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RESUMO

O principal objectivo deste estudo, foi determinar a toxicidade de um efluente
téxtil, e tentar prever o seu possivel impacto no ambiente natural, analisando os efeitos
letais ¢ sub-letais provocados em duas fases do ciclo de vida (embrides e adultos) do
peixe zebra, Danio rerio.

Tendo em vista a consecucdo dos objectivos, foram realizados testes de
toxicidade agudos e cronicos, assim como biomonitorizagdo online com Multispecies
Freshwater Biomonitor *.

A exposicdo ao efluente téxtil verificou-se ser mais toxica em fases de
desenvolvimento embriondrio de Danio rerio do que em individuos adultos.

Constatou-se que o efluente téxtil, embora ndo tenha demonstrado um impacto
significativo na sobrevivéncia de individuos adultos de Danio rerio, provocou
alteragdes comportamentais, especificamente na locomogio e ventilagio.

Nos testes com larvas e embrides, verificou-se uma variabilidade da toxicidade e
dos efeitos entre os testes realizados.

Através deste estudo foi possivel verificar que, efluentes com pardmetros fisico-
quimicos de acordo com os limites estabelecidos pela legislagdo actual, sio promotores
de impactos em espécies animais, especificamente em fases mais sensiveis do seu ciclo
de vida. Comprovou-se, assim, a maior sensibilidade da avaliagio biolégica da
qualidade da agua relativamente as analises fisico-quimicas.

Sugerem-se medidas de melhoramento e apoio as industrias téxteis, de modo a

incentivar a preven¢do de impactos no meio ambiente.




ABSTRACT

The first objective of this study was to assess the toxicity of a textile effluent,
and to try to understand the possible impact in natural environment, analysing the lethal
and sub-lethal efects induced in two life stages (adults and embrio) of zebra fish, Danio
rerio.

Acute and chronic toxicity tests, and online biomonitoring with Multispecies
Freshwater Biomonitor ® were carry out.

Results showed that textile effluent exposure with Danio rerio was more toxic in
early life stages then adult stages.

We could identify some behavioural changes, namely on locomotion and
ventilation, beside there was not detected a significative impact of the textile effluent on
the survive of Danio rerio adults.

During the early life stage toxicity tests, we observed some efects variability.

With this study we could verify that, effluents with phisico-chemical parameters
acording with regulamentations, are deleterious to animal species, specialy to the early
life stages. This confirm the highest sensibillity of biological assessemnt in water
quality, comparing to phisico-chemical analyses.

Then, we suggest some improvement and support actions to textile industries, to

develop and incite the environmental impact prevention.



RESUME

Le principal objectif de cette étude, fut déterminer la toxicité d’un effluent
textile et essayer de prévoir son possible impact dans I’environnement, en analysant les
effets mortels et sub mortels provoqués dans les deux phases du cycle de vie (embryons
et adultes) du poisson zébre.

Des tests de toxicité aigus et chroniques et de la biomonitorage online avec
Multispecies Freshwater Biomonitor® ont été faits.

On a vérifié que I’exposition a I’effluent textile est plus toxique en periodes du
développement embryonnaire du Danio rerio que chez les adultes.

On a constate que 1’effluent textile, bien qu’il n’ait pas demontré une influence
significative dans la survie de Danio rerio adultes, il a provoqué des altérations au
niveau du comportement, notamment dans la locomotion et ventilation.

En ce que concerne les tests embrio-larvaires, on a constaté une variabilité de la
toxicité et des effets parmi les tests réalisés.

Cette étude a permis de verifier que des effluents avec des paramétres physico-
chimiques selon les limites établis por la loi, provoquent des effets chez les espéces
animales, surtout en periodes plus sensibles de leur cycle de vie. On a ainsi prouvé que
I’évaluation biologique de la qualité de I’eau est plus efficace que les analyses physico-
chimiques.

On suggére des mesures d’amélioration et d’appui aux industries textiles pour

incentiver la prévention des effets dans I’environnment.



“Se ds vezes digo que as flores sorriem

E se eu disser que os rios cantam,

Nao € porque eu julgue que hd sorrisos nas flores
E cantos no correr dos rios. ..

E porque assim fago mais sentir aos homens falsos

A existéncia verdadeiramente real das flores e dos rios. (...)"

Alberto Caeiro




Aos meus pais,
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Efeitos da exposigfo de peixe zebra, Danio rerio, a um efluente téxtil

1. Introducio

1.1. Introdugdo Geral

A dgua €é um meio por onde nutrientes e organismos se movimentam, por isso 0s
cursos de agua sdo frequentemente considerados como as “veias da natureza”. Os cursos
de agua sdo ecossistemas abertos e, consequentemente, bastante vulneraveis a agressdes
exteriores (Scheneiders ef al., 1993).

Com o aumento da populagdo humana, com a sua concentracio em grandes
centros urbanos e com o desenvolvimento industrial, tem aumentado a necessidade de
agua para consumo, bem como os niveis de polui¢do dos recursos hidricos.

Na verdade, a degradacdo da qualidade das aguas levanta graves problemas
ecologicos. De modo a evitar ou a minimizar a ocorréncia desses problemas, é
necessario determinar a toxicidade de milhares de substincias quimicas (e dos seus
produtos de degradacdo) utilizadas para fins industriais, agricolas e domésticos,
frequentemente descarregadas nos cursos de agua. Os programas de monitorizagdo da
qualidade da 4gua podem ser uma grande ajuda neste campo.

Um importante objectivo da maioria dos programas de monitorizagdo da
qualidade da agua ¢ a preservagdo da vida aquatica, ndo sé pelo seu valor intrinseco,
mas também porque a dgua que sustenta biocenoses ricas ¢ diversificadas revela mais

qualidade, tornando-se 1til também assim para o ser humano.

O controlo e vigildncia das descargas de efluentes baseiam-se sobretudo em
analises fisico-quimicas que, devido a descontinuidades de amostragem, nem sempre
detectam atempadamente descargas nocivas de efluentes. A analise biologica é referida
por Gerhardt (1999a) como sendo um bom complemento a monitorizagio quimica, visto
que os organismos integram ao longo do tempo os potenciais efeitos toxicos de
diferentes compostos quimicos e seus produtos de degradagio, indicando igualmente os
efeitos globais nos ecossistemas aquaticos.

Gerhardt (1995) refere ainda que os resultados da biomonitorizagdo permitem
uma integragdo temporal dos efeitos da exposigdo aos diferentes poluentes durante todo
o ciclo de vida de um organismo, sendo mais relevantes que as analises quimicas na

vigilancia continua de poluentes no meio aquatico.
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Os produtos toxicos podem revelar os seus efeitos adversos de diversas
maneiras, dependendo das caracteristicas do poluente, do curso de dgua receptor e das
respectivas comunidades biologicas (Abel, 1998). E necessério, portanto, que as
andlises fisico-quimicas sejam complementadas com analises biolégicas relativas a

estrutura das biocenoses e a avaliagfo da toxicidade dos poluentes (Rand, 1995).

A toxicidade de produtos quimicos pode ser detectada em animais através da
analise das suas respostas & exposi¢do ao toxico, isto ¢é, analisando determinados
biomarcadores. Um biomarcador é uma resposta bioquimica, fisiologica, celular,
morfolégica ou comportamental ao nivel do organismo exposto a concentracdes
subletais de poluentes (Hellawell, 1986).

Geralmente, os efeitos toxicos directos na sobrevivéncia, crescimento ou
reprodugdo dos organismos, sdo determinados usando bactérias, algas ou perifiton,
invertebrados e peixes (Fent, 2003). De entre os animais de dgua doce, os peixes sdo os
organismos que mais se assemelham fisiologicamente aos seres humanos e,
frequentemente, observam-se alteragdes no seu comportamento como, por exemplo,
perda de orientagfio e lesdes nas branquias ou na pele, podendo ser por isso utilizados
como biomonitores da qualidade da agua (Gerhardt, 1999a).

Cleveland ef al. (1999) sublinham o importante papel que o desenvolvimento e a
estandardizacdo dos testes de toxicidade e de bioacumulagdo, os estudos quimicos, os
ensaios laboratoriais e os testes efectuados no campo com peixes, tiveram na
manutengdo ¢ melhoria da qualidade ambiental. Estes autores indicam varias razdes que
justificam a utilizag¢do dos peixes como excelentes instrumentos para a monitorizagio
ecotoxicologica:

- algumas espécies tém o seu ciclo de vida bem documentado;

- as fases iniciais do seu ciclo de vida sdo extremamente sensiveis a
contaminantes;

- mantém um contacto intimo com o seu habitat e portanto é muito dificil
evitarem a exposi¢do a poluentes;

- tém sido estandardizados numerosos métodos para testes de toxicidade com
peixes;

- podem agir como “sistemas bioldgicos sentinelas” para detec¢do de exposicdes

toxicas.




Efeitos da exposi¢io de peixe zebra, Danio rerio, a um efluente téxtil

A maioria das aplicagdes de “sistemas bioldgicos sentinelas”, de acordo com
Kramer ef al. (1991), podem ter varios objectivos:

- monitorizacdo da qualidade da agua utilizada para diversos fins (humanos ou
industriais), onde um alarme pode levar ao encerramento dos canais de distribui¢io da
agua para consumo;

- monitorizagdo de potenciais derramamentos de modo a prevenir danos no
ambiente natural, onde um alarme pode levar a identificagdo da fonte poluidora e
consequente ac¢do judicial;

- monitorizagdo de potenciais derramamentos tendo em vista a detecgdo de
danos ou problemas de funcionamento de fabricas, onde um alarme pode conduzir a
detec¢iio antecipada de erros num processo de producdo e, quando possivel,
armazenamento temporario de efluentes numa bacia de emergéncia.

Desta forma, a biomonitorizagdo pode ser utilizada também para orientar os

processos industriais.

A utilizago dos peixes nos testes de ecotoxicidade, tem vindo a tornar-se num
esforgo multi-disciplinar. A integragéo de caracteristicas de organismos, populacionais e
comunitarias, associadas a protocolos de avaliagfo estatistica dos riscos e impactos,
promete aumentar no futuro o grau de certeza e a previsibilidade das capacidades da

biomonitorizagéo e da ecotoxicologia.

1.2. Testes de Toxicidade

A toxicologia aquatica tem sido definida como o estudo dos efeitos de quimicos
ou outros agentes toxicos em organismos aquaticos, com especial énfase nos efeitos
nocivos ou adversos (ASTM, 1998).

Utilizam-se testes de toxicidade para estimar as concentragdes do quimico € a
duragdo da exposicdo requeridas para produzir efeitos criticos, como alteragdes na
mortalidade, crescimento, reprodugfo, patologias, comportamento, fisiologia e
bioquimica dos organismos. Estes testes proporcionam uma base de dados que pode ser

utilizada para avaliar o risco associado a uma situago onde estdo definidos o agente

quimico, o organismo e as condi¢des de exposi¢do (Rand, 1995).
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A maior parte dos testes de toxicidade sdo conduzidos em laboratorio,
fornecendo resultados a partir dos quais se tentam extrapolar provaveis situagdes
adversas para o meio natural. As relagdes de causa-e-efeito sdo facilmente estabelecidas
a partir destes testes, devido ao elevado grau de controlo das condigdes do teste (e.g.
qualidade da agua, fotoperiodo, temperatura). Além disso, estes testes sdo muito claros
e relativamente simples de conduzir, muitos estdo estandardizados e podem ser
reproduzidos.

Uma variedade de métodos estandardizados pode ser consultada em vérias
publicagdes de entidades como, por exemplo, American Public Health Association
(APHA), U. S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA), American Society for
testing and Materials (ASTM), International Standardization Organization (ISO) e

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD).

Os actuais testes de toxicidade sdo levados a cabo com espécies que sdo
consideradas representativas da maioria das classes de organismos, de modo a que os
resultados proporcionem informagdes sobre a toxicidade de quimicos especificos para
diferentes tipos de organismos, sob determinadas condig¢des (Rand, 1995).

Virios critérios sfo utilizados para a selec¢dio de organismos para os testes de
toxicidade:

a. espécies abundantes e vastamente disponiveis (facilmente obtidas através de
uma fonte comercial ao longo do ano);

b. espécies faceis de utilizar ¢ manter em laboratdrio, com técnicas de cultura bem
conhecidas;

c. espécies com informagéo cientifica disponivel (sobre a sua fisiologia, genética,

comportamento, entre outras), facilitando a interpretagio dos resultados.

A determinagdo da toxicidade através de bioensaios segue, normalmente, uma
linha evolutiva a partir de testes mais simples e de curta duragfo, para testes mais
complexos e de longa duragdo.

Apesar de existirem algumas diferengas, todos eles se regem por um plano
experimental idéntico, isto €, os organismos sdo expostos a diferentes concentragdes da
solugdo teste (toxico individual ou efluente), os critérios para determinar os efeitos sdo

estabelecidos previamente (e.g. sobrevivéncia, crescimento, deformagdes) e sdo depois
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avaliados por comparagdo com o0s organismos expostos a solugdo controlo (4gua
utilizada na dilui¢do das diferentes concentragdes do efluente).

A exposi¢do dos organismos a solugdio teste também ¢ definida previamente e
pode ser de 3 tipos:

a) Estética — ndo existe renovacdo da solugdo durante todo o teste;

b) Estatica com renovagéio — a solugdo é renovada periodicamente (geralmente a
cada 24 horas);

¢) Renovagdo continua — a solugdo circula para dentro e para fora das cdmaras

teste, podendo ser renovada de forma continua ou intermitente.

Os testes de toxicidade podem ser considerados agudos ou cronicos, conforme a
sua duragdo, apesar de existirem outras interpretacdes para esta classificagdo,
designadamente no que respeita aos efeitos serem mais ou menos severos, ou ocorrerem

em concentrag¢des de efluente mais elevadas ou mais baixas.

Os testes agudos realizam-se em curtos periodos de tempo (geralmente entre 48
horas a 96 horas) e tém um plano experimental relativamente simples, onde os efeitos
criticos analisados sdo normalmente a mortalidade ou a imobilizagdo dos organismos.
Devido a facilidade de realizagdo e aos custos baixos que acarretam, uma grande parte
da informagéo ja existente no que diz respeito a avaliagfo da toxicidade de efluentes é
proporcionada por este tipo de testes.

O objectivo de um teste de toxicidade aguda, consiste na determinagio da
concentragdo de uma substancia (quimico ou efluente) ou a intensidade de um agente
(e.g. temperatura, pH) que produz um efeito prejudicial num grupo de organismos
durante uma exposigdo curta, efectuada em condi¢des controladas (Ward e al., 1982).
A toxicidade expressa-se pelo valor da concentragdo letal a 50% (CLsg) ou da
concentragdo inibitéria a 50% (Clsy). Estes pardmetros indicam a concentragdo de
toxico no meio, que provoca, respectivamente a morte ou a inibigdo (e.g. do
crescimento) de metade dos individuos da populagdo considerada nas condigdes

experimentais utilizadas (ASTM, 1998).

Os testes cronicos t€ém como objectivo detectar efeitos sub-letais e realizam-se

em periodos de tempo mais longos, podendo ter a duragio de anos no caso de
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abrangerem o ciclo de vida completo de certas espécies. Por este motivo, acarretam
maiores dificuldades para a sua execugéo, quer a nivel econémico quer a nivel pratico.

Contudo, em resposta as necessidades de regulamentagéo rapida dos pardmetros
dos efluentes promotores de toxicidade cronica, tém sido apresentados pela U. S. EPA
alguns testes de curta duragéo (4 a 7 dias), que permitem estimar os efeitos cronicos dos
efluentes.

O objectivo dos testes cronicos com efluentes ou compostos quimicos é estimar
a concentragdo “de seguranga”, ou seja, a concentragdo das substincias toxicas que
permite uma propagagdo normal dos peixes e outros organismos aquaticos nos cursos de
agua receptores (EPA, 2002).

A toxicidade cronica € expressa em termos da concentragdo mais elevada que
estatisticamente ndo teve efeito observado significativo (CENO) nas suas respostas em
comparag¢do com as do controlo. Também se pode expressar em termos da concentragdo
mais baixa, que estatisticamente provocou um efeito observado significativo (CEO) nas
suas respostas em comparagdo com as do controlo.

Os efeitos criticos geralmente analisados nestes testes incluem a mortalidade e a
sobrevivéncia, a reprodugéio e o crescimento, a locomogfo, a ventilacdo, os batimentos
cardiacos, as analises sanguineas, a histopatologia, a actividade enzimatica, a fungio
olfactiva e a ocorréncia de deformagdes. Como ndo € praticavel detectar ou medir todos
estes efeitos (e outros ainda possiveis) num teste de rotina, as observacdes estio

normalmente confinadas a alguns desses efeitos.

A maior limitagdo destes estudos diz respeito as dificuldades de extrapolagéo
dos resultados laboratoriais para o ambiente natural, visto que os efeitos observados em
laboratério podem néo ocorrer da mesma forma ou com o mesmo nivel e intensidade,
que concentra¢des similares em ambiente natural.

Geralmente em laboratorio, ndo se tem em consideragdo a capacidade de
adaptagdo das populacdes de organismos. Portanto, os efeitos observados em
laboratério poderfio parecer mais nocivos do que de facto serdio no ambiente natural.
Além disso, os estudos laboratoriais ndo conseguem simular as complexas e variadas

interac¢des entre espécies, assim como as influéncias e alteragdes do meio ambiente que

ocorrem espontaneamente nos sistemas naturais.
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Para Abel (1998), uma das grandes dificuldades em estudar os efeitos da
polui¢do no campo, consiste em comparar 0 que esta a acontecer no rio poluido com o
que poderia ter acontecido se o rio ndo fosse poluido. Comparando com outras zonas do
mesmo rio ndo poluidas, sabe-se também que, num ambiente natural, as suas
caracteristicas variam bastante de acordo com as condi¢des fisicas e quimicas
prevalecentes em cada local.

Como vemos, ¢ bastante dificil distinguir as consequéncias da polui¢do, a partir
das respostas da comunidade biologica as variagdes naturais do ambiente fisico, devido

ao facto destas relagdes ndo serem ainda bem compreendidas.

A variabilidade dos testes de toxicidade e as diferengas nas espécies originam
também incertezas na interpretagéo dos resultados. Mas apesar destes testes possuirem
limitagdes, ddo sugestdes importantes sobre o potencial ecotoxicoldgico de locais
contaminados. Fent (2003) afirma que os testes de toxicidade realizados em laboratério
sdo uma ferramenta viavel na caracterizagio da ac¢fo toxica dos quimicos e na
compreensio da toxicidade associada.

Mas para além dos testes de toxicidade, existem outros instrumentos que

auxiliam a biomonitoriza¢do, nomeadamente a monitorizagio online.
1.3. Biomonitorizagdo Online

Tém sido desenvolvidos inimeros monitores para peixes baseados em diferentes
técnicas, tais como ultrasons, video, condutividade, sinais bioeléctricos e reotaxia
(Gerhardt, 1998).

Um novo biomonitor, Multispecies Freshwater Biomonitor (MFB®), tem sido
utilizado em varios trabalhos, comprovando a sua eficicia na detec¢io online de
alteragdes comportamentais em resposta a exposi¢do a poluentes em varios organismos
aquaticos, designadamente em Gammarus pulex (Gerhardt et al., 1994; Gerhardt, 1995;
Gerhardt, 1996, Gerhardt et al., 1998), Oncorhynchus mykiss (Gerhardt, 1998), Oryzias
latipes e Macrobrachium nipponense (Gerhardt et al., 2002) ou em Gasterosteous
aculeatus (Craig et al., 2004).

