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Resumo

Os biocidas séo considerados como contaminantes ambientais emergentes de grande preocupacao
ambiental. Neste contexto, o grupo de biocidas sdo geralmente designados por desinfetantes que
sdo especialmente importantes pois sdo amplamente utilizados em Medicina (humana e
veterinaria), em vérias industrias e em atividades domésticas. O principal objetivo do presente
trabalho é avaliar os efeitos toxicos de dois desinfetantes, o hipoclorito de sodio (S-HIP) e o
bronopol (BNP) em crustaceos cladoceros Daphnia magna, um dos modelos bioldgicos mais
utilizados em Ecotoxicologia, especialmente para avaliar os efeitos toxicos de contaminantes
ambientais nos consumidores priméarios de agua doce. O bronopol é o ponto de partida deste
estudo, uma vez que este é uma substancia instavel devido ao seu elevado nivel de degradacédo
apenas os produtos resultantes desta substancia pode ser utilizados no estudo. O bromonitroetanol é
um dos produtos de degradacdo produzidos em maiores quantidades e permanece por um tempo
mais longo, por isso acaba por ser a substancia escolhida para avaliar a toxicidade do bronopol no
ambiente. Numa primeira fase do estudo, as metodologias para a cultura de Daphnia magna no
laboratério, incluindo a manutencdo de Chlorella vulgaris como fonte de alimento para as dafnias,
e 0s procedimentos para a realizacdo de bioensaios agudo e cronico com D. magna foram
aprendidas e treinadas. Numa segunda fase, a metodologia aplicada para se determinar as
concentragdes de exposicao das substancias de teste e o seu potencial de degradacdo no meio de
teste durante os bioensaios foi por espectrofotometria adaptando-se as condigBes experimentais
utilizadas e optimizadas para uma das substancias de teste. Em seguida, numa terceira fase, 0s
bioensaios independentes agudos com S -HIP e bronopol foram realizados utilizando a mortalidade
como critério. Finalmente, os bioensaios de 21 dias para avaliar a toxicidade crénica para D.magna
foram realizadas, utilizando-se como critério a reproducdo. A partir dos resultados dos bioensaios
agudos, as curvas de toxicidade foram obtidas através da representacdo grafica da transformacéo
das concentracfes de exposicdo em log versus a transformacdo do probit em percentagens de
mortalidade. A partir destas curvas, a concentracdo letal média (CLsg) e a concentracdo que
provoca 20% de mortalidade (CL,g) na populacdo estudada sob as condicBes experimentais
utilizadas foram calculadas. Os dados do bioensaio crénico foram analisados por analise
unidirecional de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett quando foram encontradas
diferencas significativas. Os bioensaios agudos foram estendidos até as 96h porque nenhuma
mortalidade foi observada ap6s 24 e 48h de exposicéo a substancia a testar . A degradacdo do S -
HIP foi muito rapida porque o composto é muito volatil e as concentragdes utilizadas foram muito
baixas. Ap6s as 96h de exposicdo, 0 CLy e ClLs, do S -HIP em D. magna foram 0,047 mg L™ e

0,055 mg L™, respetivamente. O bronopol degradou-se muito rapidamente no meio do ensaio, por



isso, a toxicidade aguda e crdnica avaliada corresponde aos efeitos gerais induzidos por todos 0s
produtos de degradacdo formados, entre eles o bromonitroetanol (BNE) em vez do composto
parental. Ap6s 96h de exposicdo, 0 CL,, e 0 CLs, do BNP para D. magna foram 0,177 mg L™ e
0,252 mg L™, respetivamente. O bronopol e/ou os seus produtos de degradacdo causaram uma
reducéo significativa de juvenis viaveis em concentraces iguais ou superiores a 0,004 mg L™, com
uma diminuicdo significativa de juvenis vidveis e a inducdo de ovos abortados. No geral, o0s
resultados do presente estudo indicam que a exposicao a curto prazo de S- HIP ou BNP (e/ou seus
produtos de degradacdo) em concentragdes baixas na ordem dos ppm causa mortalidade em D.
magna, engquanto que a exposic¢ao cronica para o broponol (e/ou seus produtos de degradacdo) em
concentracdes baixas na ordem dos ppm prejudica a reproducdo de D. magna. Encontramos
também ovos abortados e juvenis vidveis, mas ndo havia juvenis mortos. Através da andlise de
variancia (ANOVA), houve diferengas significativas nos juevnis vivos (P<0,05) e nos ovos
abortados (P<0,05). O valor de CENO de juvenis viaveis é de 0,004 mg L™, sendo a menor
concentragdo usada no ensaio, ndo sendo possivel obter o valor de CEO. O valor de CENO de
ovos abortados é de 0,004 mg L™, ndo sendo possivel obter o valor de CEO. Concluiu-se que os
biocidas utilizados com bastante frequéncia na desinfecdo e conservacdo tém efeitos letais e sub-
letais em Daphnia magna e efeitos na reproducgdo levando a uma diminui¢cdo na producdo de
juvenis e aumento da producdo de ovos abortados, mesmo na concentragdo mais baixa. Por isso,
em situagdes reais, as populagdes selvagens de D. magna e outros consumidores primarios podem
ser reduzidos por exposicdo a curto prazo a altas concentragdes destas substancias e/ou exposi¢do a
longo prazo a concentragdes mais baixas de bronopol/produtos de degradacdo. Em sistemas
aquaticos, a reducdo das populac¢bes de consumidores primarios podem levar ao desenvolvimento
excessivo da comunidade fitoplanctonica, em altima andlise, causando condigdes eutroficas,
levando & reducdo das populagBes de consumidores secundarios, devido a falta de alimento,

resultando em efeitos potenciais adversos sobre o funcionamento do ecossistema.

Palavras chave: Daphnia magna, hipoclorito de sddio, bronopol, bromonitoetanol, toxicidade



Abstract

Biocides are considered emerging environmental contaminants of high environmental concern. In
this context, the group of biocides commonly designed by disinfectants are specially important
because they are widely used in Medicine (human and veterinary), in several industries and in
domestic activities. Therefore, the main goal of the present Thesis is to assess the toxic effects of
two widely used desinfectants, sodium hypochlorite (S-HIP) and bronopol (BNP) in crustacean
cladoceran Daphnia magna, one of the most used biological models in Ecotoxicology, especially to
assess the toxic effects of environmental contaminants to freshwater primary consumers. Bronopol
is the starting point of this study, once this is a instable substance due to his high level of
degradation, only the products resultant from this substance can be used in a study.
Bromonitroethanol is one of the degradation products produced in larger quantities and remains for
a longer time so is the substance chosen to evaluate the toxicity of the substance in the
environment.In a first phase of the study, the methodologies to culture Daphnia magna in the
laboratory, including the maintenance of Chlorella vulgaris as a food source for daphnids, and the
procedures to carry out acute and chronic bioassays with D. magna, were learned and training. In
the second phase, the methodology to determine the exposure concentrations of the test substances
and their potential degradation in the test medium during the bioassays by spectrophotometry was
adapted to the experimental conditions used and optimized for one of the test substances. Then, in a
third phase, acute independent bioassays with S-HIP and bronopol were carried out using mortality
as effect criterion. Finaly, 21-day bioassays to assess the chronic toxicity of to D.magna were
carried out, using reproduction as effect criterion. From the acute bioassays results, the toxicity
curves were obtained by plotting the log transformed exposure concentrations versus the probit
transformed pergentages of mortality. From these curves, the median lethal concentration (LCsp)
and the concentration causing 20% of mortality (LC,) in the studied population under the
experimental conditions used were calculated. Data from the chronic bioassay were analysed by
one-way Analysis of Variance (ANOVA), followed by the Dunnett’s test when significant
differences were found. Acute bioassays were extended until 96h because no significant mortality
was observed after 24 and 48 h of exposure to the test substances. The degradation of S-HIP was
very quickly because the coumpound is very volatile and the concentrations used were very low,
after 96h of exposure, the LCy, and LCs, of S-HIP to D. magna were 0,047 mg Land 0,055 mg L
! respectively. Bronopol was found to degradate very rapidly in test media. Therefore the acute and
chronic toxic toxicity evaluated correspond to the overall effects induced by all the degradation
products formed within bromonitroethanol (BNE) rather than by the parental compound. After 96h
of exposure, the LC, and LCsq of BNP to D. magna were 0,177 mg L'and 0,252 mg LY



