndo deva ser usado em testes com
exposicdo maior que 28 horas, devido a sua instabilidade temporal (ARAUJO &

NASCIMENTO, 1999).

A tabela 5 compara a sensibilidade de alguns organismos as substancias de
referéncia. Resgalla Jr. & Laitano (2002) compilaram 60 dados de testes de toxicidade
utilizando organismos marinhos sob efeito de substancias de referéncia e, dentre estes
dados, listaram Chaetoceros gracilis com CEsp de 14,45 mg/L para o dicromato de
potassio e Isochryis galbana com CENO de 21,50mg/L para DSS. Ainda no trabalho de
Resgalla Jr. & Laitano (2002), obtiveram em seus ensaios uma CLsy média de 1,24
mg/L para o ourico Arbacia lixula utilizando o DSS e, para o dicromato de potassio,
eles obtiveram CLsy média de 4, 15 e 3,99 mg/L respectivamente para A. lixula e L.
variegatus. Zaroni et al. (2005) encontraram valores de CEsy para embrides de Perna
perna sob concentragdes de K,Cr,07 de 16,45 +£3,24mg/L. Ahmed & Hader (2010) ao
avaliar a mobilidade da microalga flagelada Euglena gracilis, obteve CE50 de 19,09

mg/L imediatamente apds a exposicdo ao cobre. A comparacdo destes valores
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demonstra que T. weissflogii € um organismo bem sensivel, podendo ser usado em

testes de ecotoxicidade.

Tabela5. Valores das concentracdes que afetam, inibem ou séo letais para microalgas e invertebrados, em
mg/L, utilizando diferentes substancias de referéncia. *CENO = maior concentracdo de efeito ndo
observado.

Espécie CE()50 CENO* CL50 Substancia Autor
Chaetoceros gracilis 14,45 - - K,Cr,0y Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Isochryis galbana - 21,50 - DSS Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Arbacia lixula - - 1,24 DSS Resgalla Jr. & Laitano (2002)
Arbacia lixula - - 4,15 K,Cr,0; Resgalla Jr. & Laitano (2002)
L. variegatus - - 3,99 K,Cr,0; Resgalla Jr. & Laitano (2002)
L. variegatus 3,35 - - DSS Nilin et al (2008)
Perna perna 16,45 - - K,Cr,04 Zaroni et al. (2005)
Euglena gracilis 19,09 - - Cobre Ahmed & Héder (2010)
T. weissflogii 4,98 - - K,Cr,0; Presente estudo

5.2. Adequacdo metodoldgica dos bioensaios com T. weissflogii

Estoques de algas, para ensaios de toxicidade, devem ser inoculados na fase de
crescimento exponencial, pois mais de 99% das células encontram-se vivas e saudaveis
durante esta fase (WALSH & ALEXANDER, 1980; USEPA, 1988). A densidade
celular inicial € o maior fator que pode alterar a taxa de crescimento. Se o ensaio €
iniciado com alta concentracdo de células, devido ao avanco da fase exponencial, o
crescimento pode ser limitado em estagios mais avangados, provavelmente, devido ao

sombreamento ou a limitacdo de CO;, e nutrientes (OECD, 2006; ASTM, 2007;
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ALTENBURGER et al., 2010). Ainda segundo Altenburger et al. (2010), valores de
CE50 variam sistematicamente de acordo com a densidade do inoculo de alga utilizada
no inicio do experimento. Portanto, deve-se estabelecer uma densidade inicial fixa,
baixa e na fase de crescimento exponencial, permitindo altas taxas de crescimento

durante o teste.

A tabela 2 mostra as taxas de crescimento obtidas nos controles de cada teste,
em cada intervalo de tempo, onde podem ser verificado aumento das taxas ao longo dos
dias dos ensaios, mas com pequena variagdo. Indicando que os controles se mantiveram
em crescimento exponencial, validando os testes. Ainda nesta tabela, observam-se taxas
quase nulas com apenas 24 horas de teste, isto se deve ao fato da populacdo algal se
encontrar na fase lag, o qual é um periodo de laténcia variavel, onde ainda ndo héa
aumento tdo significativo da populacdo em fase de adaptacdo as novas condicGes a que
foi submetida. A fase lag pode ser observada também na figura 7. A duracdo desta fase
pode ser critica para 0 sucesso, pois pode determinar a duragdo do teste. Para minimizar
a duracdo desta fase, as culturas devem ser iniciadas com o nimero adequado de células
a partir da cultura estoque, a qual deve estar na fase de crescimento exponencial

(USEPA, 1988; OECD, 2006; ASTM, 2007).