Apesar das alteragdes de comportamento induzidas por substincias toxicas terem

um interesse biologico intrinseco, podem ser também muito tteis para detecgdo e/ou
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monitoriza¢do da presenga de poluentes na dgua (Pascoe ef al, 1991). Estes autores
defendem que desde que as modificagdes no comportamento dos animais possam ser
detectadas de forma relativamente rapida e em concentragdes inferiores as que
provocam mortalidade, consegue-se garantir uma indica¢do mais sensivel da fraca
qualidade da 4gua comparativamente aos convencionais testes letais de toxicidade.
Contudo, as modificagdes do comportamento sdo frequentemente bastante
variaveis e dificeis de registar, pelo que devem ser escolhidas aquelas que oferecem
maiores condi¢Oes para investigagdes futuras e eventual incorporagfo em programas de

monitorizagao.

O principio utilizado pelo MFB® no registo do comportamento animal, baseia-se
na analise de alteragdes num campo eléctrico de corrente alternada (técnica de
conversdo de impedédncia), onde os sinais produzidos pelo comportamento natural dos
diferentes organismos aquaticos podem ser observados e registados em software
adequado (Gerhardt ef al., 1994).

Deste modo, comportamentos animais especificos sio traduzidos em termos das
alteragdes a resisténcia geradas pelos movimentos dos organismos dentro de um campo
eléctrico, consequentemente descrito em termos de frequéncia e amplitude. Por
exemplo, movimentos amplos de locomogdo correspondem a amplitudes elevadas e a
baixas frequéncias (<2 Hz) e movimentos ritmicos de ventilagio correspondem a baixas
amplitudes e altas frequéncias (>2 Hz) (Gerhardt, 1999b).

Gerhardt e al. (1994) distinguiram com o conversor de impedancia diferentes
tipos de comportamento em Gammarus pulex, como locomog¢do e ventilagdo, e
concluiram que o conversor de impedancia é uma ferramenta apropriada para estudos
comportamentais e ecoldgicos, ja que registam padrdes comportamentais de espécies
aquaticas de forma sensivel e quantitativa.

Diferengas entre comportamentos especificos entre diferentes espécies, podem
assim ser quantificadas (frequéncia, amplitude) e relacionadas com diferentes

adaptagdes das espécies aos seus habitats especiais. Tal conhecimento é uma ferramenta

bastante util em estudos ecologicos.
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1.4. Caracterizag@o do peixe zebra, Danio rerio

O peixe zebra, Danio rerio, ¢ um pequeno peixe tropical bem conhecido dos
entusiastas por aqudrios. Os factores que o tornaram extremamente popular na
aquariofilia foram os mesmos que o converteram numa das espécies mais utilizadas em
investigacao.

E uma espécie bentopeldgica de dgua doce (Temperatura: 18-24°C; pH: 6-8),
pertencente a familia dos CYPRINIDAE e a ordem dos CYPRINIFORMES, com
distribuig¢do pela Asia (Westerfield, 2000).

Figura 1. Aspecto geral de Danio rerio adulto.

(Fonte: www.luc.edu/depts/biology/grande.htm)

Esta espécie mede cerca de 3 a 5 cm em adulto. E uma espécie simples de obter,
economica, de facil manuteng@o e, sob condigdes apropriadas, consegue proporcionar
um grande niimero de ovos transparentes e ndo aderentes e de facil manuseamento. Uma
fémea tem posturas de aproximadamente 50 a 200 ovos por dia.

Numa perspectiva biotecnolégica, uma das suas grandes vantagens é o pouco
espago necessario e baixos custos de manutengfo relativamente ao investimento inicial.
Um grupo de peixes zebra pode manter-se numa frac¢fo do espago necessario para
manter um grupo equiparavel de trutas ou salmdes, que sdo modelos bioldgicos em
investigacdo (Lele et al., 1996).

Devido as suas caracteristicas, o D. rerio tem sido utilizado como modelo em
iniimeros estudos no campo da genética molecular, da biologia dos vertebrados, bem

como em neurobiologia e na investigagdo genética (Kimmel ef al.., 1995; Lele ef al.,

1996; Westerfield, 2000).

O seu desenvolvimento embrionario foi descrito em varios estudos (e.g. Kimmel
et al., 1995) e é uma base para a interpretagdo dos efeitos provocados por poluentes

ambientais. As fases de desenvolvimento iniciais dos peixes sio estadios bastante
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sensiveis do seu ciclo de vida, devido aos varios acontecimentos criticos e essenciais
que ocorrem num curto espago de tempo (de duas células iniciais, torna-se rapidamente
num organismo funcional com sistemas de 6rgdos bem desenvolvidos). Se em qualquer
altura desta fase de desenvolvimento um stress ambiental, originado por um poluente,
induz alguma alteragdo nesse desenvolvimento, as hipoteses de sobrevivéncia sdo
imediatamente reduzidas.

Os testes com embrides de D. rerio sdo recomendados por Nagel (2002) como
modelo em ecotoxicologia e toxicologia. Esta ¢ uma espécie também recomendada pela
Environmental Protection Agency para testes de toxicidade aguda com peixes adultos

(EPA, 1996a) e para testes de toxicidade com embrides (EPA, 1996b).

1.5. Impacto dos Efluentes Industriais Téxteis

Uma das maiores fontes de poluigdo das aguas superficiais é a descarga de
efluentes industriais. Cerca de vinte por cento do consumo global da dgua sdo gastos na
actividade industrial. Na Peninsula Ibérica, os processos industriais geradores de
volumes significativos de dguas residuais incluem a industria petroquimica, a sintese
quimica, a farmacéutica, a agroquimica, as alimentares, a pasta de papel e os téxteis
(Faria, 2002).

A industria téxtil ¢ uma das maiores do mundo em termos de produgio de aguas
residuais, gerando um efluente altamente poluido proveniente principalmente dos
sectores de engomagem, tinturaria e acabamento. Stern ef a/. (2003) indicam que estas
operagdes, além de exigirem grandes quantidades de dgua (cerca de cento e cinquenta
litros por cada quilograma de tecido tingido), sdo também caracterizadas por um uso
massivo de sais inorgénicos, bases, acidos e sulfatos, bem como por tintas que podem
variar de dia para dia quanto ao tipo de estrutura quimica. Rosa et al. (1999),
caracterizam os efluentes téxteis ndo tratados como contendo numerosas populagdes
bacterianas, elevada carga organica, elevada volatilidade, elevada salinidade, elevada
reactividade quimica, e possuindo também valores de pH elevados.

Figueiredo ef al. (2000) indicam também que nas industrias onde os processos
industriais sdo descontinuos, os despejos lancados na estagio de tratamento de efluentes
apresentam geralmente grande variagdo de carga, o que acarreta um baixo desempenho

no tratamento e compromete a qualidade do efluente final langado no corpo receptor.
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Os produtos contaminantes do meio ambiente, como os produzidos pelas
industrias téxteis, partilham muitas propriedades criticas como a toxicidade, elevada
persisténcia ambiental, grande mobilidade (facilitando a infiltragdo no solo e a posterior
contaminagido de aguas subterrdneas), entre outras. Deste modo, adquirem grande
importincia as interacgdes entre compostos toxicos individuais (Fent, 2003).

As interacgdes entre os diferentes toxicos dos efluentes podem ser aditivas,
sinergistas (com maior impacto que as interac¢des aditivas) ou antagonistas (com menor
impacto que as aditivas). Assim sendo, um efluente pode ser considerado ndo toxico,
ainda que as concentragdes dos seus componentes scjam consideradas toxicas
individualmente, e vice-versa. Apenas por intermédio dos ensaios de toxicidade com
efluentes, ¢ possivel obter uma avaliagdo efectiva dos efeitos combinados das

substancias toxicas.

Existem varios estudos de toxicidade com a espécie Danio rerio, tanto com
individuos adultos (e.g. Smolders, 2003), como com embrides e larvas (e.g. Lange et
al., 1995). No entanto, de uma forma geral, os testes realizam-se expondo os
organismos a toxicos individuais, sendo muito mais raros os que avaliam a toxicidade
de efluentes contendo misturas de poluentes, devido a complexidade de interpretagfo
dos efeitos decorrentes.

Relativamente a avaliagdo de toxicidade de efluentes téxteis, existem alguns
trabalhos efectuados com Daphnia magna (Galassi et al., 2000; Villegas-Navarro et al.,
2001), Orzyas latipes € Oreochromis mossambicus (Chen et al., 2001) Spirillum
volutans e Scenedesmus spinosus (Gomez et al., 2001), mas nio foram encontrados na

literatura consultada, estudos sobre o impacto desses efluentes em Danio rerio.
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1.6. Objectivos

1.6.1. Enquadramento Geral

No Norte de Portugal, principalmente no Vale do Ave, o sector téxtil tem ainda
uma forte presen¢a, apesar da sua produgdo ndo atravessar os melhores dias. Esta
presenca reflecte-se no impacto que os seus efluentes induzem nos cursos de dgua da
regido, nomeadamente nos rios Ave e Lega, que perderam ja grande parte da sua vida
aquatica. Tém-se desenvolvido nos ultimos anos, todavia, alguns projectos com o
objectivo de recuperar estes ambientes (e.g. Projecto de despolui¢do do Vale do Ave).

O estudo aqui efectuado procurou ir ao encontro desta tendéncia actual de maior
preocupagdo ecologica na regido. Pretendeu-se inferir dos efeitos provocados pelas
descargas de efluentes industriais téxteis, em espécies piscicolas.

Assim sendo, realizaram-se diferentes testes de toxicidade e bioensaios com a
espécie piscicola Danio rerio, utilizando amostras de efluente téxtil tratado, obtidas
numa estag¢do de tratamento privada do Vale do Ave antes da descarga para o meio

receptor natural (neste caso, o rio Lega).

1.6.2. Objectivos especificos

Neste trabalho, procurou-se avaliar a toxicidade aguda e/ou crénica de um
efluente téxtil em embrides e consequente desenvolvimento larvar ¢ em individuos
adultos de D. rerio.

O principal objectivo deste estudo consistiu em determinar a concentra¢io de
efluente que produzia efeito letal e sub-letal (eclosdo, deformagdes, crescimento,
batimento cardiaco, locomogéo e ventilagdo) em D. rerio, tendo em vista a avaliagio da
sensibilidade do organismo teste em duas fases do seu ciclo de vida (embrides e
adultos).

Pretendia-se ainda obter valores de toxicidade, que pudessem servir de
referéncia para a determinacio do impacto do efluente téxtil tratado, quando
descarregado no meio hidrico receptor.

Visando a consecugdo destes objectivos, realizaram-se testes de toxicidade

agudos e cronicos e fez-se a biomonitorizag¢do online do comportamento de D. rerio,

através de um biomonitor (MFB®).

12




Efeitos da exposigdo de peixe zebra, Danio rerio, a um efluente téxtil

2. Material e métodos

2.1. Organismo teste

Os organismos adultos de D. rerio, foram obtidos a partir de uma fonte
comercial. A chegada ao laboratério, os animais eram sujeitos a uma fase de transicéo,
durante a qual eram adicionados ao saco de transporte 250ml da agua dos aquarios
experimentais, de 15 em 15 minutos até estabilizar a temperatura. Apds esta primeira
aclimatagfio, 0s peixes eram mantidos durante uma semana em aquarios de vidro ou de
plastico, com filtragem e arejamento, com dgua da rede publica do Municipio do Porto,
previamente sujeita a um tratamento desclorificante e anti-stress com Sera Aqutan. Era
igualmente feita uma prevengdio anti-bacteriana e anti-fungica com Terramicina
(cloridrato de oxitetraciclina). O volume de agua utilizado em cada aquério era
equivalente a um grama de peixe por litro. A temperatura da agua era de 23 + 2°C e o
fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas de obscuridade. Os peixes eram alimentados trés
vezes por dia com alimento comercial (Sera, Vipan). A limpeza dos aquérios era
efectuada diariamente, retirando-se os mortos de imediato, e apdés a limpeza era

renovado um quarto da dgua do aquario.

Ovos fertilizados da espécie piscicola D. rerio foram obtidos a partir de
reprodugdo natural de individuos adultos sob condigdes laboratoriais controladas. Pares
de macho/fémea eram individualizados em aquarios num sistema de 4gua corrente
purificada através de filtro biologico, a temperatura de 28 + 1°C, fotoperiodo de 16
horas luz e 8 horas de obscuridade, sendo alimentados trés vezes por dia. As posturas
ocorriam no inicio do ciclo de luz, os ovos eram recolhidos até cerca de quatro horas
apos a postura. Seguidamente eram utilizados nos testes de toxicidade (ainda na fase de

blastula).

2.2. Efluente e agua de diluigio

A 4gua utilizada no tratamento controlo, manutengfo dos organismos teste e

diluigdo do efluente, era dgua da rede publica do Municipio do Porto com um
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tratamento desclorificante e anti-stress efectuado no laboratorio, através da adi¢do de
uma solu¢do acondicionadora (Sera Aqutan).

As amostras de efluente eram recolhidas sempre no periodo da manhi (por volta
das 10 horas e 30 min), numa estagdo de tratamento téxtil privada, que efectua as suas
descargas no rio Leca e se localiza a cerca de 30 Km da cidade do Porto. O efluente
utilizado provinha de um reservatorio que armazenava o efluente, imediatamente antes
da sua descarga para o meio receptor. O efluente era transportado em biddes de plastico,
sendo que a viagem até ao laboratorio demorava cerca de 30 minutos. Uma vez no
laboratodrio, fazia-se a caracterizagdo fisico-quimica do efluente recolhido através da
determinagio dos seguintes parametros: Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBOs),
Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), Sélidos Suspensos Totais (SST), pl,
Temperatura, Oxigénio Dissolvido (0.D.), Percentagem de Saturagdo de Oxigénio,

Condutividade, Azoto Amoniacal, Nitritos, Nitratos ¢ Fosfatos.

2.3. Pardmetros fisico-quimicos

Neste estudo, ndo se procedeu a identificagdo de substincias especificas toxicas
presentes em efluentes téxteis, tais como sais inorganicos, bases, acidos, sulfatos ou
corantes sintéticos. Em vez disso, analisou-se a sua toxicidade como uma mistura de
substdncias. Procurou-se, contudo, efectuar uma caracterizagdo do efluente
relativamente aos parametros fisico-quimicos convencionais.

Além da caracterizagdo geral do efluente recolhido, analisaram-se também os
parametros fisico-quimicos em todos os tratamentos, no inicio e no fim de cada teste ¢ a
cada renovagdo. A tabela 1 indica os métodos a que se recorreu para analisar esses
parametros.

Além da caracterizagdo fisico-quimica do efluente realizada no nosso
laboratério, foram-nos facultados ainda alguns valores das analises fisico-quimicas que
periodicamente a industria téxtil realiza ao seu efluente. Os efluentes analisados no
nosso laboratério compreenderam uma amostragem entre Agosto de 2003 e Dezembro
de 2003, enquanto que os dados fornecidos pela industria téxtil abrangeram o periodo
de Junho de 2003 a Margo de 2004. A tabela 2 indica os métodos referenciados pela

industria téxtil para analisar os respectivos pardmetros.
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Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos analisados em diversas fases deste trabalho,

com as respectivas unidades e métodos analiticos. ('Caréncia Bioquimica de

Oxigénio; “Caréncia Quimica de Oxigénio; *Sélidos Suspensos Totais)

Pariametros Unidade Método Analitico
CBO;' mg oxigénio/l De acordo com o descrito em APHA (1992).
CQO° mg oxigénio/l De acordo com o descrito em APHA (1992).
o mg/1 De acordo com o descrito em APHA (1992).

Oxigénio Dissolvido

mg oxigénio/l

Através de medidor WTW Multiline.

Saturagdo de Oxigénio % Através de medidor WTW Multiline.
Temperatura °®© Através de medidor WTW Multiline.
Condutividade uSiem Através de medidor WTW Multiline.

pH Escala Sorensen Através de medidor WTW Multiline.
Azoto Amoniacal mg N-NH,/1 Método colorimétrico (0,2-8 mg/I; Microquant®).
Nitritos mg N-NO,/1 Meétodo colorimétrico (0,1-2,0 mg/l Aquaquant™).
Nitratos mg N-NOy/I Meétodo colorimétrico (0-10 mg/1; Hach).
Fosfatos mg P,0s/1 Meétodo colorimétrico (1-10 mg/l; Aquamerck®).

Tabela 2. Pardmetros fisico-quimicos analisados pela indudstria téxtil, com as

respectivas unidades e métodos analiticos. (‘Caréncia Bioquimica de Oxigénio;

2 R ;. - . "
Caréncia Quimica de Oxigénio; *Solidos Suspensos Totais)

Parimetros Unidade Método Analitico
. ) Determinagdo do O, dissolvido antes e depois de 5
CBO;s mg oxigénio/| )
dias de incubagfo a 20°C no escuro.
CQO* mg oxigénio/l Método do dicromato de potéssio.
; Filtragdo através de membrana filtrante (porosidade
SST mg/l
0,45um), secagem a 105°C e pesagem.
pH Escala Sorensen Electrometria (a 25°C).
Cor mg/] escala Pt/Co Método fotométrico com Padrdes de escala Pt/Co.
mg/1
Detergentes Espectrometria de absorg¢do molecular,
sulfato de laurilo e sodio
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2.4. Plano experimental

Neste trabalho, apesar de se ter procedido a algumas adaptagdes pontuais, de
uma forma geral eram seguidas as recomendagdes propostas pela U. S. EPA (1996a;
2002) para os diferentes testes de toxicidade.

Para as dilui¢des de efluente utilizadas nos testes, optou-se pela seguinte série:
100%, 71,4%, 51%, 36.4%, 26% e 0% de efluente (v/v). Esta op¢do deveu-se a grande
variabilidade na composi¢éo dos efluentes téxteis. E, de modo a obter uma maior gama
de informag@o nos resultados, era necessario abranger varias possibilidades de diluigdo
do efluente.

No sentido de uma confirmagio dos resultados, os testes agudos e cronicos com
adultos de D. rerio realizaram-se em duplicado. Nos testes cronicos com embrides de D.

rerio realizaram-se um teste preliminar (teste I) e dois testes definitivos (teste II e III).

2.4.1. Teste agudo com adultos de Danio rerio

Os individuos de D. rerio eram expostos a cinco tratamentos de efluente téxtil
(100%, 71,4%, 51%, 36,4% e 26% de efluente) e a um tratamento controlo (0%) por um
periodo de 96 horas num sistema semi-estatico. Cada tratamento foi efectuado em
triplicado, sendo que em cada réplica foram colocados sete organismos teste.

Os testes realizaram-se em aquarios de pléstico contendo 5L de cada solugdo
teste, a uma temperatura de 23 + 2°C e com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas
obscuridade. Um ter¢o de cada solugfo teste era renovado diariamente. O efluente para
a renovagdo era armazenado a 4°C, sendo restituido a temperatura do teste aquando da
sua utilizagdo. Durante a realizagdo do teste e vinte e quatro horas antes do seu inicio,
ndo era fornecido alimento aos organismos teste.

Efectuaram-se observagdes didrias em todos os tratamentos e registou-se o
numero de mortos, que eram retirados dos respectivos aqudrios.