respectively. Bronopol and/or its degradation products caused a significant reduction of D. magna
reproductive output at concentrations equal or higer than 0,004 mg L™, with a significant decrease
of live juveniles and the induction of aborted eggs. Overall, the results of the present study indicate
that short-term exposure to concentrations of S-HIP or BNP (and/or its degradation products) in the
low ppm range cause mortality in D. magna, while chronic exposure to concentrations to broponol
(and/or its degradation products) in the low ppm range impair D. magna reproduction. We also
found alive and juvenile aborted eggs, but there were no dead juveniles. Through analysis of
variance (ANOVA), were found significant differences in both, the live juevnils (P<0,05) and in
the eggs aborted (P<0,05). The NOEC of juveniles living is 0,004 mg L™ which is the lowest
concentration however wasn’ t found the CEO value. The NOEC of aborted eggs is 0,004 mg L™,
however wasn’ t found the CEO value. It is concluded that the biocides used quite frequently on
disinfection and preservation have a lethal and sublethal effects on Daphnia magna, and effects on
reproduction which leads to a decrease in production of juvenile and increase of aborted eggs
production even in the lowest concentration. Therefore, in real scenarios, wild populations of D.
magna and other primary consumers may be reduced by short-term exposure to high concentrations
of these subtances and/or long-term exposure to lower concentrations of bronopol/degradation
products. In aquatic systems, the reduction of primary consumers populations may lead to
overdevelopment of the phytoplankton community ultimately causing eutrophic conditions, and to
the reduction of secondary consumers populations due to food shortness, with potential adverse

effects on ecosystem functioning.

Keywords: Daphnia magna, sodium hypochlorite, bronopol, bromonitroethanol, toxicity
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1. Introducéo

A 4gua é um bem essencial a todos o0s seres vivos, e como tal, a sua qualidade e quantidade
é de elevada importancia para assegurar a sobrevivéncia dos organismos e a manutencao de toda a
Biosfera. Desta forma, a qualidade e a quantidade de agua potavel e ndo potavel tem sido uma
preocupacdo a nivel mundial (UNESCO, 2009), pois a contaminacdo dos ecossistemas marinhos e
doces sdo cada vez mais frequentes, ndo s6 devido ao crescimento populacional, industrial e
agricola (Gasser et al.,, 2007), mas também pela falta de infra-estruturas que assegurem o
tratamento de efluentes das estagdes de tratamento de aguas residuais (ETAR’s). O aquecimento
global (retencdo das radiagBes na estratosfera) € também uma das preocupagdes a nivel mundial,
pois a temperatura da dgua aumenta (Huntington, 2006) e as chuvas acidas levam a diminuicao do
pH da &gua, impossibilitando a existéncia de algumas espécies que sdo a base da manutencdo dos
ecossistemas (recifes de coral). Desta forma, os organismos terrestres e aquaticos acabam por estar
expostos a fatores naturais que provocam o stress dos mesmos (pH, temperatura, nutrientes...) e a

fatores antropogénicos (quimicos, metais, pesticidas...).

As descargas de efluentes lancadas para o ambiente acidentalmente ou ndo, tém sempre um
risco ecoldgico elevado (Richardson e Bowron, 1985). Os processos quimicos e fisico-quimicos de
indUstrias, por exemplo, sdo também responsaveis pela emissdo de susbtancias tdéxicas no
ambiente, existindo uma variedade de compostos que muitas das vezes quando descarregados nos
rios e mares combinam-se com outros compostos, desde nutrientes a quimicos. Com a agricultura,
uma atividade muito exercida em Portugal, pode ainda ocorrer a infiltracdo dos tdxicos nos solos,
levando a contaminacdo de pogos e/ou de aquiferos (Tabor e Barber, 1996) afetando as aguas de
consumo (CCPCT, 2000). Deste modo, a industria e a agricultura acabam por se tornar nas
atividades que mais efluentes téxicos produzem, uma das agravantes deste fato é que os efluentes
por vezes, sdo descarregados diretamente nos rios e mares sem qualquer tratamento prévio. As
misturas de produtos toxicos através de processos quimicos e/ou bioldgicos pode levar a formagao
de sub-produtos que por sua vez podem ser ainda mais toxicos e persistentes que os iniciais (Holtze

et al., 2008; Salinoja-Salonen e Jokela, 1991), causando graves problemas ambientais.

Entre os diversos toxicos presentes no ambiente, encontram-se 0s pesticidas agricolas e ndo
agricolas, compostos frequentemente utilizados por quase todas as atividades industriais e ndo-
industriais devido as suas inumeras aplicacdes, entre elas a eliminagdo de microrganismos
prejudiciais. Os biocidas inseridos nos pesticidas ndo agricolas sdo considerados contaminantes

emergentes, e por isso, de grande preocupagdo ambiental. Os produtos biocidas estdo
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caracterizados como substancias ativas, sendo apresentadas ao consumidor na forma exata em que
sdo vendidas, tendo como finalidade a destruicao, o impedimento do crescimento e o controlo de
um organismo prejudicial (Diretiva 98/8/CE). O bronopol (BNP) e o hipoclorito de sédio (S-HIP)
sdo dos biocidas mais utilizados em diferentes areas (industria, indUstria alimentar, hospitais,
habitagdes, ETARS, estabulos, canis...); 0 bronopol é usado como conservante em indmeros
produtos comerciais (shamp6s, cosméticos, produtos alimentares...) e o hipoclorito de sédio é
usado como um desinfetante para a desinfecdo de diversas areas (hospitais, canis, estabulos,
ETAs...). Os biocidas, pertencentes aos pesticidas ndo agricolas encontram-se divididos em 4
grupos principais (Diretiva 98/8/CE): desinfetantes e produtos gerais biocidas, conservantes,
controlo de pragas e outros produtos de biocidas. O uso constante e indiscriminado de pesticidas
assim como a presenca de pequenas quantidades de toxicos (trihalometanos, compostos organicos
halogenados adsorviveis...) poderd provocar um impacto negativo em todas as comunidades dos
ecossistemas, e por conseguinte na cadeia tréfica. Contudo, os poluentes por vezes ndo afetam
diretamente os organismos mas acabam por afetar indiretamente através do alimento, ou seja,
poodem existir poluentes que possam prejudicar a comunidade fitoplanténica, impedindo o
crescimento do fitoplancton. O crustdceo cladécero Daphnia magna, organismo filtrador e
considerado um bio-indicador da qualidade da &gua encontra-se no inicio da cadeia trofica,
pertencendo aos consumidores primarios, e por isso essencial ao bom funcionamento de todo o

ecossistema e de toda a cadeia alimentar.

Por isso, é necessario e urgente proteger os recursos hidricos, um bem essencial a todos 0s
seres vivos, entre eles 0 Homem (Rodriguez Mozaz et al., 2006). Assim, ao longo deste estudo,
pretende-se verificar qual ou quais os efeitos letais e sub-letais face a exposicdo dos biocidas,

bronopol e hipoclorito de sédio em Daphnia magna.