No presente estudo, foi estabelecida a concentracdo inicial de 1x10* cel/mL e,
como ndo foram verificadas diferencas significativas entre 0s pontos e o controle no
tempo inicial (0 hora- tabela 1), os resultados obtidos em 72 horas ndo tiveram
influéncia de possiveis varia¢@es de indculo. A ASTM (2007) recomenda que o indculo
inicial, para espécies de agua salgada, deva estar em uma concentragdo entre 1-2x10*

cel/mL. Arenzon & Raya-Rodriguez (2006), ao avaliarem a toxicidade de aguas
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subterraneas, também utilizou um inéculo de 1x10% cel/mL da Pseudokirchneriella

subcapitata, em um volume final de 100 mL por réplica.

Ja Achuthankutty (2000), em ensaio para avaliar o desempenho da cultura mista
de Isochrysis galbana e Chaetoceros calcitrans em comparacdo com suas
monoculturas, iniciou todas as culturas com a mesma concentracdo de inoculo, 2,5x10*
celulas/mL para cada espécie individual e 1,25x10* células/mL de cada espécie para a
cultura mista. Ao comparar o desempenho da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata com mais trés organismos-teste, Radix et al. (2000) utilizaram um indculo
inicial de 5x10°> em volume final de 50 mL. Mauffret et al. (2010) inocularam 10°
células/mL da diatomacea bentdnica Cylindrotheca closterium em sedimento e agua do
mar expostos ao LAS (linear alkylbenzene sulfonates). Altenburger et al. (2010),

realizou todos os experimentos na concentracdo inicial de 5x10* células/mL.

Como alguns exemplos ja citados, os testes de toxicidade com microalgas sdo
realizados, geralmente, em volume final de 100 mL (RODRIGUES, 2002; ARENZON
& RAYA-RODRIGUEZ, 2006; ALTENBURGER et al., 2010) outros em 50 mL
(RADIX et al., 2000). Desta forma, tornou-se necessaria a comparacdo dos resultados
em volume final de 10 mL. Apo6s a comparagdo dos volumes, todos os testes com T.
weissflogii foram executados em tubos de ensaio contendo um volume de 10 mL de
solugéo-teste, visto que nédo alteraria os resultados para o crescimento celular e CEsy.
Adaptando, assim, a metodologia para testes com microalgas, com a finalidade de
padronizar ao teste com L. variegatus, além de reduzir o volume das amostras coletadas
e armazenadas em laboratorio e o espago fisico necessario para a realizacdo e

manutencao dos testes.
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Os resultados obtidos a partir dos dados de densidade e por comparagdo das
taxas de crescimento demonstraram que a duracdo ideal do teste com a microalga
Thalassiosira weissflogii é de 72 horas, corroborando com a USEPA (1988), OECD
(2006) e 1SO 10253 (2006) que aconselham que a duracdo do teste para microalgas nao
seja maior que 72 horas, tempo em que 0 controle se encontra com as densidades
populacionais baixas e as taxas de crescimento elevadas, podendo ser comparado as
amostras ambientais (tabela2, tabela3 e figura7). A USEPA (1987) tambeém indica a

duracéo de 72 horas para testes com a T. weissflogii.

Como as algas apresentam uma rapida resposta fisiologica, os efeitos deletérios,
em resposta a compostos toxicos, podem ser detectados num curto periodo de tempo
(SICKO-GOAD & STOERMER, 1988). Além disso, os testes de toxicidade crénica que
exigem maior duracdo do ciclo de vida do organismo-teste séo caros e requerem mao de
obra intensiva (RADIX et al., 2000). Desta forma, Radix et al. (2000) avaliaram a
toxicidade de P. subcapitata em um periodo de incubacdo de 5 horas e em 72 horas e
sugeriram que a redugé@o do tempo de exposi¢do ndo substitui os testes com duracdo de
72h. As medicbes em 5 horas de incubagdo, quando a toxicidade foi detectada,
geralmente forneciam as mesmas respostas que a contagem de células 72-h. No entanto,
a auséncia de resposta em varios casos ndo foi uma garantia de seguranca, corroborando
com os dados do presente estudo, o qual obteve melhores respostas em 72 horas de
teste, para a microalga T. weissflogii (Tabela 1). Como todos os pontos que diferiram
significativamente nos demais tempos (24h, 48h e 96h) também se refletiram em 72
horas, com excecdo do P5 para o0 més de novembro de 2010 (em 24 horas), este

procedimento poderia ser usado para verificar rapidamente resultados positivos para
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toxicidade, porém pode fornecer falsas respostas negativas para toxicidade, que néo

podem ser excluidos, como afirma Radix et al (2000).