No inicio e fim do teste e a cada renovagéo, eram determinados em cada aquario
0s seguintes pardmetros fisico-quimicos: Oxigénio Dissolvido, % Saturacio de
Oxigénio, Condutividade, Temperatura e pH.

O primeiro teste (teste I) realizou-se no inicio do més de Agosto de 2003, e a

repeticdo (teste II) ocorreu um més depois.
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2.4.2. Teste cronico com adultos de Danio rerio

Relativamente aos testes de toxicidade, os individuos de D. rerio eram expostos
a quatro tratamentos de efluente téxtil (referidos a seguir) e a um tratamento controlo
(0% de efluente) por um periodo de vinte e dois dias num sistema semi-estatico.

No teste I a sequéncia de tratamentos era a seguinte: 100%, 71,4%, 51% e
36,4%. No teste II, ocorreu a morte de todos os animais no tratamento 100%, num
periodo inferior a uma hora de exposigdo. Assim sendo, era necessdrio inserir um novo
tratamento na parte inferior da sequéncia: 71,4%, 51%, 36,4% e 26%.

Para cada tratamento utilizaram-se duas réplicas, cada uma contendo dez
organismos teste. Os testes realizaram-se em aqudrios de plastico contendo 10L de
solugdo teste, a uma temperatura de 23 + 2°C e com fotoperiodo natural. A solugio teste
era renovada por completo semanalmente, com efluente recolhido no dia da renovacéo.
Os peixes eram alimentados com alimento comercial (Sera, Vipan) trés vezes por dia,
com excepedo dos domingos que eram alimentados apenas duas vezes.

Efectuaram-se observagdes diarias em todos os tratamentos e registaram-se os
organismos mortos, que eram retirados dos respectivos aquarios.

No inicio e no fim do teste e a cada renovagfo, determinaram-se em cada
solugdo teste os seguintes pardmetros fisico-quimicos: Oxigénio Dissolvido,
Percentagem de Saturagdo de Oxigénio, Condutividade, Temperatura ¢ pH. Além disso,
a Percentagem de Saturagdo de Oxigénio era ainda registada de dois em dois dias, sendo

os aquarios arejados quando este pardmetro atingia valores inferiores a 70%.

Para se proceder a monitorizagdo online do comportamento dos animais com
biomonitor (MFB®), eram retirados aleatoriamente sete organismos de cada tratamento,
no inicio de cada teste cronico e apds cada renovagio semanal da solucio teste.

Os organismos eram colocados individualmente em cAmaras teste, que por sua
vez eram imersas num aquério de plastico com a solugdo teste correspondente. Apds
vinte minutos de aclimatagdo, os padrdes comportamentais de cada organismo
(locomogdo e ventilagdo), eram registados durante duas horas (12 leituras de 10
minutos). Deste modo, em cada semana obtiveram-se duas horas de registo com sete
réplicas para cada tratamento. No teste I registaram-se duas horas adicionais, logo a

seguir ao primeiro registo. Nesta situagfo, os organismos depois de devolvidos aos
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respectivos  tratamentos, eram de novo retirados aleatoriamente e colocados
individualmente nas cdmaras teste para se proceder a novo registo de duas horas (o teste
ITA corresponde a primeira leitura e o teste IIB a segunda).

O primeiro teste (teste I) realizou-se durante o més de Setembro de 2003. A

repeti¢do do teste (teste II) realizou-se durante 0 més de Novembro de 2003.
2.4.3. Teste cronico com embrides e larvas de D. rerio

Os embrides de D. rerio eram expostos a cinco tratamentos de efluente téxtil
(100%, 71,4%, 51%, 36,4% e 26% de efluente) e a um tratamento controlo (0%)
durante sete dias (168 horas) num sistema semi-estatico. Para cada tratamento
utilizaram-se quatro réplicas, contendo cada réplica dez organismos. Os testes
realizaram-se em caixas plasticas que continham 250 ml de solucfio teste, caixas essas
colocadas numa cdmara refrigeradora a uma temperatura de 20 + 2°C e com fotoperiodo
de 16 horas luz ¢ 8 horas obscuridade. A solugdo teste era renovada por completo
diariamente.,

O efluente era armazenado a -18°C, sendo restituido a temperatura do teste
aquando da sua utilizagdo para a renovagdo. As larvas eram alimentadas apos cada
renovagdo com alimento liquido (Liquid Small Fry®.Baby Fish Food. Egglayer
Formula. Wardley®™).

Efectuaram-se observagdes didrias em todos os tratamentos e registou-se o
nimero de mortos (que eram retirados dos respectivos aqudrios) € o nimero de
eclosdes. O numero de deformagdes ocorridas registou-se a partir da eclosio das larvas.
Por um lado, devido & dificuldade em observar as anormalidades em embrides e, por
outro lado, devido ao facto do cérion do ovo, na maioria dos casos, fornecer uma
protecgdo ao embrido que s6 € abandonada aquando da eclosfo, expondo entdo a larva
ao impacto total do efluente.

O numero de batimentos cardiacos registou-se as 48 horas ¢ as 96 horas de
exposi¢do. De cada réplica, seleccionou-se aleatoriamente uma larva ou embrido, que se
observou ao microscopio optico composto (NIKON SE) para contagem do niimero de
batimentos cardiacos por minuto. Por vezes, era impossivel efectuar a contagem em

tratamentos com concentragdes mais elevadas, devido, quer a posi¢do do embrifio no
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interior do ovo, quer aos depdsitos residuais do efluente que cercavam o ovo, impedindo
a visualizagdo do coragdo e sistema circulatério do animal.

No final do teste, pesaram-se as larvas sobreviventes de cada tratamento e
tiraram-se fotografias digitais com uma lupa (LEICA MZ75), com o intuito de registar
as deformagdes larvares existentes e determinar o comprimento das larvas. Nio se
conseguiram obter valores do peso e comprimento das larvas de D. rerio para os
tratamentos com 71,4% e 100% de efluente, devido & inexisténcia de larvas

sobreviventes no final dos testes.

No inicio e fim do teste e a cada renovagdo, determinaram-se, em cada solugo,
os seguintes pardmetros fisico-quimicos: Oxigénio Dissolvido, Percentagem de
Saturagdo de Oxigénio, Condutividade, Temperatura ¢ pH.

Durante 0 més de Agosto de 2003, realizou-se um primeiro teste preliminar
(teste I) onde se analisaram a sobrevivéncia, a eclosdo e as deformagdes ocorridas nas
larvas. Posteriormente, foram realizados dois testes definitivos (teste II, em Novembro
de 2003, e teste III, em Dezembro de 2003), nos quais se analisaram o crescimento e 0s
batimentos cardiacos das larvas de D. rerio, para além dos critérios indicativos de

toxicidade analisados no teste preliminar (teste I).

2.5. Analise estatistica

Relativamente aos pardmetros fisico-quimicos do efluente, determinou-se em
cada tratamento a média, o desvio padrdio, o coeficiente de variagdo, 0 miximo e o
minimo. O coeficiente de variagio apresentou-se como percentagem, tendo sido
calculado multiplicando por 100 o quociente entre o desvio padrdo e a respectiva média
de cada parametro.

Os critérios indicativos de toxicidade em D. rerio variaram consoante os testes
realizados. Nos testes com adultos o critério utilizado era a sobrevivéncia de D. rerio,
sendo também analisado o comportamento (locomogo e ventilagdo) dos organismos
adultos nos testes cronicos. Os critérios nos testes cronicos com embrides e larvas eram
a sobrevivéncia, a eclosdo, o numero de deformagdes ocorridas, o crescimento (peso

fresco e comprimento) e o numero de batimentos cardiacos.
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A existéncia de diferencas significativas entre os varios tratamentos de efluente
relativamente ao controlo, para os diferentes critérios estudados, era avaliada através de
uma andlise de varidncia (ANOVA) unifactorial. Os pressupostos da ANOVA eram
testados utilizando o Teste Shapiro-Wilk para a normalidade e o Teste de Bartlett,
Levene e Brown-Forsythe para a homogeneidade de varincias. Os dados, sempre que
necessario, eram transformados utilizando o arcoseno (arcsenVx) ou a raiz quadrada, de
forma a garantir a homogeneidade das varidncias.

Quando as diferengas se revelavam significativas (p<0,05), utilizava-se o Teste
de Tukey (Zar, 1996) para identificar os tratamentos de efluente que diferiam
significativamente do tratamento controlo. Quando néo se verificavam os pressupostos
de normalidade e homogeneidade das varidncias, era utilizado um teste ndo paramétrico,

neste caso o teste U de Mann-Whitney (Zar, 1996).

Efectuaram-se andlises separadas para estimar a maior concentragio de efeito
ndo observavel (CENO) e a menor concentragdo de efeito observavel (CEO), assim
como para estimar os valores da concentragéio letal (CL) e concentragdo inibitéria (CI).

As concentragdes onde ndo existiam sobreviventes em nenhuma das réplicas,
eram excluidas da analise estatistica de CENO e CEO, mas incluidas no cédlculo de CLs
e CL; (respectivamente, concentra¢do que causa um decréscimo de 50% e 1% na
sobrevivéncia do organismo teste em relagdo ao controlo), bem como de Clsg e CI;
(respectivamente, concentragdo que causa um efeito inibitorio de 50% e 1% num

determinado critério, por exemplo na ecloséo, em relagdo ao controlo).

A determinag@o de CENO e de CEO era baseada nas diferengas significativas
nos tratamentos de efluente (p<0,05) em diversos critérios, quando comparadas com o
tratamento controlo. Utilizou-se também o teste Dunnett para uma determinag¢do mais
segura da CENO e CEO, verificando-se previamente os pressupostos de normalidade e
homogeneidade. Se algum desses pressupostos falhava, recorria-se entdo ao teste nio
paramétrico Steel Many-one Rank (EPA, 2002).

Os valores de CLspe CL;, assim como os valores de Clsye CI; (para a eclosdo e
n.° de deformagdes ocorridas) e os seus limites de confianca (a 95%), eram calculados

utilizando a analise “Probit” (EPA, 2002). Se nfo era possivel realizar a analise
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“Probit”, entdo utilizava-se o método Trimmed Spearman-Karber para a determinagio
de CLsg ou Clsy,.
Os testes estatisticos eram efectuados utilizando o programa informatico
STATISTICA 6.1 (StatSoft, 2003) ou seguindo os protocolos da EPA (2002).
Apresentam-se em anexo a sintese das diferentes andlises estatisticas realizadas

para determinagdo de CEO e CENO.
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3. Resultados e Discussio

3.1. Caracterizagd@o do efluente téxtil utilizado nos diferentes testes

Foram efectuadas analises fisico-quimicas ao efluente, quer durante o nosso
trabalho, quer pela industria téxtil em andlise. A tabela 3 apresenta os valores médios

dessas analises.

Tabela 3. Valores médios dos parametros fisico-quimicos do efluente téxtil, analisados
durante o periodo de amostragem. (n= nimero de observagdes; c.v.= coeficiente de

variagio, em percentagem)

Presente Trabalho Industria Téxtil
média + : média + .
s d. padrio c.v. min. max. n d. padrio c.v. min. max.

O. D. (mg oxigénio/l) 10 6,3 +0,82 13,1 4,6 7.1 0

| Saturagdo O, (%) 10 72,9 £6,2 85 66,0 84,4 0
Condutividade (nS/cm) 10 1103,9+447,8 406 6290 17370 0
Temperatura (°C) 10 21,045 2,6 14,0 26,2 0
pH (escala Sorensen) 10 7,2 +0,3 4,7 6,5 7.5 8 7,2 40,5 6,4 6,6 7.7
CBOs (mg oxigénio/l) 8 62,2 +33.0 532 7.4 112,0 | 8 164+27 16,3 150 22,0
COD (mg oxigénio/l) 8 78,9 £25,7 32,6 53,3 129,1 § 58,5+£25,1 429 20,0 85,0
SST (mg) 7 1,0 +2,6 2618 0,0 7,0 8 7,5+3,6 473 3,0 120
Cor (mg/l escala Pt/Co) 0 8 ndo visivel na diluigio 1:40
Detergente’s -(mg/’l sulfato 0 7 03402 756 0.1 0.6
de laurilo ¢ sodio)
Azoto Amoniac -
o almgN- | 19 49418 30 80 | 0
Nitritos (mg N-NOy/1) 10 7,6 12,6 1659 0,0 40,0 0
Nitratos (mg N-NO/1) 10 3,944 1153 0,0 12,0 0
Fosfatos (mg P,Os/1) 10 <1,0 370 <1,0 <1,0 0

Examinando os pardmetros fisico-quimicos analisados no presente trabalho,
constatamos um valor médio bastante elevado de condutividade (1103,9 pS/cm), para
além da presenca de nitratos, nitritos e azoto amoniacal. Os valores de CBOs e de CQO
mostraram-se bastante varidveis, com minimos de 7,4 ¢ 53,3 mg oxigénio/l € maximos
de 112,0 e 129,1 mg oxigénio/l, respectivamente.

As analises fornecidas pela industria téxtil revelaram uma pequena quantidade
de detergentes. Estes produtos tém, provavelmente, proveniéncia na lavandaria da

industria téxtil, contribuindo ainda mais para a complexidade do efluente.
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Comparando os valores obtidos neste trabalho com os valores fornecidos pela
industria téxtil, verifica-se a coincidéncia dos valores médios de pH em ambas as
analises (7,2 unidades na escala de Sorensen).

Os valores médios de CBOs e CQO obtidos neste trabalho eram superiores aos
fornecidos pela industria téxtil (e.g. valores de CQO de 78,9 mg oxigénio/l no presente
trabalho contra 58,5 mg oxigénio/l fornecido pela industria téxtil).

O valor dos sélidos suspensos totais apresenta também alguma discrepancia

entre as duas analises (1,0 mg/l e 7,5 mg/l).

Os valores médios de ambas as andlises encontram-se de acordo com os limites
(pH: 5,5-9,0; COBs: 100 mg oxigénio/l e CQO: 250 mg oxigénio/l) estabelecidos pela
portaria n.° 423/97 de 25 de Junho, que estabelece as normas de descarga das aguas
residuais para o sector dos téxteis. A cor ndo visivel na diluigdo 1:40 também esta de
acordo com os requisitos legais.

Mas, nas andlises efectuadas no presente trabalho, detectaram-se valores
maximos de CBOs que ultrapassavam os valores recomendados pela legislagdo (112,0

mg oxigénio/l).

3.2. Testes agudos com individuos adultos de Danio rerio

Os valores médios dos pardmetros fisico-quimicos de cada tratamento, bem
como os coeficientes de variagdo, minimos, maximos e respectivos desvios padrdo,
analisados ao longo dos testes agudos I e Il com D. rerio, constam das tabelas 4 e 5 (em

anexo), respectivamente.

3.2.1. Oxigénio, pH, temperatura e condutividade

A temperatura no teste I teve uma média compreendida entre os 22°C e os 23°C,
e no teste II teve uma média compreendida entre os 21°C e os 22°C.

Verificou-se um incremento da condutividade de acordo com o aumento da
concentragdo de efluente, tendo os valores médios aumentado de 285,3 uS/cm para

1706,8 uS/cm no teste II. Isto poderd ser explicado pela elevada condutividade
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apresentada pelo efluente téxtil, com um valor médio de 1060,7 pS/cm. Esta situagio
verificou-se sempre ao longo de todos os testes realizados.

A mesma relacéo verificou-se na presenca de azoto amoniacal no efluente, tendo
os valores médios aumentado, no teste I, de 0,4 mg N-NH4/I no tratamento controlo para

4,4 mg N-NH4/l no tratamento com 100% de efluente (v/v).
3.2.2. Sobrevivéncia de adultos de D. rerio

Os resultados da sobrevivéncia de adultos de D. rerio relativos aos testes agudos

I e II, estdo representados na figura 2.

Ao longo do teste I, a sobrevivéncia dos organismos em todos os tratamentos
permaneceu inalteravel, mantendo-se sempre nos 100%.

No teste I, verificaram-se ja algumas variagdes, nomeadamente nos tratamentos
com concentragdes mais elevadas, que se apresentam com valores de sobrevivéncia
inferiores ao tratamento controlo e mesmo ao tratamento com 36.4% de efluente.

Contudo, estas variagdes ndo foram identificadas estatisticamente (p<0,05).

=+ Testel
Teste de Whisker. Média + Desvio padrao —i— Teste ll

100 om0 T -

80

50

Sobrevivéncia (%)

40

201

Controlo 26.0% 364% 51.0% T14% 1000%
Tratamento

Figura 2. Valores percentuais de sobrevivéncia obtidos nos testes agudos com adultos

de D. rerio.

Em ambos os testes, durante as 96 horas de exposi¢do ao efluente téxtil, nio

foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos com efluente e o
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tratamento controlo (p<0,05), no que diz respeito a sobrevivéncia de individuos adultos
de D. rerio.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Rosa ef al. (2001), uma vez
que estes autores também ndo detectaram efeitos letais de toxicidade na sobrevivéncia
da espécie piscicola Poecilia reticulata, quando exposta durante 48 horas a um efluente
téxtil tratado. Contudo, nesse mesmo estudo, em bioensaios com a bactéria Vibrio
fischeri e a alga Scenedesmus subspicatus, foram atribuidas 3 e 4 unidades de
toxicidade aos respectivos efluentes téxteis tratados.

Salienta-se a dificuldade em comparar resultados de bioensaios com efluentes
téxteis, devido a variabilidade e complexidade da composi¢do dos efluentes.

Outros autores t€ém observado igualmente uma auséncia de toxicidade aguda em
efluentes téxteis utilizados em diversos bioensaios. Por exemplo, Sponza (2002)
investigou a toxicidade de efluentes téxteis usando diferentes organismos, como as
bactérias Floc e Coliform, a alga Chlorella sp., o peixe Lepistes sp. ¢ 0 protozoario
Vorticella sp., considerando que 10 efluentes, dos 23 analisados ao longo de 240 dias,
ndo possuiam toxicidade aguda.

Walsh et al. (1980), determinou a toxicidade de efluentes téxteis apds tratamento
secundario, em algas, crustaceos e peixes estuarinos e de agua doce, constatando
também que nenhum dos animais foi afectado letalmente por todos os efluentes. No
entanto, esses autores observaram que todos os efluentes provocavam efeitos no

crescimento das algas S. capricornutum e S. costatum.
3.3. Testes cronicos com individuos adultos de Danio rerio
Os valores médios dos pardmetros fisico-quimicos de cada tratamento, bem

como os coeficientes de variagfo, minimos, miximos e respectivos desvios padrio,

analisados ao longo dos testes cronicos I e 11 com D. rerio, sdo apresentados nas tabelas

6 e 7 (em anexo), respectivamente.
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3.3.1. Oxigénio, pH, temperatura e condutividade

Os valores de pH registados nos tratamentos em ambos os testes, nio variaram
mais do que 1.4 %, tendo oscilado entre um valor minimo de 7.4 e um maximo de 7.9
no teste I, e um valor minimo de 6,8 e um maximo de 7.6 no teste I1.

Em todos os tratamentos, a temperatura teve uma média compreendida entre
23,5 °C e 25,5 °C no teste L, e entre 18°C e 20°C no teste II. Estas diferengas entre os
dois testes podem explicar-se devido a época do ano em que cada um se realizou,

respectivamente em Setembro e em Novembro de 2003 para o teste 1 e I

3.3.2. Sobrevivéncia de adultos de D. rerio

Os resultados de sobrevivéncia de adultos de D. rerio relativos aos testes

cronicos I e 11, estdo representados na figura 3.