1.1.Legislagéo

Em todos os ensaios toxicologicos determina-se os efeitos letais e/ou sub-letais, e para tal,
sdo calculadas as concentragfes que provocam um efeito ou a morte em 50% dos organismos a
serem testados (CEs e CLso, respetivamente), e, como tal, a Diretiva-UE 93/67/EEC (Comisséo da
Comunidade Europeia, 1996) estabeleceu limites para os valores de CEsy, formando 3 classes: (1)
CEs<1 mg L™, muito téxico para os organismos aquaticos; (I1) CEs=1-10 mg L™, téxico para

organismos aquéticos e (111) CEs=10-100 mg L™, perigoso para 0s organismos aquaticos.

Segundo os dados da USEPA (2012) o total de cloro residual presente na agua para

descarga ndo deve exceder os 631 pg/L/dia e ndo deve exceder os 456 pg/L/més. Em Portugal,
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segundo o Decreto-Lei 236/1998 o valor limite de emissdo para o cloro livre é de 0,5 mg L™ CL, e
para o cloro residual é de 1,0 mg L™ Cl..

Quanto ao bronopol, o Regulamento (CE) n°.528/2012 estabelece condic¢des de autorizacao
de produtos biocidas para serem langadas no mercado: “as substancias ativas estdo aprovadas para
0 tipo de produto em causa; quando utilizado de acordo com a autorizacdo, o produto biocida é
suficientemente eficaz, ndo tendo efeitos inaceitaveis nos organismos visados, na salde dos seres
humanos ou dos animais ou no ambiente; as propriedades fisicas e quimicas do produto foram
consideradas aceitaveis no que respeita a utilizacao e ao transporte do produto; quando apropriado,
foram estabelecidos limites maximos de residuos nos géneros alimenticios e nos alimentos para
animais para as substancias ativas contidas num produto biocida; quando forem utilizados nano
materiais no produto, os riscos para a salde humana, para a saude animal e para o ambiente foram
avaliados separadamente”. Quanto a valores de emissdo no ambiente, na Suécia o valor maximo
admissivel do bronopol nas aguas é de 0,78ug/L, sendo a concentracdo previsivel em que ndo ha
efeitos nefastos (Remberger et al., 2006). Quanto ao seu uso em produtos comerciais ndo pode
exceder o0s 0,1% da massa total do produto, pois além deste valor poderé ter efeitos negativos para
os consumidores. O bronopol pertence ainda as susbtancias farmacologicamente ativas (Jornal
Oficial da Unido Europeia, 2010) e segundo o Regulamento (CEE) n.°2377/90 encontra-se inserido
nas susbtancias farmacoldgicas permitidas a serem administradas em peixes com barbatana que
fardo parte dos alimentos de origem animal, sendo que ndoé exigido um limite maximo de residuos

para o bronopol no animal.

1.2.Biocidas

Bronopol é um biocida de uso frequente em diversas atividades desde os anos 30, assim
como o0 Hipoclorito de so6dio, ocorrendo uma exposicdo continua destes compostos nos
ecossistemas. O seu uso (Diretiva 98/8/CE) tem como principal objetivo a higiene e salde da
populacdo (espacos domésticos, espacos publicos, instituicbes - por exemplo, o combate a
Escherichia coli), ¢ também usado para a seguranca do consumidor em Vvarios produtos
comercializados de venda ao publico e é ainda usado para o bem estar animal (aplicacdes

veterinarias — por exemplo, o combate a febre aftosa) e controlo de insetos (maléaria).

Contudo, a sua presenca no meio ambiente através de descargas muitas das vezes, podera
levar a efeitos nefastos para 0s organismos que habitam o ecossistema, e a duracdo da exposi¢ao
vai depender de alguns fatores, como por exemplo a solubilidade do composto na &gua e a sua

capacidade de degradacdo. Ambos os compostos, S-HIP e BNP foram testados em invertebrados
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aquaticos de agua doce, o S-HIP foi testado em Daphnia magna e o BNP foi testado em Daphnia
magna e em Americamysis bahia. Em estudos anteriores foi determinado 0 CEsp, 0 CLso 0 CEO e 0
CENO do BNP (USEPA, 2009) e do S-HIP (Shan-Shin et al., 2012; Emmanuel et al., 2004;
Manning et al, 1996; Panouilleres et al., 2007; Mattei et al., 2006) (Tabela 1).

Tabela 1. CEsp, CLso, CEO e CENO de S-HIP (Shan-Shin et al., 2012; Emmanuel et al., 2004; Manning et al., 1996; Mattei et al., 2006)
e de BNP (USEPA, 2009) em Daphnia magna e Americamysis bahia

BNP S-HIP
0,05 mg L™
CEso(24h) 0,460 mg L™*
0.045mg L™
CEso(48h) 1,4mgL* 0,02mg L™
5,9 mg L™ (Americamysis
CEso(96h) bahia)
0,08 mg L™
CLso (24h)
CLs (48h)
CENO 0,066 mg L™ 0,048 mg L™

Assim, devido a exposigdo continua destas substancias é importante verificar o impacto da
presenca destes compostos nos ecossistemas, verificando quais as consequéncias que advém da sua

exposi¢ao aos organismos aquaticos.

1.2.1. Bronopol

O Bronopol, pesticida organico (Figura 1) é um dos compostos quimicos usados para a
conservagdo de produtos, e como tal, é usado em diversas &areas, desde 0s cosmeticos & industria
alimentar (Tezel e Pavlostathis, 2009) atuando ainda como slimicida® e bactericida em processos
industriais, como por exemplo na industria do papel (USEPA, 2005). O objetivo da utilizacdo do
BNP é impedir a proliferacdo de microrganismos, esta acdo é conseguida através da membrana

ativa cationica levando a uma forte acdo sob os virus, as algas e as bactérias. Contudo, 0 seu uso

1. « . - ) x
Inibicdo da producdo de microrganismos através da formagao de uma camada protetora envolta do produto a ser conservado
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nos produtos comerciais ndo pode exceder os 0,1% da massa total, de forma a evitar a producéo de
nitrosaminas (compostos quimicos cancerigenos), pois pode ser prejudicial para os consumidores
(REPCC, 2009).

Br

HO > oH

NO,

Figura 1. Estrutura quimica do Bronopol (adaptado de Sigma-Aldrich)

O BNP em condicdes aerdbias, oxida cataliticamente substancias que contenham tiol
(cisteina) e os sub-produtos que advém desta reacdo sdo radicais, o superoxido e o peroxido que
sdo diretamente responsaveis pela atividade bactericida do composto e pela taxa de crescimento
reduzida ap6s o periodo bacteriostatico (HSDB, 2004). O metabolito encontrado em maior
quantidade nos organismos que entram em contato com o BNP é o 2-nitropropano-1,3-diol (HSDB,
2004).

O BNP é um composto bastante solivel em agua, por isso nos ecossistemas nao € esperado
que seja bioacumulado (Dye et al., 2007) é ainda uma substancia de baixa toxicidade, ao contréario
dos seus produtos de transformacdo. E um composto instavel no ambiente (Dye et al., 2007 e
Remberger et al., 2006), e, por isso, sera degradado rapidamente ou estara presente em
concentracdes minimas (Dye et al., 2007). Por ser uma substancia com uma atividade anti-
microbiana elevada, facilmente é biodegradada no ambiente (EPA, 2006), passando pelos
processos de hidrolise e de fotdlise (USEPA e RED, 1996).

Devido a sua instabilidade no ambiente, as substancias que se encontram em maior
quantidade sdo os produtos de degradacdo, o 2-bromo-2-nitroetanol (BNE) e o bromonitrometano
(BNM) (Cui et al., 2011) que conseguem ser mais toxicos e mais resistentes a degradacéo do que o
composto inicial; dos produtos de degradacdo o BNM é o composto mais toxico. Segundo os
estudos de Cui et al (2011), o processo de hidrélise do BNP e do BNE ¢é acelarado quando o pH é
neutro e/ou ligeiramente alcalino, o BNE quando presente no ambiene é mais estavel que o BNP.
Sabe-se que o aumento da temperatura acelera a degradacdo do BNP (Matczuk et al., 2012), fato
que merece alguma atencao, podendo ser objeto de futuros estudos devido as alteracGes climaticas

que se vem vindo registando.
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Assim, apesar da utilizacdo constante do BNP por diversas areas, sdo os produtos de
transformacdo (BNE e BNM) que de uma forma indireta vao ter um maior imapacto no ambiente.