O protocolo OECD (2006) requer uma taxa de crescimento minima de 0,92/dia
para o periodo de 72 horas de ensaio e o protocolo 1ISO 8692 (2004) requer uma taxa
de crescimento de pelo menos um 1,4/dia. JA& a ASTM (2007) sugere uma taxa de
crescimento de pelo menos 0,9/dia, em 72h. O presente trabalho encontrou taxas de
crescimento, nos meses analisados, acima das taxas minimas exigidas com excegdo para

julho de 2010, como pode ser verificado na tabela 2.

5.3. Avaliagéo das amostras ambientais

Durante os bioensaios ndo foram determinados os teores dos nutrientes
inorganicos das amostras da agua superficial, no entanto, resultados prévios indicam
que a plataforma continental de Pernambuco, area de coleta da agua controle, é uma
regido oligotrofica (Macedo et al., 2004). Mais recentemente, Lima (2010) estudando a
hidrologia de empreendimento de cultivo de beijupird, proximo a nossa area de coleta
da agua controle, encontrou valores de nitrato inorganico dissolvido variando de 0,45 a
0,9 pmoles/L e fosfato inorganico dissolvido variando de 0,045 a 0,085 pmol/L,

confirmando o bhaixo teor de nutrientes na area controle.

Com relagdo a area de estudo, resultados obtidos durante um programa de
monitoramento entre 2008 e 2009, indicam que a variacdo do nitrogénio inorganico
dissolvido no rio Tatuoca para o nitrato-N foi de 0,02 umol/L (na estacdo a montante do
Tatuoca em maio/2009) a 9,93 umol/L (baia de Suape, em novembro/2008), ambos na
baixa-mar. Os valores mais elevados de fosfato-P foram registrados na estacdo a
montante do rio Tatuoca, que alcancaram valores de 21,33 pumol/L e 10,69 pumol/L

durante a preamar e baixa-mar, respectivamente, no més de setembro/2008,
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concentracdes estas acima dos limites permitidos pela legislacdo vigente. As
concentracdes dos nutrientes nitrogenados nos outros pontos de coleta deste ambiente
estiveram dentro da faixa considerada normal para areas estuarinas com baixo impacto,
sendo observadas variagdes sazonais, com valores mais elevados nos meses de maior
precipitacdo pluviométrica (FADE, 2010). Estes resultados afastam a possibilidade de
que os maiores valores de densidade celular e crescimento exponencial de T. weissflogii
normalmente encontrados nas aguas controles estejam relacionados a maior

concentracédo de nutrientes.

No més de julho de 2010, os resultados da densidade celular de T. weissflogii
foram significativamente diferentes, onde todos os pontos, exceto o P2, se encontravam
com densidades maiores que nos controles (tabela 1; figura 7a). As taxas de crescimento
em 72h também tiveram diferencas significativas apenas para os pontos 1, 4 e 5, sendo
mais elevadas que o controle (Tabela 4). Isto sugere uma eutrofizacdo na area, coerente
com o fato de julho ser um més caracteristico do periodo chuvoso. Os pontos 5, 4 e 3
podem ter sido influenciados pelo aporte de aguas provenientes do Massangana, que
tem maior vazdo que o Tatuoca. J& o ponto 1, provavelmente, sofreu influencia dos

nutrientes existentes no rio Tatuoca.

Em setembro de 2010, todas as estacGes apresentaram uma menor densidade de
células da microalga em relacdo ao controle, ao final das 72 horas, indicando toxicidade
em todas as estacGes analisadas, desde o estuario do Rio Tatuoca ao Massangana (tabela
1; figura 7b). Para este més, as taxas de crescimento da T. weissflogii obtidas foram
significativamente menores apenas nos pontos 1 e 2 (Tabela 4). O ensaio toxicol6gico
realizado com as amostras ambientais coletadas nos novos pontos, em setembro de 2011

também apresentou toxicidade para todos eles. Todos os pontos analisados foram
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considerados toxicos em 72 horas de teste, através da densidade celular (tabela 1; figura
7e). Ja as taxas de crescimento detectaram toxicidade para todos, exceto o ponto 2
(tabela 4). Estes resultados apontam setembro como o més de situacdo menos favoravel,
em termos toxicoldgicos. Souza-Santos & Araujo (em preparacdo) tambeém detectaram
toxicidade em todos os pontos na mesma area, no més de outubro de 2007, sugerindo
um possivel acimulo de contaminantes, lixiviados durante o periodo chuvoso, que
comprometeria o inicio do periodo de estiagem, provavelmente por haver uma menor

diluicdo desses contaminantes acumulados.