No teste I, observou-se até ao tratamento 51%, um decréscimo na sobrevivéncia
de adultos de D. rerio, em fun¢do do aumento da concentracio de efluente nos
tratamentos, apesar de isso ndo ter sido comprovado estatisticamente (p<0,05).

No teste II, notou-se uma pequena diminui¢do da sobrevivéncia de adultos de D.
rerio entre o tratamento controlo e os tratamentos com efluente. Contudo, Ao longo dos

tratamentos com efluente, ndo se observaram grandes variagdes.

Teste de Whisker. Média + Desvio padréo i Testel
—— Testell
120

100 O~ =0

80

60 |

Sobrevivéncia (%)

40

20

Controlo~ 26.0% 364% 510% 714% 100.0%
Tratamento

Figura 3. Valores percentuais de sobreviventes de adultos de D. rerio, ao longo dos

tratamentos nos dois testes cronicos efectuados.
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Em ambos os testes, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos e o controlo (p<0,05), na sobrevivéncia de individuos adultos de D. rerio
durante os 22 dias de exposi¢do ao efluente téxtil.

Salienta-se, contudo, o impacto verificado no inicio do teste II nos adultos de D.
rerio do tratamento com efluente a 100%, onde todos os organismos morreram ao fim
de uma hora de exposi¢do. Da andlise fisico-quimica efectuada ao efluente nio se

detectou nenhum valor anormal em relagdo as analises realizadas nos outros testes.

333. Respostas comportamentais (locomogdo e ventilagio)

O facto de néo se terem detectado efeitos significativos da exposigdo ao efluente
téxtil, na sobrevivéncia de individuos adultos de D. rerio, levou-nos a averiguar da
possibilidade de existirem efeitos sub-letais, particularmente ao nivel do
comportamento dos animais. Assim, fez-se uma analise da evolugdo semanal das
respostas comportamentais de locomogdo e ventilagdo dos individuos adultos de D.
rerio expostos aos tratamentos utilizados no teste cronico, a partir de dados registados
online por um biomonitor (MFB®) (figuras 4, 5 e 6). As respostas dos animais estio

representadas na forma de tempo gasto em cada comportamento.
3.3.3.1. Comportamentos registados na primeira semana de exposi¢do

A figura 4 representa os comportamentos (locomogdo e ventilagdo) registados
em adultos de D. rerio na primeira semana de exposi¢io em cada teste cronico.

Relativamente a locomogdo dos adultos de D. rerio observou-se que, em cada
teste, existia apenas um tratamento que ndo diferia significativamente do controlo,
respectivamente, tratamento 71,4%, 26% e 51% de efluente para o teste I, 1IA e IIB.

Nos tratamentos controlo, os adultos de D. rerio do teste I revelaram os valores
mais baixos dos trés testes, tanto na ventilagdo como na locomogdo. Logo na primeira
semana registaram-se, nos tratamentos com efluente, valores de locomogio e ventilagio
de adultos de D. rerio mais elevados no teste I (excepto no tratamento com 100% de
efluente) do que nos testes I1A e [IB.

No teste I verificou-se um aumento da locomocdo dos adultos de D. rerio em

relagdo ao controlo nos tratamentos com 36,4%, 51% e 71,4% de efluente, no entanto,
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apenas os dois primeiros foram significativos (p<0,05). Quanto & ventilagio no teste I,
verificou-se que todos os tratamentos tiveram valores significativamente superiores aos
do controlo (p<0,05). Todavia observou-se um decréscimo dos valores de locomogdo e
ventilagio nos organismos expostos ao tratamento com 100% de -efluente,
comparativamente aos restantes tratamentos.

Entre os testes [IA e IIB, os valores de locomocdo neste ultimo teste revelaram-

se mais elevados que os do teste IIA. No entanto, para a ventilagdo dos peixes verificou-

se a situagdo inversa.
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Figura 4. Comportamentos (locomog#o e ventilagdo) registados em adultos de D. rerio

na primeira semana de exposigdo em cada teste cronico. Os circulos a vermelho indicam

diferenga significativa para com o controlo (p<0,05).
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No teste IIA, observou-se que a locomogdo dos organismos expostos a
tratamentos com concentragdes de efluente superiores ou iguais a 36,4%, sofreu um
decréscimo significativo em relagio ao controlo (p<0,05). Os organismos do tratamento
com 26% de efluente no teste IIB apresentaram um aumento significativo na locomogio
relativamente ao controlo (p<0,05), mas verificou-se um decréscimo na locomogio dos
adultos de D. rerio expostos a tratamentos com maior concentragio de efluente.

Na primeira semana dos testes, a ventilagdo na maioria dos adultos de D. rerio
expostos aos tratamentos com efluente diferia significativamente da ventilagio do
tratamento controlo (p<0,05). A unica excepgdo correspondia aos organismos do
tratamento com 26% de efluente do teste I1A.

Notou-se ainda no teste IIA a existéncia de um aumento da ventilagdo dos
adultos de D. rerio em fungdo do gradiente de concentragdo do efluente no tratamento.
Mas no teste IIB, observou-se um decréscimo significativo da ventilagio dos
organismos em relag@o ao controlo (p<0,05).

Constatou-se, portanto, que existiu um impacto comportamental em adultos de
D. rerio, logo na primeira semana de exposi¢do ao efluente téxtil, caracterizado por

alteragdes na ventilagdo e locomogdo dos organismos.

3.3.3.2. Comportamentos registados na segunda semana de exposigio

A figura 5 representa os comportamentos (locomogio e ventilagdo) registados
em adultos de D. rerio na segunda semana de exposi¢do em cada teste cronico.

No teste I continuaram a verificar-se baixos valores de locomogao de adultos de
D. rerio no tratamento com 100% de efluente, em relagdio ao controlo. Além deste
tratamento, também o tratamento com 74,1% de efluente apresentou um decréscimo
significativo na locomogdo dos organismos em relagio ao controlo (p<0,05). No
tratamento com 36,4% de efluente observou-se um aumento significativo da locomogao
dos organismos relativamente ao controlo (p<0,05), mas nos tratamentos com 26% e
51% de efluente os organismos comportaram-se de forma semelhante ao controlo.

A locomogdo dos adultos de D. rerio no teste IIA apenas se revelou
significativamente diferente do tratamento controlo (p<0,05) no tratamento com 51% de
efluente, apresentando valores inferiores. No teste IIB, todos os tratamentos com

efluente apresentaram valores de locomogdo dos organismos significativamente
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inferiores aos do tratamento controlo (p<0,05). No tratamento com efluente a 51% do

teste [IB observaram-se valores de locomogéo superiores aos outros dois testes (I e IIA).
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Figura 5. Comportamentos (locomocgfo e ventilagio) registados em adultos de D. rerio

na segunda semana de exposi¢do em cada teste cronico. Os circulos a vermelho indicam

diferenca significativa para com o controlo (p<0,05).

Os valores de ventilagdo de adultos de D. rerio nos tratamentos com efluente, na

segunda semana de teste mantiveram-se mais elevados no teste I do que nos testes IIA e

I1B.

A ventilagdo no teste I apresentou valores superiores em todos os tratamentos

comparativamente ao controlo, mas essas diferengas apenas se revelaram significativas

(p<0,05) no tratamento com 51% de efluente.
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No teste IIA observou-se um aumento da ventilagdo nos tratamentos com 26% e
51% para com o tratamento controlo, mas que ndo foi detectado estatisticamente
(p<0,05). Verificou-se que apenas existiram diferengas significativas relativamente ao
controlo (p<0,05) nos tratamentos com 26% e 36,4% de efluente do teste IIB,

caracterizadas por valores bastante inferiores de ventilagdo dos organismos.

Conseguiu-se perceber a partir dos resultados obtidos na locomog¢do dos animais
do teste IIA e na ventilagdo na maioria dos tratamentos, que poderd ter havido alguma
habituagdo aos efeitos do efluente por parte dos adultos de D. rerio. Constatou-se que,
apesar de se verificarem impactos comportamentais, estes eram de menor amplitude do

que os verificados na primeira semana.

3.3.3.3. Comportamentos registados na terceira semana de exposi¢io

Analisando o grafico da figura 6 relativo aos valores de locomocido dos adultos
de D. rerio registados na terceira semana de teste, verificamos que os animais expostos
ao efluente do teste I voltaram a demonstrar valores superiores aos dos testes 11A e IIB.

Verificou-se no teste I um aumento significativo na locomogio e ventilagio dos
animais expostos ao tratamento com 100% de efluente, comparativamente aos valores
do tratamento controlo (p<0,05). Isto revela uma alteragio no comportamento dos
adultos de D. rerio deste tratamento relativamente aos registados nas duas semanas
anteriores.

Registaram-se também no teste I, valores superiores de locomogdo dos
organismos expostos aos tratamentos com efluente, em relagdo ao tratamento controlo,
mas apenas comprovados estatisticamente (p<0,05) nos tratamentos 71,4% e 100%.

No tratamento controlo do teste I, os valores de locomog¢do dos adultos de D.
rerio registados, indicaram uma subida nesta ultima semana de teste.

No teste IIA registaram-se valores de locomogdo de adultos de D. rerio
significativamente superiores aos do tratamento controlo nos tratamentos com 26% e
51% de efluente. O tratamento com 71,4% de efluente, apesar de nio apresentar
diferenca significativa para o controlo (p<0,05), revela um ligeiro acréscimo na

locomogéo dos organismos. Verificou-se ainda que o tratamento com 36,4% de efluente
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diferia significativamente do tratamento controlo (p<0,05), apresentando valores
inferiores na locomogéo de adultos de D. rerio.

No teste 1IB, todos os tratamentos com efluente apresentaram um decréscimo na
locomogéo de adultos de D. rerioem relagfo ao tratamento controlo, sendo esta apenas

néo identificada estatisticamente no tratamento com 51% de efluente.
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Figura 6. Comportamentos (locomogio ¢ ventilagdo) registados em adultos de D. rerio
na terceira semana de exposi¢do em cada teste cronico. Os circulos a vermelho indicam

diferenca significativa para com o controlo (p<0,053).

Quanto a ventilagdo dos adultos de D. rerio na terceira semana (figura 6), a

excepedo do tratamento com 100% de efluente ja evidenciado, todos os tratamentos no
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teste I revelaram-se com valores inferiores ao tratamento controlo, mas esta diferenca
ndo foi detectada estatisticamente (p<0,05).

Os organismos expostos aos tratamentos com efluente do teste IIA apresentaram
valores de ventilagdo superiores aos do tratamento controlo, contudo, estes apenas
foram significativos (p<0,05) nos tratamentos com 36,4% e 51% de efluente.

No teste 1IB, verificou-se que a ventilagdo de adultos de D. rerio era superior ao
tratamento controlo de forma significativa (p<0,05) nos tratamentos com 36,4% e
71,4%. Nos tratamentos com 26% e 51% de efluente, observou-se um decréscimo na
ventilagdo dos organismos em relagdo ao tratamento controlo, mas este ndo foi

significativo (p<0,05).

Na terceira semana de exposi¢do ao efluente téxtil, os individuos adultos de D.
rerio demonstraram, de uma forma geral, maior impacto a nivel da locomogéo do que
da ventilagdo.

Constatou-se uma reac¢do positiva dos adultos de D. rerio expostos ao
tratamento de 100% de efluente do teste I, o que traduz alguma adaptacio aos efeitos do

efluente, ou alguma resposta a um possivel “stress” induzido pela exposicio ao efluente.

3.3.3.4. Comportamentos registados nas trés semanas de exposi¢do

A figura 7 ilustra a locomogdo e a ventilagdo dos adultos de D. rerio nas trés
semanas em que decorreram os testes cronicos.

Verificou-se que nas trés semanas de exposi¢do ao efluente téxtil, os adultos de
D. rerio apresentaram valores mais elevados de locomog#o e ventilagdo nos tratamentos
com efluente do teste I, relativamente aos outros dois testes. Contudo, nos tratamentos

controlo registaram-se valores de ventilagdo mais elevados no teste IIB.

Ao nivel da locomogdo, apenas os organismos do tratamento com 71,4% de
efluente do teste I e ITA, ndo diferiram significativamente relativamente ao controlo
(p<0,05).

No teste I, a maioria dos organismos expostos aos tratamentos apresentou

locomog@o superior ao controlo, excep¢io feita ao tratamento com 100% de efluente
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(v/v). O tratamento com 71,4% de efluente foi o Gnico que estatisticamente ndo revelou
esse aumento em relagdo ao controlo (p<0,05).

No teste IIA, observou-se um aumento da locomogéo de adultos de D. rerio no
tratamento com 26% de efluente, mas para tratamentos com maior concentragdo de
efluente registou-se o contrério, apesar dessa diminuigdo néio ser significativa (p<0,05)
no tratamento com 71,4% de efluente (v/v).

No teste 1IB, os organismos expostos aos tratamentos com efluente apresentaram

uma diminui¢éo significativa na locomogé@o em relagéo ao tratamento controlo (p<0,05).
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Figura 7. Comportamentos (locomogao e ventilagdo) registados em adultos de D. rerio

nas trés semanas de exposi¢do em cada teste cronico. Os circulos a vermelho indicam

diferenga significativa para com o controlo (p<0,05).
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Relativamente a ventilagdo de adultos de D. rerio no teste I, verificou-se em
todos os tratamentos um aumento significativo em relagdo ao controlo (p<0,05).

A resposta dos organismos do teste 1A expostos aos diferentes tratamentos, ao
nivel da ventilagdo, consistiu num aumento em relacdo ao tratamento controlo, nio
sendo significativo (p<0,05) no tratamento com 26% de efluente.

Na ventila¢do dos adultos de D. rerio do teste IIB, observou-se uma diminui¢fo
que ndo foi significativa (p<0,05) nos tratamentos com maior concentragio de efluente

(51% e 71,4%).

3.3.3.5. Apreciagdo global dos comportamentos de Danio rerio registados

Numa anélise geral, podemos constatar que, apesar de nio se observarem efeitos
significativos do efluente téxtil ao nivel da sobrevivéncia de individuos adultos de D.
rerio, existiram efeitos na locomogéo e ventilagdo dos mesmos, durante todo o teste.

As respostas dos animais ao nivel da locomogdo e da ventilagdo, revelaram-se
bastante variaveis ao longo das trés semanas em que decorreram os testes. Contudo, néio
se verificou uma relagdo directa entre os efeitos registados e o gradiente de
concentragéo do efluente.

Verificaram-se varios aumentos e decréscimos nos valores comportamentais dos
organismos expostos aos tratamentos com efluente, comparativamente aos expostos ao
tratamento controlo. Mas ndo existiu um comportamento padrdo como resposta aos
efeitos induzidos pelo efluente.

Ao longo dos testes realizados, constataram-se maiores variagdes na locomogio
de adultos de D. rerio expostos aos tratamentos com efluente em relagdo ao controlo,
comparativamente as verificadas na ventilagio.

Os efeitos na ventilagdo dos individuos adultos de D. rerio foram mais
significativos na primeira semana do teste. Estes resultados poderdo sugerir uma ligeira
adaptagdo dos organismos expostos aos tratamentos com efluente téxtil ao longo das
trés semanas.

Poderiamos interpretar a partir destes resultados que os efeitos toxicos do
efluente afectaram o comportamento locomotor com maior intensidade que o
ventilatorio. Todavia, Gerhardt ef al. (2002) sugerem que as variagdes na locomogio

poderdo ser interpretadas como um reflexo de fuga, pois os peixes sendo espécies
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pelagicas, podem ter sido induzidos a um stress adicional ao serem colocados dentro das
cimaras do MFB®, causando variagdes comportamentais mais amplas. Apesar de tudo,
os vinte minutos proporcionados aos animais para adaptagio as cAmaras, antes de iniciar
o registo online, foram iguais ou superiores ao tempo referido pela bibliografia
consultada, como por exemplo os dez minutos sugeridos por Gerhardt (1998). Uma
outra explicagfio para o facto podera ser a movimentagdo de pessoal e ruidos anexos ao

laboratério, induzindo os peixes em stress e provocando interferéncias no registo.

Analisando os comportamentos de adultos de D. rerio nas trés semanas de teste,
observou-se no teste | um aumento da locomogdo dos organismos nos tratamentos com
efluente, relativamente aos do tratamento controlo. No teste IIA, esse aumento na
locomogdo dos organismos também se verificou para o tratamento com 26% de
efluente, contudo, para concentragdes superiores de efluente observou-se um
decréscimo em relagdo ao tratamento controlo. Este decréscimo também foi observado
em todos os organismos expostos aos tratamentos com efluente no teste 11B.

Gerhardt er al. (2002) observaram um decréscimo significativo (p<0,05) na
locomogdo de Oryzias latipes, em fungdo da variacdo da concentragdo de &dguas
residuais municipais e farmacéuticas, as quais os peixes estavam expostos.

Sneddon (2003) ndo encontrou diferengas na actividade natatoria de
Oncorhynchus mykiss, comparando individuos controlo com individuos expostos a um
tratamento toxico.

Num estudo onde foi feito o registo online do comportamento de Atyaephyra
desmarestii com o mesmo Biomonitor durante 48 horas, Gerhardt et al. (2004)
verificaram uma diminui¢do na actividade geral dos camardes com o aumento da

toxicidade.

Relativamente a ventilagdo dos adultos de D. rerio verificou-se um aumento em
relagdio ao tratamento controlo, nos organismos expostos aos tratamentos com efluente
do teste I e IIA. No teste IIB, a resposta dos organismos revelou-se contraria, visto

todos os tratamentos com efluente terem induzido a um decréscimo na ventilagio de

adultos de D. rerio.
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Gerhardt er al. (2002) registaram online respostas de curta-duragdo de Oryzias
latipes e observaram, apés sete horas de exposigfo a dguas residuais municipais, um
aumento da ventilagdo dos peixes expostos as concentra¢des mais elevadas.

Relativamente a um estudo da taxa de batimentos operculares (taxa ventilatoria ou
branquial) de Oncorhynchus mykiss, Sneddon (2003) verificou que existia um aumento
dessa taxa quase para o dobro apds o tratamento com tdoxico, enquanto que os
individuos controlo apenas apresentavam um aumento de 30%.

Noutro estudo também com Oncorhynchus mykiss, Gerhardt (1998) mencionou
reacgdes opostas na ventilagio dos peixes apds quatro horas de exposi¢do a um efluente
de industria mineira, registando um aumento nas concentragdes com 10% de efluente e
um decréscimo nas concentra¢des com 50% de efluente.

Gammarus pulex (Crustacea) reagiu, apresentando respostas de stress inicial com
um aumento na ventilagdo, apds exposi¢do de trinta minutos a Cobre ¢ de uma hora a
Chumbo (Gerhardt, 1995).

Por outro lado, alguns estudos referem um decréscimo na ventilagio de individuos
devido a exposi¢des toxicas. Por exemplo, Gerhardt (1996) observou, usando a técnica
da conversio da impedancia, um decréscimo no tempo gasto na ventilagio de
Hydropsyche angustipennis (Insecta), durante uma hora de exposi¢do a um efluente
industrial complexo.

Esta variabilidade de respostas dos organismos expostos a diferentes
concentragdes de toxico, pode ser devida a diferentes mecanismos. Como refere, por
exemplo, Gerhardt (1998), um aumento da locomogdo em organismos expostos a baixas
concentragdes pode significar uma reacgdo para evitar o agente agressor, enquanto que
um decréscimo na actividade natatdria de peixes expostos a concentragdes elevadas de

toxico pode corresponder a uma aclimatagdo ao stress.