1.2.2. Hipoclorito de sodio

O hipoclorito de sodio (Figura 2), mais conhecido como lixivia € um biocida muito
utilizado em desinfecdo de pavimentos e em desinfecdo de dguas de consumo (ETAS) e de aguas
residuais (ETARs), devido a sua boa eficacia na remocdo de patogénios e ao fato de ser uma
sushtancia de baixo custo. Uma das consequéncias que advém da utilizacdo do S-HIP é o cloro
residual, pois quando combinado com a amdnia presente nos ecossistemas forma as cloraminas

inorganicas que sdo muito toxicas para 0s organismos aquaticos.

:0:
Na* | |
:QI:

Figura 2. Estrutura quimica do hipoclorito de sédio

O mecanismo de acdo do S-HIP é baseado na oxidacdo da matéria organica (Figura 3),
apos a adicdo de um composto que contenha cloro, neste caso o S-HIP (Emmanuel et al., 2004).
Seguidamente o S-HIP vai reagir com a aménia (NH3) presente no meio, formando as cloraminas
inorganicas (cloro residual), altamente tdxicas para 0s organismos aquaticos. Apo6s a formacao das
cloraminas obtém-se a presenca do cloro livre através da dissociacdo do HCLO (Figura 4), sendo
que a presenca dos compostos formados apds a dissociacdo (H* e CLOY) é que véo fornecer a
atividade batericida, de forma a eliminar os microrganismos (Emmanuel et al., 2004). O &cido
hipocloroso como biocida é mais eficiente que o ido hipoclorito e tem uma melhor eficiéncia num
pH que se situe entre 6 e 9 (Lopez et al., 2001), pois quanto menor for o pH mais eficiente serd o

processo de desinfegéo.

S-HIP + H,0 — HCLO + Na" + OH’

Figura 3. Formacé&o do &cido hipocloroso aquando a utilizagdo do S-HIP como fonte de cloro
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| HCLO — H' + CLO® |

Figura 4. Dissociacédo do acido hipocloroso

7

O acido hipocloroso e 0 CLO™ quando presentes podem reagir com compostos organicos
(Emmanuel et al., 2004) por adicdo (Figura 5), substituicdo (Figura 6) e oxidagdo (Figura 7)
formando seguidamente novos compostos, por vezes ainda mais toxicos (Emmanuel et al., 2004),

como por exemplo, os compostos halogenados (Figura 8).

| RC =CR’ + HCLO — RCOHCCIR’ |

Figura 5. Reacdo de adicdo do HCLO

| RNH; + HCLO — RNHCL + H,0 |

Figura 6. Reagéo de substituicdo do HCLO

| RCHO + HCLO — RCOOH + H' + CI |

Figura 7. Reacédo de oxidagdo do HCLO

| RCOCH; + 3HCLO — RCOOH + CHCL; + H,0 |

Figura 8. Formagéo de compostos halogenados (cloroférmio)

Os metabolitos (HDSB, 2003) que se podem formar nos organismos que entram em contato
com este composto € o acido dicloroacético (DCA), 4cido tricloroacético (ATA),
dicloroacetonitrilo (DCAN) e tricloroacetonitrilo (TCAN).

O hipoclorito de s6dio é um composto instavel no ambiente, devido a sua
fotossensibilidade (Patricia et al., 2008) e, quando presente nos ecossistemas sob a forma de cloro
residual combina-se com a amoénia (NH;) formando as cloraminas inorgancias (Margerum et al.,
1994) que sdo bastante tdxicas, nomeadamente para 0s organismos aquaticos.

Existem estudos (Tabela 2) que comprovam que concentracfes de cloro residual total
inferior a 10 pg L™ provocam efeitos letais e sub-letais em Ceriodaphnia dubia (Taylor, 1993 e

Szal et al., 1991), e segundo a USEPA (2012) o total de cloro residual presente na agua para
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descarga ndo deve exceder os 631 pg/L/dia e ndo deve exceder os 456 pg/L/més. Em outros
estudos, nomeadamente de Manning et al (2006) foi comprovado os maleficios do uso do
Hipoclorito de sédio com efeitos sub-letais em Ceriodaphnia dubia e em Daphnia magna com
efeitos sub-letais e letais (USEPA, 1984; Mattei et al., 2006 ), foi ainda comprovado que o S-HIP
diminui aproximadamente 50% da producdo de juvenis de Daphnia magna segundo os estudos de
Mattei et al (2006), diminuindo a taxa de natalidade. Por conseguinte surgem impactos negativos
no ecossistema, visto que D.magna é um dos organismos da base da cadeia tréfica que assegura a

manutencao dos escossistemas ecoldgicos.

Tabela 2. Valores de CEsq, CLso, CEO e CENO do S-HIP em Ceriodaphnia magna (Manning et al, 2006) e em Daphnia magna
(USEPA, 1984; Mattei et al., 2006)

S-HIP CLso(24h) CEsq(24h) CEsq(48h) CEO CENO
Daphnia magna 0,08 mg L™ 0,045 mg L™
Ceriodaphnia 0,26 mg L™ 0,66 mgL* 0,048 mgL™
dubia

1.3.Daphnia magna como organismo de estudo

A Daphnia magna (Figura 9) é um microcrustaceo de adgua doce, com um comprimento
entre 0,2 e 5mm, movimenta-se na dgua com o auxilio das segundas antenas, e como todos 0s
crustaceos possui uma carapaga que sofre uma muda diéria, exceto nos 3 dias em que tem 0s ovos
na camara incubadora ao longo das ninhadas. E conhecida como a pulga de a4gua doce e encontra-

se na base da cadeia alimentar, assegurando a estabilidade da cadeia trofica e do ecossistema.

A Daphnia magna sendo um organismo filtrador ativo acaba por ser um 6timo organismo
de estudo na area da toxicologia, pois filtra o toxico ou os tdxicos presentes na dgua, podem ingerir
o0 alimento presente na agua ja tdxico e, podem ainda absorver a toxicidade dos compostos através
do seu exoesqueleto (Donna et al., 2002). Segundo os estudos de Moore (1982, 1990) e de
Svendsen et al (2004) muitos dos tdxicos presentes no ambiente tém o poder de afetar a
integridade e a permeabilidade das membranas bioldgicas dos organismos, ou seja, 0S organismos
sofrem uma intoxicacdo, resultando num efeito letal e/ou sub-letal ou podem sofrer um processo de
destoxificacdo, processo pelo qual os seres-vivos excretam o toxico do organismo através de um
conjunto de processos de biotransformacdo. Contudo, ambos 0s processos, intoxicagdo e
destoxificacdo, vao depender de varios fatores, entres ele o tipo de tdxico, a via de administragdo, a

quantidade e o tempo de exposi¢do a qual o organismo esta exposto (Rand e Petrocelli, 1985).
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Figura 9. Daphnia magna com ovos

E uma espécie muito usada em bio-ensaios toxicoldgicos, entre eles os testes requeridos
pela legislacdo nacional e europeia para a avaliacdo ecotoxicoldgica de novos agentes quimicos, de
efluentes urbanos e industriais e de ecossistemas de agua doce, por isso, sdo efetuados ensaios
toxicoldgicos crénicos e agudos para quantificar e avaliar qualitativamente a toxicidade de um
determinado composto (OCDE, 2012; ASTM, 1994). Os métodos bioldgicos tém a funcdo de
fornecer uma ideia geral do que se passa com 0 ecossistema, sendo essenciais para a avaliacdo
citotoxica e genotdxica dos organismos expostos mas para a avaliagcdo ser completa esta deve ser
acompanhada por métodos quimicos e fisicos, de forma a fazer uma avaliacdo qualitativa e
quantitativa dos compostos presentes no ecossistema, sendo que todos os métodos se
complementam. As vantagens que se destacam da utilizacdo de Daphnia magna como modelo
biol6gico em diferentes atividades experimentais é (I) serem organismos com uma morfologia
bastante simples, (1) terem um ciclo de vida extremamente curto, (I11) requererem pouco espaco,
(1V) adaptarem-se facilmente as condi¢des laboratoriais, (V) serem facilmente manipulaveis e (V1)
serem extremamente sensiveis a toxicidade, além da resposta face a toxicidade do composto poder

ser avaliada do ponto de vista comportamental e fisioldgico (Michels et al., 2000).