Com a coleta de amostras ambientais do més de novembro de 2010, foi possivel
realizar teste de toxicidade com a microalga T. weissflogii e com a fase embrio-larval do
ourico do mar L. variegatus. Neste més, a densidade celular nos pontos 2 e 3, ao final de
72 horas, foram significativamente maiores que nos controles (tabela 1; figura 7c).
Como néo houve diferencas significativas nos pontos mais proximos aos estuarios do
Massangana e Tatuoca, a fonte dos possiveis poluentes procede, provavelmente, do
canal de acesso a area interna do complexo portuério de Suape. As taxas de crescimento
ndo apontaram diferencas significativas entre os pontos. Ja o percentual de pluteus bem
formados apontou os pontos 2, 3 e 4 com toxicidade (figura 9a). A densidade celular de
T. weissflogii também detectou um aumento significativo no ponto 4, porém, apenas no

intervalo de 24 horas de teste, como pode ser verificado na tabela 1.

Em janeiro de 2011, tanto o desenvolvimento embrio-larval do L. varigatus
(figura 9b) quanto a densidade celular da T. weissflogii (tabela 1; figura 7d) e as taxas
de crescimento para a microalga (tabela 4) estiveram comprometidas apenas no ponto 1,
sugerindo que a qualidade da agua na area esta comprometida no estuario de rio

Tatuoca. A taxa de crescimento obtida para o ponto 1 foi menor que a taxa obtida no



44

controle (tabela 4), assim como para a densidade celular e para o percentual de larvas

pluteus bem formadas.

Os ensaios com a fase larval do ourigo do mar forneceram os mesmos resultados
toxicologicos encontrados para a densidade celular da microalga, com excec¢do para o
ponto 4, considerado tdxico através do percentual de pluteus bem formados (24 horas),
no més de novembro de 2010. O fato de néo ter sido detectada diferenca significativa no
ponto 4, através da densidade celular (72h) da microalga, pode estar relacionado ao
tempo de exposicdo desse poluente, visto que foi detectada em ambos os testes
exclusivamente com duragdo de 24 horas e, dando continuidade ao teste com a T.
weissflogii, o ponto 4 ndo se manteve. A concentracdo de compostos quimicos pode
diminuir ao longo do tempo de exposicdo devido a fotodegradagdo, a instabilidade
molecular, adsor¢do as paredes dos vasos, volatilizacdo, devido a propria absor¢éo feita
pelas células de algas ou biodegradacdo (USEPA, 1988), o que poderia explicar esta

diferenca encontrada entre 0s dois organismos teste.

Com os resultados obtidos neste estudo podemos notar que as respostas
toxicolégicas foram mais eficientes para a densidade celular. Em geral, o padrdo
de crescimento da populacdo de microalga é muito importante para avaliacdo da
qualidade hidrica e de efluentes, pois substancias téxicas podem inibir ou estimular o
crescimento e, geralmente, duas respostas das populacGes de alga sdo medidas: taxa de
crescimento, sobre parte ou totalidade da fase exponencial, é determinada e comparada
com o controle; e a densidade populacional final. Estes sdo critérios importantes para
deteccdo de substéncias inibidoras e estimulantes de crescimento, para caracterizacéo de

aguas eutrofizadas (PARRISH, 1985; USEPA, 1988; KNIE & LOPES, 2004).
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O protocolo OECD (2006) sugere que uma estimulacdo do crescimento também
possa ser resultante de hormese (estimulacdo de toxicos). Calabrese (2002) definiu
0 hormese como um fendmeno dose-resposta estimulado por uma baixa dose (cerca de
30-60% maior do que o controle, no maximo) e uma inibicédo é causada por altas doses.
Hormese tem sido comumente relatado na avaliacdo das respostas de algas (BELZ et al.,
2008; MACKEN et al., 2008). Mauffret et al. (2010) observou uma estimula¢do no
crescimento da diatomacea benténica Cylindrotheca caclosterium em baixas doses de
LAS, e associou a uma provavel hormese. Neste estudo, as maiores densidades celulares
encontradas em alguns pontos em relacdo ao controle poderiam ser explicadas também

por hormese.