3.3.3.6. Analise de respostas comportamentais a partir de dados fornecidos

pelo Biomonitor MFB®

A figura 8 apresenta algumas das “ferramentas” que o biomonitor MFB®

disponibiliza para analisar os resultados registados online.
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Figura 8. Graficos de longo-termo e histogramas apresentados pelo biomonitor MFB®,
representativos da locomogéo e ventilagdo de adultos de D. rerio expostos ao tratamento
controlo e ao tratamento com 100% de efluente, na primeira semana do teste I. (L=
média dos valores de locomog@o; V= média dos valores de ventilagio; M= registo

analisado no histograma)

Neste caso, apresentam-se graficos de “longo-termo™ e histogramas com

frequéncias e percentagem de tempo gasto em cada comportamento (locomogdo ¢
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ventilagdo), de individuos adultos de D. rerio expostos ao tratamento controlo e ao

tratamento com 100% de efluente do teste 1.

A partir dos graficos apresentados na figura 8 podemos constatar ao longo das
duas horas de registo, um decréscimo da locomogdo de adultos de D. rerio expostos ao
tratamento com 100% de efluente, comparativamente a locomogdo registada no
tratamento controlo.

Ao nivel da ventilagdo de adultos de D. rerio, verificou-se um aumento no
tratamento com 100% de efluente, que acompanhou o decréscimo da locomocio dos
organismos ao longo do tempo de registo.

No histograma obtido do tratamento controlo observou-se, as 12:11 horas, uma
prevaléncia dos registos nas frequéncias de menor amplitude (<2Hz) correspondentes a
locomogéo, chegando inclusive a ultrapassar o 75% de tempo gasto na frequéncia mais
baixa. No histograma obtido as 20:00 horas no tratamento com 100% de efluente,
verificou-se um aumento dos valores nas frequéncias de maior amplitude (entre 2 ¢ 4

Hz), correspondentes a percentagem de tempo gasto na ventilagéo.

3.4. Testes cronicos com embrides e larvas de Danio rerio

As larvas dos peixes possuem uma fisiologia e uma ecologia unicas e, portanto,
estdo sujeitas a maiores e diferentes pressdes selectivas comparativamente aos peixes
adultos. Durante o desenvolvimento larvar, as suas tolerdncias térmicas sdo bastante
reduzidas e as concentragdes letais (CLsg) relativamente a quimicos toxicos encontram-

se nos seus niveis mais baixos (Rombough, 1996).

Face aos resultados obtidos neste trabalho, em relagio a exposi¢do de individuos
adultos de Danio rerio ao efluente téxtil estudado, sentiu-se necessidade de averiguar
qual o impacto das descargas desse efluente, em fases de vida mais sensiveis e mais
susceptivels a maiores pressdes ambientais. Desse modo, realizaram-se testes de
toxicidade com ovos fertilizados de Danio rerio expostos a diferentes tratamentos de

efluente téxtil, analisando ndo s6 os efeitos letais, mas tendo também especial atengio

para com os efeitos sub-letais.
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3.4.1. Oxigénio, pH, temperatura e condutividade

As tabelas 8, 9 e 10 (em anexo), apresentam os valores médios dos pardmetros
fisico-quimicos de cada tratamento, bem como os coeficientes de variagdo, minimos,
maximos e respectivos desvios padrdo, analisados ao longo dos testes cronicos

realizados com embrides e larvas de D. rerio.

A percentagem de saturagdo de oxigénio medida em todos os tratamentos
registou-se sempre com valores superiores a 60 % nos trés testes realizados.

Os valores de temperatura registados nos tratamentos, apresentaram coeficientes
de variacdo inferiores a 5 %.

Os valores médios de condutividade aumentaram do tratamento controlo para o
tratamento com 100% de efluente (v/v), de 271 pS/cm para 726 pS/cm, de 241,3 puS/cm
para 886,6 uS/cm e de 2244 uS/cm para 637,9 uS/cm, no teste I, II e III,
respectivamente. Constatou-se, tal como anteriormente, um aumento da condutividade

em fungdo do aumento de concentragdo de efluente.

3.4.2. Sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio

Os resultados de sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio relativos aos

testes cronicos I, IT e I1I, estdo representados na figura 9.

No teste preliminar (teste I), a sobrevivéncia de embrides ¢ larvas de D. rerio em
todos os tratamentos, manteve-se proxima dos 100%. Inclusivamente, no tratamento
controlo e no tratamento com 26% de efluente (v/v), observaram-se valores mais baixos
de sobrevivéncia do que os verificados em tratamentos com concentracdes mais
elevadas de efluente.

No teste II, nos tratamentos com concentragdes acima de 36,4%, verificou-se um
decréscimo acentuado na sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio. De salientar

que o tratamento com 26% de efluente (v/v) apresentou maior sobrevivéncia de

embrides e larvas de D. rerio, em relagdo ao tratamento controlo.
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Figura 9. Sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio nos trés testes cronicos

efectuados. Os circulos a vermelho indicam diferenga significativa em relagdo ao

controlo (p<0,05).

No teste III, ocorreu uma diminuigdo na sobrevivéncia de embrides e larvas de
D. rerio em todos os tratamentos de efluente. No entanto, para os tratamentos com
concentragdes iguais ou inferiores a 51%, essa diminui¢io ndo se verificou tdo
acentuada quanto a do teste II.

Nos testes II e III, ndo se registou sobrevivéncia de embrides ¢ larvas de D. rerio

nos tratamentos com 71,4% e 100% de efluente (v/v).

Niao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos e o controlo
(p<0,05), na sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio, expostos ao efluente téxtil
durante os 7 dias do teste preliminar (teste I), como se pode constatar na figura 9.

Todavia, testes cronicos de toxicidade com resultados negativos no excluem a
presenga de toxicidade. Além disso, devido & potencial € muito provével variabilidade
temporal da toxicidade dos efluentes, um teste negativo nio exclui a possibilidade de
amostras recolhidas em momentos diferentes poderem exibir toxicidade crénica (EPA,
2002).

De facto, apos analisar os resultados dos testes definitivos (testes II e I11),

realizados 3 meses ap6s o teste preliminar, constatou-se que a sobrevivéncia na maioria

dos tratamentos com efluente diferia significativamente do controlo (p<0,05).
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A figura 10 representa a evolugdo da sobrevivéncia de embrides ¢ larvas de D.

rerio, durante as 168 horas de duragdo dos testes II e I11.
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Figura 10. Evolugio da sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio durante o teste

Il e o teste III. Os circulos a vermelho indicam diferenga significativa para com o

Nos tratamentos com concentragdes superiores a 51%, todos os embrides

morreram apo6s 120 e 144 horas de exposigéo no teste Il e teste III, respectivamente.
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Setenta e duas horas apés o inicio do teste II (Gltimo registo com sobreviventes
em todas as concentragdes), o Unico tratamento que diferia significativamente do
controlo (p<0,05) era o que continha 100% de efluente. Verificou-se, de seguida,
respectivamente 96 e 144 horas apos o inicio do teste, diferengas significativas do
tratamento 71,4% e 51% em relagdo ao controlo (p<0,05).

Os tratamentos com concentragdes mais baixas de efluente (26% e 36,4%), nio
diferiram significativamente do controlo (p<0,05).

No teste IlI, vinte e quatro horas apos o inicio do teste, os resultados revelavam
Ja que todos os tratamentos com efluente eram significativamente diferentes do controlo
(p<0,05) no que diz respeito a sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio.

Contudo, analisando a evolug¢do dos efeitos do efluente ao longo do tempo, é
possivel observar dois grupos distintos entre os tratamentos de efluente. Um grupo
constituido pelos tratamentos com menor concentragio de efluente, onde se inserem o
tratamento 26%, 36,4% e 51%. E um outro grupo onde se inserem os tratamentos com
71,4% e 100% de efluente, no qual se registaram, quarenta e oito horas apés o inicio do
teste, valores de sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio bastante inferiores aos

registados para o primeiro grupo.

Comparando os resultados dos testes II e IlI, relativos & sobrevivéncia de
embrides ¢ larvas de D. rerio, constatamos que os efeitos do efluente téxtil utilizado no
teste II se revelaram mais tardiamente (por volta das 72 horas), e essencialmente nas
concentragdes mais elevadas. Por outro lado, os resultados do teste III indicam um
registo gradual dos efeitos de toxicidade, notando-se um decréscimo progressivo na
sobrevivéncia de embrides e larvas de D. rerio ao longo do tempo, com maior

intensidade nos tratamentos com concentra¢des mais elevadas (71,4% e 100%).

3.4.3. Eclosdo das larvas de D. rerio

Na figura 11, podemos observar os valores percentuais e o tempo de ecloso das
larvas de D. rerio, nos trés testes realizados.
A eclosdo das larvas de D. rerio nos seis tratamentos do teste I, igualou ou

excedeu os 90% e ndo se observaram diferengas significativas (p<0,05) entre os

tratamentos de efluente e o tratamento controlo.
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Figura 11. Valores percentuais e tempo da eclosdo das larvas de D. rerio em cada teste
cronico. Os circulos a vermelho indicam diferenca significativa para com o controlo

(p<0,05).

No teste I, a eclosdo das larvas de D. rerio no tratamento com 26% de efluente
superou os valores de eclos@o no tratamento controlo.

O tratamento com 36% de efluente evidenciou uma reducgio acentuada na
eclosdo das larvas de D. rerio, enquanto que o tratamento com 51% de efluente registou

uma percentagem minima de eclosdo. Nos tratamentos com maior percentagem de

efluente (71,4% e 100%) ndo ocorreu eclosdo de larvas de D. rerio.
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No teste III, identificou-se um grupo de tratamentos com cerca de 30 a 40% de
eclosdo de larvas de D. rerio, onde se inserem os tratamentos com 26%, 36.4% e 51%
de efluente.

No tratamento com 100% de efluente ndo ocorreu nenhuma eclosio de larvas de
D. rerio, mas no tratamento com 71,4% de efluente registou-se uma percentagem
minima de eclosio.

Nos dois testes definitivos, s6 o tratamento 26% do teste Il nio apresentou

diferengas significativas relativamente ao controlo (p<0,05) quanto a eclosdo larvar.

Relativamente ao tempo de eclosdo das larvas de D. rerio, isto ¢, o tempo que
vai desde a fertilizagdo até a eclosdo completa, verificou-se que as larvas de todos os
tratamentos do teste I eclodiram mais cedo do que as larvas de qualquer outro
tratamento dos testes II e II1.

No teste I, a eclosdo ocorreu antes das cem horas apos o inicio do teste e nfio se
verificaram atrasos significativos (p<0,05), entre os tratamentos com efluente e o
tratamento controlo.

No teste I, as larvas de D. rerio do tratamento com 26% de efluente tiveram um
tempo de eclosdo proximo do tempo de eclosdo das larvas do tratamento controlo. No
tratamento com 36,4% de efluente, as larvas de D. rerio apresentaram um ligeiro atraso
na eclosdo em relagdo as do tratamento controlo, mas esse atraso ndo foi significativo
(p<0,05).

No teste III, observou-se algum atraso na eclosdo das larvas de D. rerio nos
tratamentos com 26%, 36,4% ¢ 51% de efluente, contudo nfo foi significativo
estatisticamente (p<0,05).

A partir dos tratamentos com 71,4% de efluente, o tempo de eclosio nos dois
testes definitivos sofreu um atraso significativo relativamente ao controlo (p<0,05),
chegando a atingir as 168 horas de duragdo do teste. Além disso, no teste I, o
tratamento com 51% de efluente também se revelou significativamente diferente

(p<0,05).
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3.4.4. Deformagdes ocorridas em larvas de D. rerio

A figura 12 apresenta o nimero de deformagdes ocorridas nas larvas de D. rerio,
ao longo das 168 horas de duragéo dos testes cronicos II e III. Durante o teste I, ndo

foram observadas deformagdes nas larvas de D. rerio expostas ao efluente téxtil.
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Figura 12. Evolugio das deformagdes ocorridas nas larvas de D. rerio, durante o teste
Il e o teste IIl. Os circulos a vermelho indicam diferenca significativa para com o
controlo (p<0,05).
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No teste II, verificou-se, no tratamento com 100% de efluente, um aumento
percentual das deformagdes larvares a partir das quarenta e oito horas apés o inicio do
teste. Contudo, este aumento s6 foi significativo vinte e quatro horas depois,
observando-se posteriormente também um acréscimo das deformagdes larvares no
tratamento com 71,4% de efluente.

Os restantes tratamentos com efluente (26%, 36,4% e 51%) demonstraram um
incremento das deformagdes ocorridas nas larvas de D. rerio, s6 a partir das 120 horas
de teste.

No teste III, observou-se que o niimero de deformagdes nas larvas de D. rerio
em todos os tratamentos com efluente, aumentou logo vinte e quatro horas apés o inicio
do teste. Salienta-se o facto do tratamento com 71,4% de efluente (v/v) apresentar, nesta
altura, uma percentagem superior de deformagdes larvares, em relagiio a todos os outros
tratamentos. Este incremento nas deformagdes larvares do teste III, decorreu
progressivamente e em fungdo da concentragdo de efluente no tratamento, até as 120
horas apdés o inicio do teste.

No periodo de tempo desde as 96 horas até as 120 horas ap6s o inicio do teste II,
verificou-se uma diferenca significativa em relagdo ao tratamento controlo (p<0,05) nos
tratamentos com 71,4% e 100% de efluente (v/v). As 144 horas essa diferenca foi
também notada no tratamento com 51% de efluente e, quando o teste terminou, todos os
tratamentos diferiam do controlo.

Vinte e quatro horas apés o inicio do teste III, todos os tratamentos com efluente
diferiam ja significativamente do controlo (p<0,05). Este facto sugere uma maior
toxicidade do efluente utilizado no teste II1, porque produziu efeitos adversos em todos

os tratamentos e mais precocemente do que acontecera no teste I1.
Constatou-se, portanto, um efeito adverso do efluente téxtil, provocando varias

deformagdes nas larvas expostas. A figura 13 compara larvas normais, desenvolvidas no

tratamento controlo, com larvas que apresentam algumas dessas deformacdes.
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Figura 13. Sinais de toxicidade em larvas de Danio rerio apés 168 horas de exposigio

ao efluente téxtil. A, B. Tratamento controlo. C, D. Tratamento 26% de efluente.

Os efeitos teratogénicos, devidos a exposi¢cdo ao efluente téxtil, estio bem
patentes na figura 14.

Os sinais mais vulgares de toxicidade identificados em larvas de D. rerio na
bibliografia consultada, como por exemplo Henry e al. (1997), Elonen ef al. (1998).
(1998), Bisthoven (1999) ou Keil er al. (2002), consistiram em edemas (cranial,
pericardial e abdominal), hemorragias, curvatura da cauda, anormalidades na boca e
deformagdes na cabega e na espinal medula (escoliose acentuada). A maioria desses
sinais também foram observados no presente trabalho.

Elonen et al. (1998). (1998) referem ainda que estes efeitos nocivos ao
organismo, tém influéncia negativa em algumas das suas actividades vitais, como a
natagdo e a alimentagéo.

Outros efeitos comuns apds a ecloso, durante as fases de desenvolvimento

larvar, sdo a redugdo no crescimento e a pouca utilizagdo do saco embrionario (Billiard

et al., 1999).
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Figura 14. Algumas deformagdes identificadas em larvas de D. rerio apos 168 horas de
exposi¢do ao efluente téxtil. A, B, C. Larvas em Tratamento 26% D. Larva em
Tratamento 51%. E, F. Larvas no interior do ovo em Tratamento 36,4%. 1-edema

pericardial. 2-edema abdominal. 3-escoliose acentuada. 4-curvatura da cauda.
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Estas deformagdes a nivel corporal sdo indicativas de efeitos metabolicos mais
subtis, possivelmente a nivel dos sistemas enzimaticos, que sdo vulgarmente observados
em ensaios de toxicidade em larvas. A intensidade destes efeitos esta, geralmente, em

relagdo directa com a concentragdo do toxico (Rand, 1995).

3.4.5. Crescimento das larvas de D. rerio

Este parametro tem gerado alguma controvérsia quanto a sua sensibilidade para
detectar efeitos toxicos em efluentes. Ward et al. (1980) examinaram a literatura relativa
a testes efectuados nas fases iniciais do ciclo de vida de Cyprinodon variegatus, ¢
verificaram que o crescimento ndo era um indicador estatisticamente sensivel a
toxicidade em 16 de 18 testes analisados.

Por outro lado, Benoit ef al. (1982) verificaram que o crescimento larvar era a
medigdo mais significativa de efeitos de toxicidade e, em testes com fases iniciais do
ciclo de vida da espécie piscicola Pimephales promelas expostas a 4 quimicos
orgnicos, verificaram que a sobrevivéncia era tdo ou menos sensivel que o

crescimento.

3.4.5.1. Comprimento das larvas sobreviventes

Na figura 15, podemos observar o comprimento das larvas de D. rerio no fim
dos testes I e III.

No teste II, verificou-se um decréscimo no comprimento das larvas de D. rerio
nos tratamentos com efluente. O tratamento com 36,4% de efluente revelou um
comprimento das larvas superior aos restantes tratamentos com efluente, mas manteve-
se abaixo dos valores obtidos no tratamento controlo.

No teste III, observou-se um decréscimo mais marcado no comprimento das

larvas de D. rerio a medida que aumentava a concentragio de efluente nos tratamentos.
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Figura 15. Comprimento das larvas de D. rerio no fim dos testes I e III. Os circulos a
vermelho indicam diferenca significativa para com o controlo (p<0,05). Nio sio
apresentados valores para os tratamentos com 71,4% e 100% de efluente devido a

auséncia de larvas sobreviventes no final dos testes.

De uma forma geral, notou-se um decréscimo significativo comparativamente ao
controlo (p<0,05) no comprimento dos organismos teste expostos aos tratamentos com
26% e 51% de efluente do teste II, e aos tratamentos com 36,4% e 51% de efluente do
teste 111

Bachmann (2002) citado por Nagel (2002), também registou um atraso no
crescimento de larvas de D. rerio expostas durante 120 horas a éter dimetil glicol
dietileno.

Elonen ef al. (1998) sugerem que a redugéo no comprimento das larvas, parece
estar relacionada com a formagdo de edemas que devido a pressdo que exercem nos
vasos sanguineos, impedem a circulagdo do sangue, levando por isso a uma diminui¢éo
da absorgéo de nutrientes pelo corpo do animal. Rajan et al. (1988) observaram também

uma inibicdo no crescimento de adultos de Cyprinus carpio em resultado da sua

exposi¢do a aguas residuais de uma industria téxtil.
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3.4.5.2. Peso das larvas sobreviventes

A figura 16 indica os valores médios do peso das larvas de D. rerio no fim dos

testes Il e I11.
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Figura 16. Valores médios do peso das larvas de D. rerio no fim dos testes II e III. Os
circulos a vermelho indicam diferenga significativa para com o controlo (p<0,05). No
sdo apresentados valores para os tratamentos com 71,4% e 100% de efluente devido a

inexisténcia de larvas sobreviventes no final dos testes.

No teste II, observou-se um ganho de peso nas larvas de D. rerio dos
tratamentos com concentragdes de efluente mais baixas (26% e 36,4%), em relagfo ao
tratamento controlo. Contudo, registou-se uma acentuada diminui¢fo no peso das larvas
expostas ao tratamento com 51% de efluente (v/v).