Desta forma, a Daphnia magna tem uma importancia ecoldgica bastante elevada tornando-
se muito Gtil na area de investigacdo do ponto de vista toxicoldgico e ecotoxicoldgico, auxiliando
no estudo da qualidade da agua (Petlier e Weber, 1985). E um dos organismos mais bem
estudados, ndo so pela sua alta sensibilidade a tdéxicos mas também por estar na base da cadeia

tréfica, alimentando-se do fitoplancton servindo depois de alimento a pequenos vertebrados
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(Dettmers e Stein, 1992), é ainda uma espécie amplamente distribuida funcionando como um bio-
indicador da qualidade da agua (Dodson et al., 1999), sendo que a sua utilizacdo para detecdo de
compostos toxicos provenientes de descargas industriais e de ETARs é muito frequente (EPS,
1990).

De acordo com a CE 1272/2008, os organimos de referéncia como a Daphnia magna
quanto & avaliacdo da toxicidade aquatica tém que ter um CEs, superior a 10 mg L™, representando

um valor ndo prejudicial para o ambiente.

Os embrides e os juvenis de Daphnia magna sdo frequentemente estudados, pois s@o
estagios nos quais o sistema imunulégico ainda ndo se encontra 100% apto para responder aos
efeitos dos toxicos, as fémeas adultas sdo estudadas de forma a avaliar a reproducdo e o

crescimento, pois sS40 mecanismos que asseguram a continuidade da espécie.

O comportamento frequentemente estudado e avaliado durante 0s ensaios toxicol6gicos € o
comportamento fototatico, e segundo Di Delupis e Rotondo (1988) este comportamento funciona
como um bio-indicador da presenca de poluentes, sendo que 0s compostos podem ser rapidamente
detetados. O comportamento fofotatico pode ser indicativo de contaminagdo (ndo ha sinal de
movimentagdo) ou de ndo contaminacdo (presenca de movimentagdo), este tipo de comportamento
é o resultado da interacdo do sistema nervoso com o sistema muscular (Di Delupis e Rotondo,
1988), ou seja, na presenga de um toxico o sistema nervoso é afetado impossibilitando o
funcionamento do sistema muscular, ocorrendo a auséncia de movimentacdo tornando-se numa
caracteristica de facil avaliacdo. No entanto, nos estudos de Michels e De Meester, (1998) o
comportamento fototatico também pode variar com os fatores abidticos (temperatura, pH e o

oxigénio dissolvido na agua).

1.3.1. Reprodugédo em Daphnia magna

A Daphnia magna é uma espécie que possui dois tipos de reproducdo, a reproducao
assexuada e a reproducdo sexuada, o que determina o tipo de reproducdo sdo as condicdes
ambientais. Maioritariamente o tipo de reproducdo é assexuada partenogénica, a reproducao
sexuada apenas acontece quando as condicdes ambientais sdo desfavoraveis. Na reproducdo
assexuada partenogénica todos os descendentes sdo semelhantes (clones) a progenitora, pois nao
ocorre recombinacgdo genética como ocorre na reproducdo sexuada. Os machos distinguem-se das
fémeas pela primeira antena que € maior que nas fémeas (Figura 10), e sdo produzidos durante um

curto periodo de tempo (Outono e Primavera) quando as condigdes ambientais ndo sdo as mais
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propicias para se dar a reproducdo assexuada. O nimero de geracdes ao longo de um ano é elevado
mas segundo Dodson e Frey (1991) a producdo de machos fica bem abaixo dos 50%. Contudo, 0
aumento na producdo de machos vai baixar a taxa de reproducao, pois a reproducdo sexuada € mais
lenta que a reproducdo assexuada levando a uma diminuicdo da populagdo que de certa forma é
responsavel pelo equilibrio e manutencdo dos ecossistemas, acabando por ter efeitos negativos para

a cadeia trofica (Danielle et al., 2010).

Quando a populagdo é normal e saudavel, os organismos reproduzem-se por partenogénese,
mas se ndo existe fatores que propiciem este tipo de reprodugdo como o fotoperiodo e a
temperatura (Carvalho e Hughes, 1983), a disponibilidade e a qualidade do alimento (Hobaek e
Larsson, 1990) vai ocorrer a reproducdo sexuada, assegurando a descendéncia. Os ovos que
posteriormente irdo eclodir quando as condi¢des forem favoraveis ficam num periodo de laténcia
em que sdo resistentes a dissecacdo, as temperaturas altas e a digestdo quando s&o ingeridos por
alguns organismos (Arbaciauskas, 1998). Nos estudos de Tatarazako et al (2003) o sexo dos
juvenis pode ser usado como indicador de disrupgdo endocrina, pois existem compostos toxicos

que mimetizam as hormonas juvenis alterando todo o processo fisiologico de reproducao.

Neste estudo, serdo usadas espécies mantidas e cultivadas em laboratério, logo as
condi¢bes ambientais sdo favoraveis e constantes, sucedendo apenas a reprodugdo partenogénica,
originando inimeros descendentes geneticamente idénticos as fémeas progenitoras permitindo
eliminar a variabilidade genética nos bio-ensaios, ou seja, 0S organismos expostos aos tdxicos
tendem a responder todos da mesma forma. O seu ciclo de vida varia entre cerca de 40 dias a 25°C
e 56 dias a 20°C, os juvenis nascem a cada 3 dias e a primeira ninhada nasce em 8 a 10 dias, 0s

ovos sdo apenas libertados quando as fémeas mudam a sua carapaca.

Figura 10. Macho (1) e fémea (2). O macho possui uma segunda antena maior que a fémea (seta), ndo tem camara de ovos (circulo) e
possui uma pequena protuberancia (*)
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2.0Dbjetivos

Como a desinfecdo e a conservacao sao processos muito importantes em diferentes areas e
a diferentes niveis, e como tal imprescendiveis em alguns tratamentos e fabrico de produtos
comerciais € fulcral saber quais os efeitos que o bronopol e o hipoclorito de sddio téo

frequentemente utilizados tém nos nossos ecossistemas.

Desta forma, o principal objetivo deste estudo é avaliar a toxicidade de ambos o0s
compostos e verificar qual o impacto no ambiente que resulta da utilizacdo dos mesmos. O
hipoclorito de sddio é a substancia principal ativa na lixivia e o bronopol é usado como conservante
em varios produtos. Contudo, o bronopol serd apenas o ponto de partida para o estudo do
brominitroetanol, pois devido a instabilidade do bronopol este é rapidamente degradado, sendo que
0 estudo sera apoiado no brononitroetanol sendo um dos produtos de degradacdo produzido em
maiores quantidades e que permanece durante mais tempo (Cui et al, 2011). O estudo consistird em
trés tarefas: a primeira sera a aprendizagem quanto aos métodos de cultura de Daphnia magna que
serd usada nos bioensaios ecotoxicolégicos e de Chlorella vulgaris, alga de agua doce que serve de
alimento a Daphnia magna, a segunda tarefa serd testar os métodos espectrofotométricos para
determinagdo das concentrages dos compostos usados nos bioensaios de Daphnia magna, e por
Galtimo sera efetuar as retas de calibracéo e verificar a degradacdo do S-HIP e do BNP ao longo do

tempo.