Resgalla Jr. & Laitano (2002) indicaram, ao compilar 60 dados de testes de
toxicidade, entre microcrustaceos, moluscos, ouri¢os, microalgas e peixes, que peixes e
microalgas foram o0s organismos que mostraram maior resisténcia as substancias
testadas. Este estudo porém demonstra a alta sensibilidade de Thalassiosira weissflogii
como organismo-teste de ecotoxicologia marinha pois suas repostas foram muito
semelhante a um organismo ja conceituado para estes bioensaios, 0 embrido de ourico
do mar Lytechinus variegatus. Tendo como vantagem a representacdo de um outro nivel
tréfico, mais bésico.

Alguns estudos apontaram maior sensibilidade das microalgas em relagdo a
outros organismos-testes. Radix et al. (2000) ao avaliarem a performance de quatro
testes de toxicidade cronica, utilizando Daphnia magna, o rotifero Brachionus
calyciflorus, a alga verde Pseudokirchneriella subcapitata e Microtox, demonstrou que
a resposta da microalga foi a mais sensivel. Arenzon & Raya-Rodriguez (2006), em

testes de toxicidade de aguas subterranea e comparando com outros organismos em
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ensaios anteriores para mesma area, apontam uma maior sensibilidade nos ensaios com
microalga. Stauber (1995) compara a sensibilidade da diatomacea Nitzschia closterium
com outras espécies de algas padronizadas e verifica que N. closterium é
particularmente mais sensivel ao cobre, zinco e cromo e menos sensivel ao cadmio e
chumbo do que as diatoméaceas Skeletonema costatum e Minutocellus polymorphus. O
autor compara, ainda, dois tdxicos de referéncia, cromo e clorofenol, os quais foram
testados utilizando teste com a bactéria Photobacterium phospgoreum (microtox), a
inibicdo do crescimento da N. closterium (72h), a inibi¢do de fertilizacdo da macrolaga
Hormosira banksii (3h) e ensaio com larva de peixe Parablennius tasmanianus. A
sensibilidade da diatoméacea e do peixe foi maior para o cromo, enquanto o microtox foi
mais sensivel para o clorofenol. Em geral, ensaios com bactérias sdo mais sensiveis que
testes com algas para compostos organicos, enquanto que algas sdo mais sensiveis que
bactérias para metais (HICKEY et al., 1991). Ainda Stauber (1995), ao avaliar a
toxicidade de efluentes de uma fabrica de celulose, verificou que o ensaio com a N.
closterium foi 0 mais sensivel neste conjunto de testes (microtox; N. closterium; H.
banksii; P. tasmanianus) para avaliar a toxicidade potencial de efluentes complexos.
Além da vantagem da sensibilidade, escolha de testes com algas é vantajosa
devido ao seu rapido crescimento e alto rendimento, a sua relativa simplicidade, sua
padronizacdo e relevancia ecoldgica das espécies de microalgas (Radix et al., 2000;

OHSE et al., 2007).
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6. CONCLUSOES

1-

6-

Baseado em todos 0s aspectos aqui levantados podemos concluir:

A metodologia, adaptada para um volume final de 10 mL, ndo sofreu variagdes
significativas nos resultados, desta forma, o volume necessario por amostra
coletada foi reduzido, além ocupar um menor espaco para realizagdo e

manutencéo dos testes.

O melhor periodo de encerramento dos testes com a T. weissflogii foi verificado

em 72 horas de exposicao.

A densidade celular em 72 horas da microalga T. weissflogii foi mais eficiente
para avaliagdo de problemas na qualidade das aguas superficiais, toxicidade ou

eutrofizacdo, que para as taxas de crescimento.

T. weissflogii demonstrou ser um organismo-teste sensivel ao toxico de

referéncia (dicromato de potéssio).

Os resultados semelhantes obtidos com a densidade celular de T. weissflogii e
com o desenvolvimento dos embrides de L. varigatus demonstraram
comprometimento nos pontos analisados no Complexo estuarino de Suape,
indicando que a diatomacea € um potencial organismo-teste para avaliacdo de

problemas na qualidade de aguas superficiais.

Setembro foi 0 més mais comprometido, nos dois anos estudados.
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