No teste III, ndo se verificaram variagdes de peso das larvas tdo marcadas, mas
notou-se uma tendéncia para valores superiores aos do controlo nos tratamentos com
concentragdes de efluente mais elevadas (36,4% e 51%). No tratamento com 26% de
efluente observou-se uma ligeira descida no peso das larvas de D. rerio em relagfo as
do tratamento controlo.

O peso das larvas de D. rerio apenas manifestou um efeito significativo,

comparativamente ao tratamento controlo, no tratamento com 51% de efluente do teste

11 (p<0,05).
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Nos restantes tratamentos deste teste e em todos os tratamentos do teste 111, ndo
foram registadas diferencas significativas entre o peso das larvas provenientes dos

tratamentos com efluente e o peso das larvas do tratamento controlo (p<0,05).

Este pardmetro ndo mostrou grande sensibilidade relativamente a toxicidade do
efluente testado. Uma explicagdo para este facto poderd encontrar-se no aparecimento
de edemas nas larvas expostas aos diferentes tratamentos, o que faz com que as perdas
de peso devidas ao menor crescimento dos animais, possam ser compensadas pela
acumulagéo de liquido aquando do desenvolvimento dos edemas. Este ganho de peso,
associado ao edema, foi ja referenciado por Elonen er al. (1998).

Mesmo no tratamento 51% do teste II, podera justificar-se a diferenca
significativa para o controlo (p<0,05), devido ao facto de os unicos organismos
sobreviventes serem larvas por eclodir, que obviamente, tém um peso diferente do das
larvas ja eclodidas e, como estdo mais protegidas do exterior, podem nio apresentar

edemas tdo desenvolvidos.

3.4.6. Batimentos Cardiacos de embrides e larvas de D. rerio

A figura 17 apresenta os batimentos cardiacos das larvas de D. rerio, medidos
quarenta e oito horas e noventa e seis horas depois do inicio dos testes II e IIL.

No teste II, o nimero de batimentos cardiacos das larvas registado ao fim de 48
e de 96 horas de exposigdo demonstrou uma diminui¢do, em fun¢do do aumento da
concentragdo de efluente nos tratamentos. Apesar disso, registou-se um acréscimo dos
batimentos cardiacos das larvas as 48 horas de exposi¢do no tratamento com 100% de
efluente (v/v), em relag@o aos outros tratamentos com efluente.

Quarenta e oito horas ap6s o inicio do teste, verificou-se que, com excepg¢do do
tratamento com 26% de efluente (v/v), os batimentos cardiacos dos embrides de D.
rerio em todos os tratamentos diferiam significativamente do controlo (p<0,05).
Quando se efectuou a contagem dos batimentos cardiacos as 96 horas de exposigio,
constatou-se que todos os tratamentos, sem excep¢do, diferiam significativamente do
controlo (p<0,05).

Quer no teste II, como no teste III, registou-se em todos os tratamentos um

aumento do nimero de batimentos cardiacos das larvas de D. rerio das 48 horas para as
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96 horas de exposigdo. Isto deve-se, provavelmente, & morfogénese do coragio estar

apenas completa por volta das 60 horas apds a fertilizagfo (Kimmel er al., 1995).
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Figura 17. Batimentos cardiacos de embrides ¢ larvas de Danio rerio nos testes II e III,
as 48 horas ¢ 96 horas de exposi¢do. Os circulos a vermelho indicam diferenca
significativa para com o controlo (p<0,05). Nio foi possivel determinar os batimentos

cardiacos em alguns tratamentos devido a dificuldade na visualizagio do sistema

cardiaco de alguns embrides e larvas.

No teste III, relativamente ao numero de batimentos cardiacos das larvas de D.

rerio dos tratamentos com efluente, em comparagio com o tratamento controlo,

observou-se uma diminuigéo mais dréstica que no teste II. Depois de quarenta e oito
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horas de exposi¢do, as larvas dos tratamentos com efluente apresentavam valores
inferiores a 40 batimentos cardiacos por minuto.

As 48 horas de exposicio j4 todos os tratamentos apresentavam larvas com
batimentos cardiacos significativamente diferentes do controlo (p<0,05), continuando a

verificar-se 0 mesmo as 96 horas de exposicao.

De uma forma geral, a exposigdo das larvas de D. rerio ao efluente téxtil induziu
um decréscimo no seu batimento cardiaco.

Samson ef al. (2001) também observaram um enfraquecimento ao nivel dos
batimentos cardiacos de embrides de D. rerio apés cinco dias de exposi¢io a Melg.

Nagel (2002) observou este efeito em Danio rerio com 48 horas de
desenvolvimento, quando exposto durante uma e oito horas a propanol. Entretanto,
reconheceu que a redugdo dos batimentos cardiacos dependia do tempo de exposigdo e
da concentragdo da substancia teste.

No nosso estudo, foi possivel deduzir no teste II essa dependéncia em rela¢do ao
tempo de exposi¢do e a concentragido do efluente. Existiu, no entanto, um registo um
pouco mais elevado no tratamento com 100% de efluente as 48h (mas
significativamente diferente em relagdo ao controlo), que podera ser explicado por uma
situacdo de stress dos animais. No teste Il essa dependéncia aparece mais esbatida,
provavelmente pela maior toxicidade do efluente que terd originado um impacto mais
forte.

Henry et al. (1997) observaram igualmente uma diminui¢do no batimento
cardiaco em larvas de Danio rerio expostas a um tratamento toxico com 2,3,7,8-

Tetraclorodibenzo-p-dioxina, em comparago ao verificado no controlo.
3.4.7. Apreciacdo global dos efeitos em embrides e larvas de D. rerio
No teste I ndo se verificaram efeitos adversos significativos do efluente téxtil em

individuos de D. rerio em fase de desenvolvimento inicial, como mostra a tabela 11.

Nio foram observadas deformagdes nas larvas de D. rerio expostas a todos os

tratamentos.
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Relativamente ao tempo de eclosdo, verificou-se um ligeiro atraso, apesar de ndo
ser significativo (p<0,05), nas larvas de D. rerio expostas aos tratamentos com maior

concentragdo de efluente (71.4% e 100%).

Tabela 11. Sintese dos resultados obtidos no teste cronico preliminar (teste I),
efectuado com embrides e larvas de D. rerio, apos exposigdo a um gradiente de
concentragdo de efluente téxtil. Os valores apresentados sdo acompanhados pelo

respectivo desvio padréo.

Parimetro Controlo 26% 36,4% 51% 71,4% 100%
Sobrev. -168h (%) 95+5.8 95+5,8 100 +0,0 97,550 97,5450 95+5,8
Eclosdo (%) 95+5,8 97,5 £5,0 100 +0,0 97.5 £5,0 97,5 £5.0 05 +5.8
Tempo de eclosdo (h) | 87,6 £18,9 90+17,1 798+17,7 86,4+17.1 924+159 936+18,9
Deform. -168h (%) 0 0 0 0 0 0

Uma explicagdo para estes resultados, podera residir na data de recolha do
efluente, que ocorreu em Agosto de 2003. Ora, neste més a fabrica esteve praticamente
parada devido a férias do pessoal e, por conseguinte, a produgdo teve certamente uma
quebra acentuada, o que implicou um volume de efluente menor, com concentragdes
inferiores de corantes e outros produtos toxicos tipicos desta industria. Além disso,
estando o efluente mais tempo nos reservatorios, tera sido constituido um meio propicio
ao desenvolvimento de bactérias, que terdo facilitado o processo de degradagio

biologica dos compostos quimicos, habitualmente presentes neste tipo de efluente.

No teste Il (tabela 12), salientam-se os efeitos significativos (p<0,05)
provocados pelo tratamento com 26% de efluente (v/v) no comprimento das larvas, nas
deformagdes ocorridas apos 168 horas de exposi¢io e nos batimentos cardiacos as 96
horas de duracfo do teste, ja que é uma concentragio relativamente baixa de efluente.

O numero de batimentos cardiacos de cada larva ou embrido revelou ser um
pardmetro que reage precocemente (96 horas de exposi¢do) a toxicidade do efluente
téxtil. Billiard et al  (1999) reconheceram as manifestagdes da toxicidade

cardiovascular, como sendo o primeiro alvo do peixe zebra e da truta arco-iris em

relagdo a exposi¢do a dioxinas.
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Tabela 12. Sintese dos resultados obtidos no teste cronico I, efectuado com embrides e
larvas de D. rerio, apos exposi¢do a um gradiente de concentracio de efluente téxtil. Os

valores apresentados sdo acompanhados pelo respectivo desvio padrio.

Parimetro Controlo 26% 36,4% 51% 71,4% 100% CMA'
Sobrev. -168h (%) 82,5 +5,0 90 £14,1 75 +12.9 5458 0.0 0.0 36,4% - 51%
Sobrev. -144h (%) 85+5,8 90 +14,1 77.5£15.0 5458 0.0 0.0 36,4% - 51%
Sobrev. -120h (%) 85+5.8 90 +14,1 77.5£15,0 475443 0.0 0.0 51%-71,4%
Sobrev. -96h (%) 85 +5,8 90 £14,1 77.5£150 85129 22,5263 0.0 51%-71,4%
Sobrev. -72h (%) 85+5.8 90 +14,1 775150 85129 6754222 10115 | 71,4% - 100%
Eclosdo (%) 85 +5,8 87.512,6 354238 2.515.0 0.0 0.0 26% - 36,4%

Tempo de ecloséo (h) | 10564242 11582332 157.2421.6 1668 12,4 168 0.0 168 +0.0 | 36,4%-51%

Deform. -168h (%) 17,5 +5.0 100 40,0 100 =0.0 100£0.0  100+0.0 100200 | 0% -26%
Deform. -144h (%) 15 45,8 60 £46.9 354265 95458 100£0,0  100+0.0 | 36,4% -51%
Deform. -120h (%) 15+5.8 10 +14,1 2754206 554420 100400  100+00 | 51%-71,4%
Deform. -96h (%) 15+5,8 10 +14,1 22,5£15,0 15+£12,9 7754263 10000 | 51%-71,4%
Comprimento (mm) 3,6140,62 2764049  325+0,09  2.02 +0.06 n.d. n.d. 0% - 26%
Peso fresco (mg) 023 +0,01  0,240,05  037%0,15 0,05 +0,06 n.d. n.d. 36,4% - 51%
Bat. card. -48h (/min) 79 +1,8 73,542,1 68.5 +4.2 54 4+5.0) 4818  665+1.7 | 26%-36,4%
Bat. card. -96h (/min) | 114,524 106 +3.7 94.5 +6.8 65 +4.2 n.d. nd. 0% - 26%

Nota: Os valores assinalados a vermelho indicam diferenca significativa para com o controlo (p<0,05).

' CMA — Concentragio Maxima Admitida. n.d.: valor ndo determinado.

Para facilitar a discussdio e a interpretagdo dos resultados calculou-se a
Concentragdo Maxima Admitida (CMA), que é o intervalo hipotético entre a
concentragdo testada mais baixa onde se observou efeito (CEO) e a concentragio testada

mais elevada onde ndo foi observado nenhum efeito (CENO) (Rand, 1995).

A menor concentragéo de efeito observavel (CEO) a nivel letal, no teste II, foi
de 51% de efluente. Analisando os valores de CMA para a sobrevivéncia de embrides e
larvas de D. rerio, verificamos que ao longo do tempo de exposicdo, a tolerdncia dos
organismos foi diminuindo de um valor de concentragio de efluente de 71,4% sem

efeito observado as setenta e duas horas, para um valor de 36,4% no fim do teste.

Os atrasos na eclosdo das larvas de D. rerio apenas foram afectados

significativamente (p<0,05) por concentragdes (51% de efluente) superiores aqueles que

produziram efeitos na sua percentagem de eclosdo (36,4% de efluente).
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As larvas de D. rerio expostas ao efluente téxtil durante 168 horas, revelaram-se
mais sensiveis ao nivel das deformagdes ocorridas (efeito observado no tratamento com
26% de efluente) do que ao nivel da sobrevivéncia (efeito observado no tratamento com
51% de efluente).

Os resultados obtidos no teste Il confirmam a convicgdo de que os efeitos letais
sdo o resultado de uma acgfo conjunta, provocada por efeitos sub-letais que
progressivamente vdo afectando o individuo, debilitando-o e privando-o de certas

actividades vitais.

Analisando a tabela 13, referente aos resultados obtidos no teste 111, verifica-se
que a menor concentragdo de efeito observavel (CEO) a nivel letal, foi de 26% de

efluente.

Tabela 13. Sintese dos resultados obtidos no teste cronico I11, efectuado com embrides
e larvas de D. rerio, apés exposi¢do a um gradiente de concentragio de efluente téxtil.

Os valores apresentados referem-se a percentagens, com o respectivo desvio padrio.

Parimetro Controlo 26% 36,4% 51% 71,4% 100% CMA'

Sobrev. -168h (%) 85 45,8 35+45.8 3754222 32,517, 0.0 0.0 0% - 26%
Sobrev. -72h (%) 85+5.8 65100 S7.5E350 47.5+9.6 7.5+5.0 2.5 +5.0 0% - 26%
Ecloséo (%) 85 +5.8 37,5 9.6 35+19.1 35 4129 5458 0.0 0% - 26%

Tempo de eclosdo (h) | 103,8+26,1 150239 152,44239 151.8422.6 1656448 16800 | 51%-71,4%

Deform. -168h (%) 15+5.8 100 £0,0 100 0.0 100 +0.0 100 +0.0 100 0.0 0% - 26%
Deform. -144h (%) 15+5.8 100 +0.0 100 +0.0 100 +0.0 100 +0.0 100 0.0 0% - 26%
Deform. -120h (%) 15458 100 £0.0 97.5 +5.0 100 +0.0 100 £0.0 100 0.0 0% - 26%
Deform. -96h (%) 15+45.8 475 +17.1 42.5+5.0 55 +12.9 95 +5.8 100 +0.0 0% - 26%
Comprimento (mm) 3,550,440 3,14+022  2.87+039  2.26+0.44 n.d. n.d. 26% - 36,4%
Peso fresco (mg) 0,23+0,01 0,17+0,05 025004 0,26 +0,07 n.d. n.d. 51%
Bat. card. -48h (/min) 78 45,2 35433 29426 36 42,2 n.d. n.d. 0% - 26%
Bat. card. -96h (/min) 113,5+3.1 78 +8.2 74 £1.8 63 19,6 68.5 £2,1 n.d. 0% - 26%

Nota: Os valores assinalados a vermelho indicam diferenga significativa para com o controlo (p<0,05).

'CMA - Concentragdo Maxima Admitida. n.d.: valor ndo determinado.

Os efeitos provocados em embrides e larvas de D. rerio pela exposi¢do ao

efluente téxtil neste teste revelaram-se prematuramente. Por exemplo, setenta e duas

horas ap6s o inicio do teste a concentragdo de efluente que provocava nos organismos
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um efeito letal observado era ja a de 26% de efluente (v/v). O mesmo se pode dizer em
relagdo aos batimentos cardiacos das larvas de D. rerio, para os efeitos observados
quarenta e oito horas apds o inicio do teste.

No teste III verificaram-se efeitos significativos (p<0,05) no tratamento com
26% de efluente, em grande parte dos pardmetros analisados. Como excepgdo surgiram
o tempo de eclosdo (efeito observado no tratamento com 71,4% de efluente), o
comprimento (efeito observado no tratamento com 36,4%) e o peso (sem diferengas
significativas em nenhum dos tratamentos em relagio ao controlo) das larvas de D.
rerio.

Nesta tabela vé-se um aumento do tempo de eclosdo das larvas expostas aos
tratamentos, comparativamente as expostas ao controlo. E claro que esse aumento
apenas ¢ significativo nos tratamentos com 71,4% e 100% de efluente (v/v).

Talvez devido a protec¢do do embrido pelo corion, que funciona como uma
barreira de protec¢do semi-permeavel, o tempo de eclosdo pode ndo ser tdo afectado
pelas agressdes exteriores. Ishibashi er al. (2004) justificam as diferencas encontradas
nos mecanismos toxicos entre embrides e larvas precisamente pela existéncia dessa

protecc¢éo.

E possivel que tivessem ocorrido efeitos induzidos por concentracgdes de efluente
inferiores aquelas seleccionadas para o teste, ou seja, abaixo dos 26%. No entanto,
devido & variabilidade da composi¢do dos efluentes téxteis, tomamos a opgdo de
escolher uma sequéncia com uma gama de concentragdes abrangente. Como ndo
tinhamos detectado impacto significativo quer em individuos adultos, quer em embrides
e larvas no teste preliminar (teste I), a nossa escolha recaiu em concentragdes mais
elevadas. Esta mesma justificagdo serve para a utilizagio deste gradiente de

concentragdes no teste I1.
Na tabela 14 sdo apresentados os valores de Concentragdo Letal, Concentragio
Inibitéria e Concentragdo Maxima Admitida para a sobrevivéncia, eclosdo ¢

deformagdes ocorridas nas larvas de D. rerio, nos testes cronicos 11 e I11.

Encontraram-se valores de CLsy para o teste Il de 82,14% as 72 horas de

exposi¢do e de 41,90% as 168 horas de exposi¢do. Este valor obtido no fim do teste
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encontra-se dentro dos limites de concentragdo méxima admitida, que ¢é o intervalo de
36,4% a 51% de efluente.

Neste teste, para as deformagdes ocorridas nas larvas apés 96 horas de
exposi¢do, o valor de Clsg calculado foi de 62,71% de efluente.

Verifica-se também que os valores que induzem um efeito inibitério (eclosdo ou
deformagdes ocorridas) em 50% da populagio de Danio rerio do teste 11, sdo iguais ou

inferiores aos valores letais.

Tabela 14. Valores de CL5, ou Clsp, CL; ou CI; e CMA para a sobrevivéncia, eclosio e

deformagdes ocorridas nas larvas de D. rerio, nos testes cronicos II e IIL

Interval. de conf. Interval. de conf.
Teste  Pardmetro  Horas | CLsg ou Clsp (95%) CL1 ou CI4 (95%) CMA'
I Sobrevivéncia 168 41,90% 38,38 -44,76 31,327% 24,70 - 35,09 36,4% - 51%
144 42,12% 38,61 - 44,95 31,776% 25,21-35,51 36,4%-51%
120 49,78% 46,74 - 53,01 n.d. n.d. 51%-71,4%
96 62,71% 59,02 - 66,63 n.d. n.d. 51%-71,4%
72 82,14% 74,75 - 88,21 55,80% 40,141 - 64,385 | 71,4% - 100%
Eclosio 35,34% 31,19 -38,04 0,234% 14,69 - 27,83 26% - 36,4%
Deformagdes 144 39,08% 36,30 - 42,07 n.d. n.d. 36,4% - 51%
96 62,71% 59,02 - 66,63 n.d. n.d. 51%-71,4%
Il Sobrevivéncia 168 n.d. n.d. n.d. n.d. 0% - 26%
144 n.d. n.d. n.d. n.d. 0% - 26%
120 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
96 55,25% 47,21 - 60,59 36,20% 20,95 - 43,76 n.d.
72 47,60% 38,275 - 54,85 18,05% 8,72 - 25,54 n.d.
48 49,11% 39,10 - 59,07 8,11% 2,56 - 14,00 n.d.
24 85,87% 61,855 -187,91 3,26% 0,04 - 9,92 n.d.
Eclosdo n.d. n.d. n.d. n.d. 0% - 26%
Deformagdes 144 n.d. n.d. n.d. n.d. 0% - 26%
96 55,25% 47,21 - 60,59 36,20% 20,95 -43,76 0% - 26%

'CMA - Concentragio Maxima Admitida, n.d.: valor ndo determinado.