3. Material e Métodos

Os biocidas escolhidos para os bioensaios ecotoxicoldgicos em Daphnia magna foram o
bronopol e o hipoclorito de sdédio. Nos bioensaios foram usados o bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-iol) (CAS number: 52-51-7) com um grau de pureza de 98%, fornecido pela
empresa Sigma-Aldrich, e uma formulagdo comercial contendo hipoclorito de sédio (PingoDoce
Ultra Pro) com um teor de 88,164 g L™.
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3.1.0rganismo teste

O modelo bioldgico utilizado ao longo do estudo foi a Daphnia magna, um microcrustaceo
de &gua doce, representante importante das comunidades bent6nicas e zooplantonicas dos
ecossistemas de agua doce (Ruppert et al., 2004).

E um organimo com inGmeras vantagens, entre elas a facilidade de manuseamento em
laboratério, além de ser um dos organimos mais utilizados pela comunidade cientifica. Assim, é
considerado um organimo de resposta rapida na avaliacdo da exposi¢do a stressores existentes no
ambiente aquatico.

3.2.Culturas de Daphnia magna

O modelo biolégico escolhido para este estudo foi Daphnia magna, devido a sua
facilidade de ser mantida em laboratério e a sua sensibilidade quanto ao efeito dos agentes
quimicos. Em todos os ensaios realizados ao longo do estudo foram utilizados organismos da
mesma estirpe, nomeadamente o “clone A” (sensus Baird et al., 1989), mantida em culturas desde
ha mais de 15 anos no Laboratério de Ecotoxicologia do ICBAS e no Laboratério de
Ecotoxicologia e Ecologia do CIIMAR.. Efetuaram-se culturas individuais (Figura 11), mantidas
em reproducdo assexuada de forma a diminuir a influéncia da variabilidade genética nos
bioensaios, em recipientes de vidro de 200 mL para a obtengdo dos juvenis necessarios aos ensaios
agudos e cronicos. Os recipientes foram parcialmente tapados para permitir as trocas gasosas
essenciais ao desenvolvimento de Daphnia magna; aos frascos de 200 mL foi adicionado 100 mL
de &gua dura ASTM (ASTM, 1980), doravante designado por ASTM, cuja composi¢do se
apresenta em anexo (Anexo I, Tabela 12), enriquecido com 0,4 mL de um extrato de Ascophyllum
nodosum (Baird et al., 1989), preparado conforme indicado em Anexo (Anexo I1) por cada 100 mL
de meio e um complexo vitaminico (tiamina (B1), biotina (H) e cianocobalamina (B12)), pois o

meio do ASTM é pobre em nutrientes.
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Figura 11. Culturas parentais individuias de Daphnia magna, mantidas em laboratério a 20+1°C

Todas as culturas de D.magna foram iniciadas com organismos provenientes da terceira
ninhada, sendo mantidos numa sala aclimatizada com temperatura de 20°C+1°C e com um
fotoperiodo de 16h luz: 8h escuro. O meio das culturas de D. magna foi renovado trés vezes por
semana, preparando-se novos recipientes de cultura com meio e alimento frescos, sendo que as
fémeas e/ou juvenis foram transferidas dos frascos de cultura com meio envelhecido para os frascos
com meio fresco com o auxilio de uma pipeta de plastico de 5mL. O alimento era constituido por
uma suspensdo de Chlorella vulgaris, correspondendo a uma ragdo diaria de 3x10°
células/mL/dafnia, preparado a partir de culturas laboratoriais mantidas para o efeito, conforme
descrito na sec¢do seguinte. Em cada geracgdo as fémeas eram mantidas até ao nascimento da quinta
ninhada, a partir desta as fémeas eram rejeitadas e eram substituidas pelos juvenis iniciando
novamente 0 mesmo Processo, Nos ensaios eram usados 0s juvenis da terceira ninhada, pois era a
ninhada com mais juvenis. Os agentes quimicos utilizados para preparar 0 meio ASTM,
nomeadamente NaHCO;, MgS0O,.7H,O, KCl e CaS0,.2H,0, foram fornecidos pela empresa
Sigma-Aldrich. As vitaminas utlizadas foram fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich. Em todas as
solucbes foi sempre utilizada agua ultra pura (u.p) produzida utilizando o equipamento Millipore
Progard 2.

3.3.Cultura de Chorella vulgaris e preparacdo de alimento para D. magna

O meio de cultura utilizado para manutencdo da microalga Chlorella vulgaris foi o MBL
(MBL), (Stein, 1973), sendo mantida num compartimento com um fotoperiodo de 24h luz para se
obter um crescimento maximo, e temperatura de 20°C + 1°C , com arejamento continuo através de
um filtro de 0,22 um (Spritzen/Syringe-Filter). Para manter as culturas em fase exponencial de
crescimento, de modo a evitar a producdo de metabolitos da alga téxicos para D. magna o meio era
parcialmente renovado periodicamente trés vezes por semana. Quando a cultura atingia a sua fase

exponencial, ao 7° dia, eram retirados indculos liquidos asseticamente e armazenados a 4°C para
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futuras culturas, os indculos liquidos tém apenas a duracdo de 3 meses no maximo. As culturas
foram mantidas em condicGes de assepsia, em erlenmeyers de 5L com 4L de MBL, este meio foi
preparado com &gua destilada, com micronutrientes e macronutrientes (Anexo Ill, Tabela 13),
sendo que as solucBes de reserva de macronutrientes, micronutrientes e de tampdo foram
preparadas em &gua ultra-pura de condutividade inferior a 5 uS/cm e armazenadas a 4°C, sendo

utilizadas por um periodo méaximo de 1 més. A Figura 12 ilustra o sistema de culturas utilizado.

Os recipientes contendo o meio de cultura foram sempre previamente esterilizados por
autoclavagem (Uniclave 88) durante 60 minutos a 124°C. Apos arrefecimento a temperatura
ambiente, foram adicionados 0,5 mL da solu¢do de vitaminas (Anexo 1V) e 10 mL de in6culo

liquido de C.vulgaris por cada 4L de meio.

Figura 12. Cultura de Chlorella vulgaris, em que 1 é o tubo de arejamento, 2 é o tubo de saida de ar e 3 é o tubo de troca de meio

O alimento para D.magna foi preparado duas vezes por semana. Para o efeito, eram
retirados 2L da cultura de C. vulgaris, os quais eram centrifugados, durante 7 minutos a 3500 rpm
numa centrifuga Kubota 5400. O sobrenadante era rejeitado e o sedimento contendo as algas era
ressuspendido em meio ASTM com vitaminas. Desta suspensao retirava-se uma amostra, a qual se
diluia 1:10 (v/v), sendo a sua absorvéncia a 440nm lida num espectrofotometro (Spectra Max My).
A concentracdo de algas da suspensdo era entdo calculada a partir de uma relacdo absorvéncia
versus nimero de células da alga, obtida previamente. Esta relacdo é apenas linear entre 0,4 e 0,8
unidades de absorvéncia, pelo que quando a suspensdo de células tinha um valor superior era
diluida de forma & sua absorvéncia se situar naquele intervalo, o que permitia calcular o volume
necessario a adicionar as culturas de D. magna de forma a se obter a rag&o diaria pretendida (3x10°
células/mL/d&fnia). A suspensdo de algas era armazenada a 4°C por um periodo maximo de 3 dias

ou a -20°C por um periodo maximo de 3 meses.
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3.2.Avaliacdo da adequabilidade das culturas parentais para uso em ensaios
ecotoxicoldgicos

O ensaio com dicromato de potassio (substancia de referéncia) foi realizado seguindo o
protocolo n® 202 da OCDE (OCDE, 2004), numa sala com controlo de temperatura (20£1°C) e
fotoperiodo 16h luz:8h escuro. Resumidamente, foi preparada uma solucéo de reserva de dicromato
de potassio em &gua u.p. com uma concentragdo 2500 mg L™. Desta solucéo, foi retirado 1 mL, os
quais foram diluidos em 500 mL de ASTM sem vitaminas; a partir desta solucdo foram preparadas
mais 6 por diluigdes sucessivas 1: 2 (v/v). Obtiveram-se assim as solu¢des-teste correspondendo
aos tratamentos de dicromato de potassio cujos efeitos se pretendiam avaliar: 5,00; 2,50; 1,25; 0,62;

0,31 e 0,16 mg L™. O meio do tratamento controlo foi ASTM sem vitaminas.