No teste III, verificou-se um valor de CLs, as 24 horas de exposi¢cdo de 85,87% e
as 96 horas de exposi¢ao este valor era ja de 55,25%.
Para as deformagdes ocorridas nas larvas ap6s 96 horas de exposicdo, o valor de

Clsp calculado foi de 55,25% de efluente.
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Detecta-se uma toxicidade superior no teste III comparativamente ao teste II,
como se comprova pelos valores de CLs setenta e duas horas apos o inicio do teste:

47,60% e 82.14% de efluente, respectivamente.

Os resultados obtidos nos testes cronicos efectuados com embrides e larvas de
D. rerio indicam uma toxicidade do efluente téxtil ¢ vdo de encontro aos resultados
apresentados por Laughton et al.. (1994), que efectuando testes de toxicidade utilizando
Salmo gairdneri e Daphnia magna, demonstraram que o efluente téxtil permaneceu
toxico mesmo apos tratamento.

Estes resultados sugerem também uma grande variabilidade na toxicidade do
efluente téxtil, visto ter ocorrido no primeiro teste um impacto praticamente nulo, no
segundo teste um impacto relativamente mais acentuado no periodo final (efeitos
crénicos) e no terceiro teste um impacto bastante elevado. Comprovando esta
variabilidade neste tipo de efluentes, Gémez et al. (2001), apresentaram resultados de
testes de toxicidade com trés amostras de efluentes téxteis utilizando como espécies
teste Daphnia magna, Spirillum volutans, Scenedesmus spinosus. Os efluentes foram
classificados de acordo com a sua toxicidade através de unidades de toxicidade aguda
estabelecidas pelo CETESB (1987) citado por Gémez et al. (2001), obtendo um
efluente ndo toxico, um outro efluente moderadamente toxico e um terceiro efluente
toxico.

Rosa et al. (2001), ao efectuarem um estudo comparativo de bioensaios com
vdrias espécies representativas de diferentes grupos taxonomicos (e.g. bactérias, algas e
peixes), referem também a enorme variabilidade na composi¢do dos efluentes téxteis

como explicagdo, em parte, da variabilidade encontrada nos seus resultados.

3.4.8. Relagdo dos pardmetros fisico-quimicos do efluente com os efeitos

detectados em embrides e larvas de D. rerio

Rand (1995) afirma que os efeitos de um quimico podem ser de menor
significado se o organismo aquético for capaz de continuar normalmente as suas
fungdes e se um efeito induzido quimicamente for apenas detectado sob condi¢des de

stress adicional (e.g., alteragdes de pH, baixo teor em oxigénio dissolvido e temperatura

elevada).
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Verificou-se que os pardmetros fisico-quimicos do efluente téxtil em estudo
estavam de acordo com as recomendagdes da legislagdo nacional. Contudo, observaram-
se alguns efeitos adversos em embrides e larvas de D. rerio, provocados pela exposigdo
a esse mesmo efluente. No que se refere aos testes com adultos de D. rerio, reconheceu-
se que ndo houve implicagdes significativas na sobrevivéncia dos organismos, mas
detectaram-se alteragdes no seu comportamento (locomogdo e ventilagio).

Na verdade, convém salientar a este proposito que a verificagio fisico-quimica
da conformidade de um efluente face aos limites legalmente estabelecidos, ndo garante

a auséncia de efeitos toxicos ao nivel dos organismos.

Como os valores fisico-quimicos convencionais (pH, oxigénio dissolvido e
temperatura) analisados nos testes II e III de embrides e larvas parecem estar dentro dos
limites suportados pela espécie teste (D. rerio), ndo se pode estabelecer nenhuma
relagdo proxima entre esses pardmetros e os efeitos toxicos letais e sub-letais
observados nos testes cronicos efectuados com embrides e larvas. Deste modo, a
toxicidade evidenciada nesses testes devera ser atribuida aos produtos toxicos que ainda
persistem nos efluentes téxteis tratados.

Para além dos corantes j4 citados anteriormente, Farré et al. (2001) referem que,
em alguns casos os tratamentos efectuados aos efluentes téxteis ndo sdo suficientes,
deixando ainda alguma toxicidade no efluente devido a compostos como fenéis, que nio
sdo removidos pelo tratamento. Este ponto tem especial interesse, afirmam ainda os
mesmos autores, porque alguns destes compostos estdo relacionados com efeitos de
disrupgdes endocrinas em diferentes espécies de peixes.

As caracteristicas toxicoldgicas dos efluentes téxteis sdo referidas com algumas
variagdes, de autor para autor. Walsh er al. (1980) justificam o impacto dos efluentes
téxteis, devido a acgiio combinada de elevados valores de caréncia bioquimica de
oxigénio (CBOs), solidos em suspensdo, substincias dissolvidas, pH, cor e toxicidade.

Por exemplo, Faria (2002) afirma que as dguas residuais téxteis, normalmente
nio possuem elevados teores de caréncia bioquimica de oxigénio (CBOs). Refere ainda
que sdo extremamente diversificadas, com uma gama de pH muito larga e com uma
variabilidade de cor enorme, e o facto de possuirem outros compostos quimicos

dissolvidos, que sdo usados nos processos téxteis, contribui para valores significativos

de CQO.
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4. Consideracdes Finais

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o efluente téxtil, embora nio
tendo demonstrado efeitos letais significativos em individuos adultos da espécie Danio
rerio, provocou algumas alteragdes comportamentais, nomeadamente a nivel da
locomogio e ventilagdo, durante todo o teste. Contudo, ndo se verificou uma relagio
directa entre os efeitos registados e o gradiente de concentragdo do efluente.

Apesar da variabilidade dos resultados obtidos nos testes, foi possivel detectar
efeitos na locomogdo e ventilagdo de adultos de D. rerio expostos a tratamentos com

concentragdes iguais ou superiores a 26% de efluente.

Verificaram-se aumentos e decréscimos nos valores comportamentais de
locomogdo e ventilagdo dos organismos expostos aos tratamentos com efluente,
comparativamente aos expostos ao tratamento controlo. No entanto, ndo se identificou
um comportamento padrdo como resposta aos efeitos induzidos pelo efluente.

Ao longo das trés semanas de teste, constataram-se maiores diferencas
significativas na locomogdo de adultos de D. rerio expostos aos tratamentos com
efluente, comparativamente as verificadas na ventilagio desses mesmos individuos.

Os efeitos na ventilagdo foram mais significativos na primeira semana do teste.
Estes resultados poderdo sugerir uma ligeira adaptagdo, no que respeita a ventilacio, dos
individuos adultos de D. rerio expostos aos tratamentos com efluente téxtil ao longo das

trés semanas.

A exposicdo ao efluente téxtil revelou-se mais toxica em fases de
desenvolvimento embrionario de D. rerio do que em individuos adultos. Os nossos
resultados estdo de acordo com os referidos por Lange ef al. (1995), uma vez que estes
autores também constataram que o teste com embrides do peixe zebra era mais sensivel,

na maioria dos casos, do que o teste agudo com individuos adultos.

Nos testes com embrides e larvas de D. rerio, constatou-se alguma variabilidade
dos efeitos entre os testes realizados, pois o teste I ndo apresentou efeitos significativos,
quer a nivel letal, quer a nivel sub-letal. Ja os testes Il e III revelaram alguns resultados

indicativos da toxicidade do efluente, nomeadamente, uma diminui¢do na sobrevivéncia
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e na eclosdo das larvas de D. rerio, ou a ocorréncia de deformagdes larvares, sendo que
no teste III os efeitos observados foram mais acentuados e, por conseguinte, o efluente
seria mais toxico neste teste do que no teste II.

Isto devera ter acontecido devido a época do ano em que foram efectuadas as
recolhas dos efluentes, o que terd influenciado a composi¢io e o potencial toxico dos
efluentes testados.

O teste I realizou-se durante o més de Agosto de 2003, numa altura em que a
fabrica estava praticamente parada o que, por consequéncia, implica um efluente com
menor carga de corantes e outras substincias tipicas da produgéo téxtil. Além do mais, o
tempo de reteng¢do do efluente seria provavelmente maior, favorecendo a degradagio
microbiologica dos compostos quimicos.

Os testes II e III realizaram-se em Novembro e em Dezembro de 2003,
respectivamente, com a fabrica ja em pleno funcionamento. As diferencas na toxicidade
entre eles poderdo ser explicadas pelo tipo de produgdo que a fabrica estaria a efectuar
na altura, que induz uma variagdo no tipo de corantes descarregados. Mas também
podera ter sido devido a uma dilui¢do do efluente pelas dguas das chuvas, ja que os

reservatorios durante o processo de tratamento estdo a céu aberto.

Nos testes com embrides e larvas, a menor concentra¢do de efeito observavel
(CEO) a nivel letal foi, respectivamente, 51% e 26% de efluente no teste II e III.

Obtiveram-se valores de CLs para o teste II de 82,14% as 72 horas de exposi¢io
e de 41,90% as 168 horas de exposigdo. Para o teste III, verificaram-se logo a 24 horas
apos o inicio do teste, valores de CLsy de 85,87% ¢ as 96 horas de exposi¢do este valor

era ja de 55,25%.

Quanto aos efeitos sub-letais, a CEO correspondeu a 26% de efluente, no teste 11
para o comprimento das larvas, deformagdes ocorridas apds 168 horas de exposigio e
batimentos cardiacos as 96 horas de duragdo do teste, e no teste III para a eclosdo das
larvas, deformagdes ocorridas apos 96 horas de exposigio e batimentos cardiacos as 48
horas de duragdo do teste.

Para as deformagdes ocorridas nas larvas apds 96 horas de exposigio, os valores

de CIsp calculados foram de 62,71% e 55,25% de efluente para o teste II e teste III,

respectivamente.
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Os resultados obtidos no teste Il confirmam a convicgfo de que os efeitos letais
sdo o resultado de uma acgdo conjunta, provocada por efeitos sub-letais que
progressivamente vdo afectando o individuo, debilitando-o e privando-o de certas

actividades vitais.

E provavel que, os valores referidos anteriormente indicando a toxicidade do
efluente e os seus efeitos potenciais em duas fases de vida de D. rerio, nio
correspondam ao verdadeiro impacto do efluente quando descarregado no meio hidrico
receptor. Por um lado, devido as caracteristicas fisico-quimicas particulares de cada
meio que variam consoante a época do ano, e por outro lado, devido a capacidade de
adaptacdo das populagdes naturais de organismos.

No entanto, neste estudo verificaram-se efeitos sub-letais nos organismos teste
expostos a concentragdes de 26% de efluente, o que significa ja uma diluigdo
consideravel do mesmo, alertando assim para eventuais situagdes agressivas ao

ecossistema.

Examinando as andlises fisico-quimicas efectuadas no presente trabalho, em
conjunto com as fornecidas pela indistria téxtil em questdo, reconheceu-se que os
parametros analiticos estavam de acordo com as normas de descarga das dguas residuais
para o sector téxtil, exigidas pela Portaria n.° 423/97 de 25 de Junho (Ministério do
Ambiente, 1997).

Gomez et al. (2001) também demonstraram que 25% de amostras de efluentes
industriais (provenientes de industrias téxteis e de papel), exibindo parametros fisico-
quimicos dentro das orientagdes estabelecidas na Argentina, foram consideradas
moderada a altamente toxicas em testes agudos de 48 horas com Daphnia magna,
Spirillum volutans e Scenedesmus spinosus quando classificadas com base em Unidades
de Toxicidade.

Os nossos resultados permitem verificar que, efluentes com pardmetros fisico-
quimicos dentro dos limites estabelecidos pela legislagio actual, sdo promotores de
alguns impactos, especificamente em fases mais sensiveis do ciclo de vida dos

organismos testados. E o que, aos olhos da populagiio em geral e dos menos avisados,

poderia parecer inofensivo para o meio ambiente, pode revelar-se prejudicial.
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Apesar de ndo serem detectados efeitos letais nos animais expostos, podem
contudo manifestar-se na descendéncia, que pode ser afectada durante vérias geragdes,
levando em casos extremos a extingdo da espécie. Isto mesmo poderia acontecer caso os
resultados laboratoriais obtidos com D. rerio, ocorressem no meio receptor natural em
relagdo a uma espécie autoctone.

Sem uma avaliagdo biologica, as autoridades reguladoras poderdio concluir
errada e precipitadamente que estagdes de tratamento existentes estardo adequadas para
tratar e controlar descargas de efluentes toxicos. Esta conclusdo conduz certamente a
uma polui¢do significativa dos cursos de dgua receptores.

Os resultados obtidos com D. rerio, apenas permitem estimar eventuais
implicagdes toxicologicas associadas as descargas de efluentes téxteis em ambientes
aquaticos. A toxicidade assinalada pelos testes com embrides e larvas, embora exibindo
varios graus (desde um nivel ndo detectdvel até niveis elevados), sugere um risco
ecolégico potencial e ressalta a necessidade de tratamentos adequados, de modo a evitar
a polui¢do dos meios hidricos receptores.

Geralmente em laboratério ndio se tem em consideragio a capacidade de
adaptagio das populagdes naturais de organismos. Portanto, os efeitos observados em
laboratério poderdo parecer mais nocivos do que de facto serfio no ambiente natural,
mas servem como um alerta, ou seja, sdo uma chamada de ateng¢#o para a insuficiéncia
da verificagdo da conformidade das descargas tomando como base apenas as suas
caracteristicas fisico-quimicas.

Convém entio salientar a este propdsito que a verificagdo fisico-quimica da
conformidade de um efluente face aos limites legalmente estabelecidos, ndo garante a
auséncia de efeitos toxicos ao nivel dos organismos. Seria util, por isso, inserir uma
avaliagdo da qualidade bioldgica na andlise dos pardmetros de descarga das 4guas

residuais.

Para além do acto de fiscalizagfo, exige-se das autoridades competentes o
fornecimento dos meios e dos apoios as industrias do sector, imprescindiveis ao
desenvolvimento de novas tecnologias de defesa ambiental. Pelo contacto que
efectudmos no terreno, verificimos que sdo fundamentais estimulos (essencialmente
econdmicos), no sentido de consciencializar as empresas para os impactos ambientais. E

6bvio que, se as industrias ndo obtiverem contrapartidas pelo investimento feito no
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tratamento de efluentes (ou outro tipo de acgdo ecologica), dificilmente serd possivel
conseguir resultados efectivos e satisfatorios, porque havera sempre tendéncia para
evitar ou contornar situagdes de prejuizo para a empresa.

Também ¢ verdade que temos que apelar a consciéncia de cada um e ha que
saber educar para 0 Ambiente, mas quando falamos de empresas que tém um or¢amento
anual para gerir e que delas dependem muitas familias, ndo podemos exigir grandes
esforgos financeiros para além de determinados limites aceitaveis.

Num futuro préximo, por exemplo, pretende-se que todas as industrias da regidio
do Vale do Ave estejam ligadas a um colector geral intermunicipal, que ira conduzir os
efluentes industriais para uma estagio de tratamento Unica. A ideia subjacente a este
projecto parece ser bastante benéfica, em virtude de permitir um melhor controlo do
tratamento de efluentes industriais ¢ uma gestdo mais cuidada das descargas. No
entanto, cada industria terd que pagar uma taxa por volume de efluente descarregado, o
que tornard mais dispendiosa a descarga dos seus efluentes para esse colector geral do
que se ela propria procedesse ao tratamento privado dos seus efluentes.

Seria talvez proveitoso realizar o tratamento dos efluentes téxteis fase por fase,
dando especial aten¢do aos diferentes produtos de cada etapa de produgdo,
designadamente tintas, corantes e detergentes, entre outros, em vez de se tratar uma
mistura complexa de produtos téxicos desconhecidos. Mas se ja é bastante complicado
realizar o tratamento do efluente total, prevemos ainda muito mais dificuldades para
este tipo de alternativa.

Sabe-se que a ozonizagdo tem sido altamente efectiva na remogio da cor dos
efluentes téxteis, com a completa clarificagdo das 4guas residuais (Rosa ef al., 2001). E
segundo estes autores a toxicidade pode ser altamente reduzida se este método for
conjugado com outros, como por exemplo a coagulagdo inorganica e os processos de
lamas activadas. Outros métodos sdo também aconselhados na bibliografia, como por
exemplo o tratamento anaerobio (Stern, et al., 2003) ou a oxidagio fotoquimica (Faria,
2002).

Os custos sdo compensados por um melhoramento consideravel na qualidade
dos efluentes tratados (Lin ef al., 1994). A questdo ¢ saber se devemos aumentar os

custos inerentes ao tratamento ou “deixar os custos para 0 Ambiente”.
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A drea das novas tecnologias implica grandes investimentos financeiros e aqui
poderd entrar o apoio da investigagdo cientifica, através de parcerias entre os meios
cientifico e empresarial. No mundo actual, impde-se um trabalho lado a lado entre estes
dois ramos da sociedade, onde a investigagdo cientifica podera canalizar os seus estudos
para a solugéo de problemas que a comunidade industrial enfrenta. Quanto as empresas,
poderdo facultar os acessos e as instalagdes necessarias ao trabalho cientifico sem receio
de virem a ser penalizadas.

O trabalho aqui realizado veio ao encontro desta necessidade, em que, com o
intuito de obter uma informagdo complementar as andlises quimicas ja efectuadas
regularmente pela industria téxtil em questdo, foram-nos concedidas pela mesma vérias
facilidades. Referem-se, nomeadamente, o acesso as suas instalagdes, a recolha de

amostras de efluente em diferentes etapas do tratamento na quantidade e data desejadas

€ 0 acesso as suas analises regulares dos pardmetros fisico-quimicos.
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6. Anexos
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Sintese da analise estatistica

Testes com adultos de D. rerio

‘néo paramétrico paramétrico
normalidade (p=0,01) homogeneidade
teste  |parametro horas [transformagao] shapiro stat | Brown-Forsythe] levene |Anova (p<0,05)
agud | sobrevivéncia none normais homog homog n&o signf
agud Il sobrevivéncia — néo normais homog n&o homog nao signf
arc nao normais
raiz nao normais
cron| sobrevivéncia nao normais homog homog nao signf
n&o normais
n&o normais
locomogéo todas ndo normais] nao homog n&o homog signf
nao normais
nao normais
semana’ nao normais] ndo homog  ndo homog signf
semana2 néo normais| n&o homog ndo homog signf
semana3 nao normais| n&o homog n&o homog signf
ventilagdo todas
semana nao normais| nao homog nao homog signf
semana2 ndo normais| n&oc homog nao homog signf
semana3 n&o normais|] n&o homog ndo homog signf
cron Il_sobrevivéncia n&o normais homog homog nao signf
nao normais
nao normais
A - locomogéo | todas nao normais homog homog signf
semana’ nao normais homog homog signf
semana2 néo normais| ndo homog ndo homog signf
semana3 nao normais| naohomog n&o homog signf
B - locomogao | todas ndo normais| nao homog n&o homog signf
semanat nao normais| nao homog n&o homog signf
semanaz2 nao normais| naohomog n&o homog signf
semana3 nao normais| naohomog néo homog signf
A - ventilacao todas nao normais| ndo homog ndo homog signf
semanat ndo normais| ndo homog néo homog signf
semanaz2 n&o normais| n&o homog nao homog signf
semana3 nao normais homog nao homog
B - ventilagao todas nao normais| n&o homog n&o homog signf
semanal n&o normais| ndo homog n&o homog signf
semanaz2 na&o normais] nao homog n&o homog signf
semana3 nao normais homog homog nao signf




Sintese da analise estatistica
Testes com adultos de D. rerio (cont.)

‘n&o parameétrico paramétrico
f)iferenga significativa do controlo (p<0,05)
teste  |parametro horas |transformacéo Mann-Whitney U (p<0,05)
agud | sobrevivéncia none
agud Il sobrevivéncia _ nenhum
arc
raiz
cron| sobrevivéncia nenhum
nenhum
locomogao todas todos excepto 71,4%
semanat todos excepto 71,4%
semanaz2 todos excepto 51%
semana3 71,4%
ventilagao todas
semana todos
semanaz2 apenas 51%
semana3 100%
cron Il sobrevivéncia nenhum
nenhum
A - locomogao todas todos excepto 71,4%
semanal 36,4%
semana2 apenas 51%
semana3 todos excepto 51%
B - locomogao | todas todos
semana’ todos excepto 51%
semanaz2 todos excepto 51%
semana3 todos excepto 71,4%
A - ventilacdo todas 36,4%
semana‘ 71,4%
semanaz2 nenhum
semana3 apenas 36,4% e 51%
B - ventilacéo todas apenas 26% e 36,4%
semana todos
semana2 apenas 26% e 36,4%
semanasl apenas 26% e 71,4%




Sintese da analise estatistica
\ Testes com larvas e embrides de D. rerio

ndo parameétri-c

Transformacées: raiz, arcoseno

parametrico

normalidade (p=0,01) homogeneidade

[parametro | horas | concentr | transformacéo | shapiro stat] bartlett [Brown-Forsythe  levene |
| Teste |
sobrevivéncia nao normais homog n&o homog
transform. | ndo normais
eclosédo ndo normais homog nao homog
transform. | ndo normais
Tempo eclosdo 0-100% brutos normais homog homog
Teste Il
sobrevivéncia nao normais] homog homog homog
168 0-51% arcoseno ndo normais| homog homog
168 0-51% raiz n&o normaisj homog nao homog | n&o homog
ndo normais| homog homog homog
72 0-100% arcoseno | ndo normais| homog homog
T 0-100% raiz nao normais nao homog
eclosdo — n&o normais| homog n&o homog | ndo homog
0-51% arcoseno | ndo normais| homog n&o homog
0-51% raiz ndo normais| homog n&o homog
tempo eclosao ndo normais néo homog nao homog
raiz nao normais
deformacdes nao normais homog homog
nao normais | ndo homog| ndo homog | ndo homog
0-51% arc ndo normais | ndo homog nao homog
raiz néo normais | ndo homog nao homog
nao normais| homog nédo homog | ndo homog
96 0-71,4% arc ndo normais| homog néo homog
crescimento compr. 0-51% brutos normais homog homog
peso 0-51% brutos normais homog homog
0-51% brutos/org inic.] normais homog homog
bat cardiaco 48h 0-100% brutos normais homog homog
raiz
# n&o normais homog homog
raiz n&o normais homog homog
Teste llI
sobrevivéncia 168 0-51% brutos normais homog homog nao homog
168 0-51% arcoseno normais homog homog homog
ndo normais| homog homog homog
72 0-100% arcoseno nao normais| homog homog homog
72 0-100% raiz nao normais
eclos&o 0-71,4% | o normais| homog homog homog
0-71,4% arcoseno nao normais| homog nao homog
0-71,4% raiz normais homog naoc homog nao homog
Tempo eclosao ndo normais
raiz nao normais
deformacgbes nao normais homog homog
arcoseno ndo normais
raiz nN&o normais
96 0-71,4% brutos normais homog homog
96 0-71,4% arcoseno homog
96 0-71,4% raiz homog
crescimento compr. 0-51% brutos normais homog homog
raiz néo normais homog homog |
peso 0-51% brutos normais homog
0-51% brutos/org inic.] normais homog
bat cardiaco néo normais homog homog
n&o normais homog homog
nao normais néo homog | n&o homog
n&o normais n&o homog | n&o homog




Sintese da analise estatistica

Testes com larvas e embrides de D. rerio (cont.)

ENBESRISHESY orametrico

Transformagdes: raiz, arcoseno

Diferencga significativa do controlo (p<0,05)

|parametro | horas| Anova | Tukey | Ude Mann-Whitney | Dunnet | Steels Many-One
Teste |
sobrevivéncia nao signif
eclosao nao signif
Tempo eclosao nao signif
Teste li
sobrevivéncia |NGEM sont | 51-100% 2023% (51 T
168 signf 51-100% 51% 23,87% (51)
168 signf 51-100% 51% 34,46% (51)
i 100% 28,94% (100)
2 signf 100% 100% 32,42% (100)
72 signf 100%
ecloséo signf 36,4-100% 26,66% (36,4)
signf 36,4-100% 36,4% 27,69% (36,4)
signf 36,4-100% 42,90% (36,4)
tempo ecloséo signf
deformacdes signf todas
signf 51-100% 51,88% (26, 51)
signf 51-100% 51% 56,69% (26, 51)
signf 51-100% 78,15% (26, 51)
signf | 71,4\100% 31,86% (71.4) |G
96 signf 71,4\100% 36,95% (71,4)
crescimento compr.| _ signf 26% 51%
peso | ndo signif
signf todas
bat cardiaco 48h signf 36,4-100%
signf | 36,4-100% ~ !
signf 36,4-100%
Teste llI
sobrevivéncia 168 signf todas 27,77% (26)
168 signf todas
signf todas 14,18% (26) R
72 signf todas 13,39% (26)
72
eclosao signf todas 23,09% 26)
signf todas todas 22,41% (26)
signf todas 42,04% (26)
Tempo eclosdo signf
deformagdes q signf todas
96 signf todas 20,59% (26)
96
96 35,86% (26, 51)
crescimento compr.| nao signif
nao signif nenhuma
peso | n&o signif
signf todas
bat cardiaco signf todas
signf
signf todas

signf




Tabela 4. Valores médios dos pardametros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
agudo I, com adultos de D. rerio. (n= niimero de observacdes; c.v.= coeficiente de

variagdo, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/1) Temperatura ("C)
Tratamento | n i c.v min. max media= cv. min. max
d. padrio o ) " | d. padrio o ' '

Controlo | 15 | 7,2+03 4,2 6,4 79 22,2403 1.4 21,7 228
26% 15 7,204 5,6 6,6 157 22,4 +0,3 1,3 22,0 227
36.4% 15| 7,3+0,5 6.8 6,5 8,2 219+0,8 3,7 207 229
51% 15 | 7,2+0,3 4,2 6,7 7,6 22,1£0,5 23 208 23,1
71,4% 15 | 7,1+0,5 7,0 6,5 8,1 21,9+0,7 32 20,5 23,1
100% 15| 6,8+£0,7 10,3 5,6 7.5 22,5403 1,3 21,8 230

pH Condutividade (LuS/cm)
média + ; : média = ; ;
Tratamento | n 2 c.V. min.  max. N cv. min.  mix.
d. padrio d. padrio

Controlo | 15 | 7,8 +0,2 2,6 7.5 8,0 | 276,74209 7.6 2140 3170
26% 15| 7,8+04 5,1 6,9 8,1 3774+2,1 0,6 3740 3820
36,4% 15 7.9+0,2 25 7.4 8,1 4255497 23 4150 443,0
51% 15| 7,9+0,2 2:5 7.4 8,1 490,6 £6,1 1,2 483,0 5020
71,4% 15| 7,9+0,2 2,5 7,6 8,1 [ 592,0+£38,7 6,5 566,0 666,0
100% 15| 7,9+0,3 3.8 7,4 83 | 700,6+17.2 25 686,0 7300
Azoto Amoniacal (mg N -NH,/1)
média +

Tratamento | n g C.V. min. max.
d. padrio
Controlo 9 0,4+04 100,0 0,0 0,8
26% 9 42=+1,0 23,8 3,0 6,0
36,4% 9 4,0 0,8 20,0 3.0 4.5
51% 9 AT 41,3 35,1 3,0 6,0
71,4% 9 | 4,0+0,8 20,0 3,0 4.5
100% 9 4,4 £1,5 34,1 3,0 8,0




Tabela 5. Valores médios dos parametros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
agudo 1II, com adultos de D. rerio. (n= niimero de observagdes; c.v.= coeficiente de

variagdo, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/1) Temperatura (°C)
média = ; ; média + : .
Tratamento | n - min. max. : c.v. min.  max.
d. padrio d. padrio

Controlo | 15| 7,602 2.6 72 79 | 225=03 1,3 222 230
26% 15| 7302 27 69 77 | 22,5+02 09 223 230
364% | 15| 73204 55 68 79 | 223403 13 219 228
51% 15| 7305 68 66 81 | 224+03 13 220 229
714% | 15| 6804 59 63 75 | 22302 09 220 226
100% | 15| 6,6+0,9 13,6 54 78 | 22,00, 0,5 21,9 222

pH Condutividade (uS/cm)
média + : ; média + . ’
Tratamento | n 2 c.v. min. max. ~ C.V. min.  max.
d. padrio d. padrio

Controlo | 15| 7,5+0,1 1,3 7,0 7.5 285,3 £3,7 1,3 279,0 2900
26% 15 | 7,6+0,1 1,3 7,5 79 | 663,8+14,5 2,2 6530 713,0
36,4% 15| 7,6+0,2 2,6 7,5 7.9 | 795,5425,7 32 748,0 821,0
51% 15| 7,6 £0,2 2,6 7,5 8,0 | 1038,9+7,8 0.8 1027,0 1054,0
71,4% 15| 7,6 £0,2 2,6 7,5 8,1 | 1347,7+84,3 6,3 1296,0 1510,0
100% 15 | 7,6 0,2 2,6 153 8,1 1706,8 £9,9 0.6 1693,0 1728,0
Azoto Amoniacal (mg N -NH,/1)
média +
d. padrio

Tratamento | n min. max.

Controlo | 15 | 0,4 £0,2 50,0 0,0 0,5
26% 12 | 1,8+40,3 16,7 1,3 2,0
36,4% 12 | 3,0+0,0 0,0 3,0 3,0
51% 12 | 3,8+0,8 21,1 3,0 4,5
71,4% 12 | 53+0,8 15,1 4,5 6,0
100% 15| 6,8+1,0 14,7 6,0 8,0




Tabela 6. Valores médios dos parametros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
cronico I, com adultos de D. rerio. (n= nimero de observagdes; c.v.= coeficiente de

variagdo, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/l) Temperatura (°C)
Tratamento | n sdia c.v. min max. IR s c.v. min, max.
d. padrio d. padriio
Controlo 6 | 5,8+0,2 34 5.7 6,1 24,4:I:0,5 2,0 23,7 249
36,4% 6 | 72402 28 6,9 74 | 24,0306 ' L 25 23,2 24,5
51% 6| 65+0,8 123 54 70 | B 23,0 24,8
71,4% 6| 63+04 6,3 5,9 6,7 23,6 d:l,2 5,1 223 249
100% | 6| 6306 95 59 71 | 242407 29 236 250
pH Condutividade (uS/cm)
Tratamento | n miegid c.v. min. max. médiaf c.v. min. max.
d. padrio d. padrdo
Controlo 6 | 7,5+0,0 0,0 TS 7.3 277,3i10,1 3,6 265,0 287,0
364% | 6| 7,500 00 75 76 | 66651143 17,1 5650 810,0
51% | 6] 75400 00 74 75 | 5 190 6780 1013,0
T14% | 6| 75200 00 75 7,6 |1023,8+2066 202 8340 12810
100% | 6| 75+0,1 1,3 74 7,5 | 1328343119 235 10430 1717.0
Azoto Amoniacal (mg N -NH,/1)
média + . ;
Tratamento | n " min. max.
d. padrio
Controlo 6 | 05+0,0 0,0 0.5 0,5
36,4% 6| 23405 21,7 2,0 3,0
51% 6 | 40+£1,5 37,5 3,0 6.0
71,4% 6 | 5718 31,6 4,5 8,0
100% 6 | 57+1,8 316 4,5 8,0




Tabela 7. Valores médios dos pardmetros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
cronico II, com adultos de D. rerio. (n= nimero de observagdes; c.v.= coeficiente de

variagdo, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/1) Saturacdo de Oxigénio (%)
Tratamento | n médiaf min.  max. médiaf min. max.
d. padrio d. padrio
Controlo | 6 8,6 +£0,2 2,3 8,3 8,7 939+1,7 18 910 955
26% 6| 82404 49 77 88 [885+19 21 852 905
36,4% 6 8.4 +0,4 4,8 8,0 9,1 | L0 1,1 &1 90,1
51% 6 8,107 8,6 6,7 84 1908427 3,0 87,1 94,0
71,4% 6 8,3 10,4 4,8 7.8 87 | 87.943,7 42 830 913
Temperatura (°C) pH
Tratamento | n R c.v. min. max. T c.V. min. max.
d. padrio d. padrdo
Controlo | 6 19,6 +0,2 1,0 19,3 199 | 72+0,1 14 7,1 7.3
26% 6 19,4 0,4 2.1 18,9 19,9 L4 70 7,1
36,4% 6 18,8 £0,2 1,1 18,5 19,1 00 7,0 7,1
51% 6 18,3 0,2 1,1 18,1 18,6 1.4 6,8 7.0
71,4% 6 18,0 £0,6 3.3 17,3 18,7 1,4 6,8 7,0
Condutividade (Wcm)
Tratamento | n média~i c.v. min. max.
d. padrao
Controlo | 6 | 2440414 06 2420 2460
26% 6 | 371,8433,6 9,0 3400 4150
36,4% 6 | 42824599 14,0 3750 3506,0
51% 6 | 497,8+74,4 14,9 430,0 593,0
71,4% 6 | 591,5499.,6 16,8 4970 716,0




R——

Tabela 8. Valores médios dos pardmetros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
cromico preliminar (teste I), com embrides/larvas de D. rerio. (n= nimero de

observagdes; c.v.= coeficiente de variagdo, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/l) Temperatura (°C)
média + , y média + g ;
Tratamento | n . C.V. min. max. " c.v.  min. max.
d. padrio d. padrio

Controlo |32 | 81203 37 73 85 | 247+1,1 45 225 273
26% 32| 81403 37 701 85 | 248+1,1 44 228 272
364% |32 81403 3,7 7,5 85 | 247+09 36 228 260
51% 32| 8003 38 75 86 | 24,5+1,1 45 228 264
714% [ 32| 8004 50 74 86 | 243+11 45 219 261
100% | 32| 79406 76 65 86 | 245+10 41 229 262

pH Condutividade (uS/cm)
média + ; , média + ; ;
Tratamento | n . C.V. min. max. 5 c.v. min. max.
d. padrdo d. padrio

Controlo | 32 | 7,740,3 39 6,7 82 | 271,0£10,9 4,0 264,0 3290
26% 32(179+0,1 13 75 8,0 | 3844+175 4,6 337,0 3970
36,4% 32| 7840,1 13 7,6 8,0 |433,0+253 58 363,0 4500
51% 32| 78+0,2 26 75 8,0 | 499,0+£353 7,1 4050 519,0
71,4% 32| 78+0,1 13 75 8,0 | 590,6 =509 8,6 449,0 619,0
100% 32| 76402 26 7,2 8,0 | 726,0£754 10,4 530,0 795,0




Tabela 9. Valores médios dos parametros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
cronico II, com embrides/larvas de D. rerio. (n= nimero de observacdes; c.v.=

coeficiente de varia¢do, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/l) Saturacdo de Oxigénio (%)
média + ; ; meédia + , .
Tratamento | n = min,  max. C.v. min. max.
d. padrio

Controlo | 32 8,7 +0,2 2,3 8,4 9,1
26% 32| 8502 24 83 89
364% |32 84403 36 81 92 32 89,7 996
51% | 29| 8203 37 78 88 | 34 870 964
714% | 18| 78402 26 75 82 |854426 30 818 895
100% | 14 | 886,6+37,0 4,2 8320 9220 | 81,6+42 51 773 872

18 942 1003
25 91,0 984

Temperatura (°C) pH
média + . ; média + = i
Tratamento | n 5 c.v. min. max. % C.v. min. max.
d. padrio d. padrio

Controlo | 32| 20408 39 193 220 | 74=01 14 73 76
26% |32 20309 44 192 220 | 74=0,1 14 73 76
364% |32 203409 44 191 21,7 | 73 76
51% | 29| 203409 44 191 219 | 7402 27 71 17
714% | 18| 204409 44 190 215 | 2 27 70 15
100% | 14 | 209+08 38 190 21,5 | 74403 4,1 67 7.5
Condutividade (uS/cm)
média + , ,
Tratamento | n ” c.v. min. max.
d. padrdo

Controlo | 32 | 241,3+10,0 4,1 230,0 262,0
26% | 32| 4074463 1,5 3990 4150
364% | 32| 480,0+11,8 2.5 4650 4940
51% | 29 | 577,5+19.9 34 5360 599,0
71,4% | 18 | 719,1 €152 2,1 694,0 739,0
100% | 14 | 920,0+10,6 12 896,0 927,0




Tabela 10. Valores medios dos pardmetros fisico-quimicos analisados ao longo do teste
cronico III, com embrides/larvas de D. rerio. (n= niimero de observagdes; c.v.=

coeficiente de variagdo, em percentagem)

Oxigénio Dissolvido (mg/1) Saturacdo de Oxigénio (%)
média + 7 ; média + . i
Tratamento | n 5 c.v. min. max. z c.v. min. max.
d. padrio d. padrio
Controlo | 32 8,5 +0,4 4,7 8,1 95 | 92,6 i4,5 4,9 88,1 101,9
26% |32 85404 47 81 91 |91,7+38 4,1 872 976
36,4% 32| 8304 4.8 7.9 90 [89,1+£33 37 856 950
51% | 32| 8204 49 77 89 [89,0=35 39 835 941
714% | 19| 80405 63 74 88 [866+48 55 809 936
100% [ 13| 74+08 108 65 84 [798+79 99 692 879
Temperatura (°C) pH
Tratamento | n média_i c.v. min. max. gl c.v. min. max.
d. padrio d. padrio
Controlo | 32 | 19,1 +0,1 0,5 19,0 194 | 7402 27 172 7.6
26% 320 19302 1,0 190 196 | 7.2 723 74
36,4% 32 | 19,3 +0,1 0,5 19,1 19,6 7,0 7,4
51% 32| 194402 1,0 19,1 19,8 70 74
71,4% 19 | 19,5+0,4 2.1 19,0 20,1 7,0 7,4
100% 13 | 19,7 +0,9 4,6 19,0 20,9 7,0 7.2
Condutividade (uS/cm)
média + ; -
Tratamento | n 2 C.v. min. max.
d. padrio
Controlo | 32 [ 2244172 32 2180 2420
26% 32 1 321,3+3,8 1,2  318,0 330,0
36,4% 32 | 366,6+1,8 0,5 364,0 369,0
51% 32 | 431,8 £3,1 0,7 429,0 4390
71,4% 19 | 516,4+23 04 513,0 519,0
100% 13 | 6379+1,4 0,2 636,0 639,0
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