Foram utilizados 20 juvenis (com mais de 6h e menos de 24 horas de idade no inicio do
bioensaio) por tratamento, seleccionados ao acaso entre juvenis produzidos na terceira ninhada por
fémeas mantidas nas condi¢Oes descritas na seccdo 2.1. Os organismos foram expostos em
recipientes de vidro de 100 mL de capacidade, contendo 50 mL de meio, em grupos de 5
organismos por recipiente (Figura 13). O ensaio durou 48 h, ndo foi fornecido alimento e 0 meio
ndo foi renovado. No inicio do ensaio e a cada 24h foram medidos o0s seguintes parametros da
agua: oxigénio dissolvido (DO); pH, temperatura e condutividade, utilizando a sonda Multi 340i
(Anexo V, Tabela 14). O critério de efeito toxico foi a morte, reconhecida pela imobilizagdo dos
juvenis durante 15 segundos sob estimulagdo de um estimulo luminoso (ISO 6341, 1996), registada
as 24h.

No final do ensaio foi calculada a percentagem de mortalidade em cada tratamento e
tracadas as curvas de toxicidade (logaritmo de base 10 da concentracdo de dicromato de potassio
versus o valor em unidades probite da percentagem de mortalidade) (Finney, 1971). O valor da
concentracdo mediana letal (CLsy) e respectivo intervalo de confianca a 95% (95%IC) foram

calculados a partir das curvas de toxicidade utilizando o programa SPSS (verséo 20.0).
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Figura 13. Vista parcial do ensaio de toxicidade realizado expondo Daphnia magna ao dicromato de potéassio

3.3.0ptimizacdo das condicOes para determinacdo da concentracdo das
substéncias-teste por espectrofotometria durante os bioensaios

Com a finalidade de avaliar se seria possivel determinar as concentracfes reais das
substancias-teste e a sua eventual degragdo durante os bioensaios por espectrofotometria, foram
preparadas solucdes de lixivia comercial e de bronopol em &gua u.p. e em ASTM. Todas as leituras

de absorvéncia foram efectuadas num espectrofotdmetro Spectra Max M.

As solucgbes de lixivia foram preparadas diluindo 1,59 mL da formulagdo comercial, a qual
continha 88,164 g L™ de hipoclorito de sédio, em 100 mL de agua u.p. ou e em ASTM, ficando
assim com uma concentracéo final de 1,4 g L™". Destas solucdes, doravante designadas por solucdes
iniciais de hipoclorito de sddio, foram preparadas em triplicado. De cada uma delas, foi retirada
uma amostra e efectuado um espectro de absor¢do (varrimento total, lendo a absorvéncia
continuamente de 200 a 900 nm), utilizando &gua u.p. ou ASTM como branco, conforme
apropriado. O hipoclorito de s6dio tem um pico de absorvéncia a 292 nm (March e Simonet, 2007),
pelo que este comprimento de onda foi utlizado como base para fazer curvas de calibracdo
absorvéncia versus concentracdo de hipoclorito de sédio. Para o efeito, a partir das solugdes iniciais
de hipoclorito de sddio, foram efectuadas dilui¢bes sucessivas 1:2 (v/v) em dgua u.p. e em ASTM
com as seguintes concentrac@es de hipoclorito de sodio: 1400; 700; 350; 175; 87,5; 43,75; 21,89;
10,94 e 5,47 mg L™*, sempre em triplicado a partir das respectivas solucBes iniciais. Foi depois
ajustado um modelo de regresséo linear aos dados, utilizando a absorvéncia (a partir da qual se
pretendia posteriormente determinar a concentracdo da substancia-teste nos bioensaios) como

variavel independente e a concentracdo nominal da substancia como variavel dependente.

Em solugbes aquosas o bronopol degrada-se rapidamente em varios produtos de

degradacdo, principalmente em bromonitroetanol, e bromonitrometano (Cui et al, 2011). O
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bromonitroetanol tem um pico de absorvéncia a 244 nm (Sanyal et al,1996), pelo que a
monitorizacdo da concentragdo de BNP e a sua degradagdo pode ser efectuada indiretamente
atraves do aparecimento do pico de absorvéncia a 244 nm devido a formagdo do bromonitroetanol
a medida que o BNP se vai degradando (Sanyal et al, 1996). Assim, foram preparadas trés solucbes
iniciais de BNP em dagua u.p. e trés solucBes iniciais de BNP em ASTM com uma concentragdo
nominal de 4 mg L™. De cada uma delas, foi retirada uma amostra e efectuado um espectro de
absorc¢do (varrimento total, lendo continuamente a absorvéncia de 200 a 900 nm). A partir de cada
solucdo inicial de agua u.p. e de ASTM, foram efectuadas dilui¢Bes sucessivas 1:2 (v/v) em agua
u.p, e ASTM, respectivamente, tendo-se obtido as seguintes concentra¢cbes nominais de BNP: 32;
16; 8; 4; 2: 1; 0,5; 0,25 e 0,13 mg L. De acordo com Sanyal (1996) foi depois ajustado um modelo
de regressao linear aos dados, utilizando a absorvéncia (a partir da qual se pretendia posteriormente
determinar a concentragdo da substancia-teste nos bioensaios) como variavel independente e a

concentragdo nominal de bromonitroetanol como variavel dependente.

3.4.Bioensaio com lixivia comercial

Apos o teste de sensibilidade, foi realizado um ensaio preliminar de 96h com uma solugao
comercial de hipoclorito de sodio (PingoDoce UltraPro) em Daphnia magna. Foram recolhidas
amostras de todos os frascos de ensaio, de forma a medir-se a absorvéncia de todos e de obter uma
média por cada concentracdo. O ensaio teve como objetivo uma adaptagdo pratica ao trabalho
laboratorial assim como uma adaptacdo aos futuros ensaios com o bronopol. O objetivo deste
ensaio agudo foi testar o hipoclorito de sddio presente na lixivia comercial na concentragdo
nominal de 88,164 g L™. Deste modo, foi retirado 1,93 pL de 1L da lixivia comercial para um
baldo volumétrico de 1000 mL onde se acrescentou ASTM sem vitaminas obtendo-se uma
concentracdo nominal de 0,17 mg L. Partindo desta solugo fez-se mais 6 diluicdes de 1:2 (v/v),
sendo que as concentragdes escolhidas para o tratamento foram: 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,08; 0,11 e
0,17 mg L. O tratamento de controlo foi efetuado com ASTM sem vitaminas. Durante o ensaio
ndo foi fornecido alimento e o meio ndo foi renovado. No inicio do ensaio e a cada 24h foram
medidos 0s seguintes pardmetros da &gua: oxigénio dissolvido (DO); pH, temperatura e
condutividade, utilizando a sonda Multi 340i (Anexo VI, Tabela 15). O critério de efeito toxico foi
a morte, reconhecida pela imobilizaco dos juvenis durante 15 segundos sob estimulagdo de um
estimulo luminoso (ISO 6341, 1996), registada as 24, 48 e 96h. Foram utilizados 20 juvenis (com
mais de 6h e menos de 24 horas de idade no inicio do bioensaio) por tratamento, seleccionados ao
acaso entre juvenis produzidos na terceira ninhada por fémeas mantidas nas condi¢6es descritas na
seccdo 3.2 os organismos foram expostos em recipientes de vidro de 100 mL de capacidade,

contendo 50 mL de meio, em grupos de 5 organismos por recipiente.
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No final do ensaio foi calculada a percentagem de mortalidade em cada tratamento e
tracadas as curvas de toxicidade (logaritmo de base 10 da concentra¢do de dicromato de potassio
versus 0 valor em unidades probite da percentagem de mortalidade) (Finney, 1971). O valor da
concentracdo mediana letal (CLso) e respectivo intervalo de confianca a 95% (95%IC) foram
calculados a partir das curvas de toxicidade utilizando o programa SPSS (versdo 20.0).

3.5.Bioensaio com bronopol e seus produtos de degradacéo

Foi efetuado um ensaio agudo com o bronopol, em Daphnia magna. O objetivo deste
ensaio agudo foi testar o bronopol através dos seus produtos de degradacdo, sendo que o
bromonitroetanol é um dos compostos produzidos em maior quantidade (Cui et al, 2011), e como
tal foi através deste que se mediu a degradacdo do bronopol. Deste modo foi retirado 2 mg de
bronopol para um baldo volumétrico de 500 mL onde se acrescentou ASTM sem vitaminas
obtendo-se uma concentracdo nominal de 4 mg L™. Partindo desta solucfo fez-se mais 5 diluicdes
de 1:2 (v/v), sendo que as concentrac@es escolhidas para o tratamento foram: 0,13; 0,25; 0,50; 1; 2
e 4 mg L™ O tratamento de controlo foi efetuado com ASTM sem vitaminas. O ensaio durou 96h,
ndo foi fornecido alimento e 0 meio ndo foi renovado. No inicio do ensaio e a cada 24h foram
medidos o0s seguintes parametros da Aagua: oxigénio dissolvido (DO); pH, temperatura e
condutividade, utilizando a sonda Multi 340i (Anexo VII, Tabela 16). O critério de efeito toxico foi
a morte, reconhecida pela imobilizacdo dos juvenis durante 15 segundos sob estimulagdo de um
estimulo luminoso (ISSO 6341, 1996), registada as 24, 48 e 96h. Foram utilizados 20 juvenis (com
mais de 6h e menos de 24 horas de idade no inicio do bioensaio) por tratamento, seleccionados ao
acaso entre juvenis produzidos na terceira ninhada por fémeas mantidas nas condi¢des descritas na
sec¢do 3.2 os organismos foram expostos em recipientes de vidro de 100 mL de capacidade,
contendo 50 mL de meio, em grupos de 5 organismos por recipiente. No final do ensaio foi
calculada a percentagem de mortalidade em cada tratamento e tragadas as curvas de toxicidade
(logaritmo de base 10 da concentracdo de dicromato de potassio versus o valor em unidades
probite da percentagem de mortalidade) (Finney, 1971). O valor da concentracdo mediana letal
(CLs) e respetivo intervalo de confianca a 95% (95%IC) foram calculados a partir das curvas de

toxicidade utilizando o programa SPSS (vers&o 20.0).

Foi efetuado um ensaio crénico com o bronopol, em Daphnia magna. O objetivo deste
ensaio cronico foi testar o bronopol através dos seus produtos de degradacéo e verificar quais 0s
efeitos de Daphnia magna a nivel reprodutivo; sendo que o bromonitroetanol é um dos compostos
produzidos em maior quantidade (Cui et al, 2011) foi através deste que se mediu a degradacdo do

bronopol. As concentracdes nominais foram escolhidas a partir do ensaio agudo, ou seja, a
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concentracdo mais baixa utilizada no ensaio agudo e a qual ndo provocou mortalidade durante as
96 horas (0,125 mg L™) foi a concentragio mais alta escolhida para o ensaio crénico. Deste modo
foi preparada uma solucdo de 12,5 mg L™ de bronopol num bal&o volumétrico de 1000 mL onde
depois se retirou 1 mL para um baldo volumétrico de 500 mL onde se acrescentou ASTM sem
vitaminas obtendo-se uma concentra¢do nominal de 0,125 mg L™. Partindo desta solugdo fez-se
mais 5 dilui¢bes de 1:2 (v/v), sendo que as concentracBes escolhidas para o tratamento foram:
0,004; 0,008; 0,02; 0,03; 0,06 e 0,125 mg L™. O tratamento de controlo foi efetuado com ASTM
com vitaminas. O ensaio durou 21 dias, sendo fornecido alimento diariamente, 3x10°
células/mL/dafnia de Chlorella vulgaris e 0,2 ml de Ascophyllum, o meio foi renovado a cada 48
horas. No inicio do ensaio e a cada 24h foram medidos os seguintes parametros da dgua: oxigénio
dissolvido (DO); pH, temperatura e condutividade, utilizando a sonda Multi 340i (Anexo VIII,
Tabela 17,18,19 e 20). O critério de efeito toxico foi 0 nimero de juvenis e o nimero de ovos
abortados produzidos por cada fémea. Foram utilizados 10 juvenis (com mais de 6h e menos de 24
horas de idade no inicio do bioensaio) por tratamento, seleccionados ao acaso entre juvenis
produzidos na terceira ninhada por fémeas mantidas nas condi¢fes descritas na seccdo 2.1. Os
organismos foram expostos em recipientes de vidro de 100 mL de capacidade, contendo 50 mL de
meio, foram efetuadas 10 réplicas por tratamento com 1 juvenil por cada réplica. No final do ensaio
foi efetuada uma analise de variancia (ANOVA) a todos os grupos de tratamento verficando-se se
havia diferencas significativas entre os grupos de tratamento relativamente ao controlo e se havia
diferencas significativas entre as réplicas por cada tratamento utilizando o programa SPSS (versdo
20.0).

4.Resultados e Discussao

4.1.Estado das culturas parentais de Daphnia magna

A adequabilidade do estado das culturas parentais, cujos juvenis se pretendiam usar nos
ensaios ecotoxicologicos foi avaliado, através da andlise do nimero e viabilidade dos juvenis
produzidos nas primeiras trés ninhadas e realizando um bioensaio com uma substancia de
referéncia (dicromato de potassio), tal como recomendado pelas normas da OCDE para bioensaios
com D. magna (ISO 6341, 1996). Assim, das culturas mantidas nas condigdes acima referidas
seccao 3.2, foram isolados 11 juvenis, os quais foram mantidos, conforme descrito na referida
seccdo, até produzirem a quinta ninhada, tendo-se registado o dia e o numero de juvenis
produzidos por ninhada (Grafico 1). Através do bioensaio realizado com a susbstancia de referéncia

foram encontrados valores para a concentragéo letal mediana (CLso) de 1,020 mg L™ com intervalo
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de confianga a 95% (95%IC: 0,779-1,340) e um r* de 0,974. A concentracdo letal mediana
encontra-se portanto entre os valores de referéncia (ISO 6341,1996), ou seja, 0,6 e 2,1 mg L™,
através do grafico 1 consegue-se ainda constatar que o numero médio de juvenis sobe a partir da
segunda ninhada e que o erro-padrdo aumenta a partir da terceira ninhada, por isso, sdo utilizados
0s juvenis da terceira ninhada em que € das ninhadas com mais juvenis e também a ninhada onde a

variabilidade é menor.
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Grafico 1. Média de juvenis de uma cultura de Daphnia magna por ninhada

4.2 .Espectros de absorcéo, curvas de calibracdo e degradacdo do
hipoclorito de sédio

Os espectros das solucBes efetuadas para a curva de calibragdo estdo representados na
Figura 14 (al e a2) Figura 15 (b1 e b2) . Na Figura 14 encontra-se uma amostra de 4gua u.p com
hipoclorito de sdio, al com a concentragdo de 1400 mg L™ e a2 com a concentragéo de 5,45 mg L~
. Na Figura 15 encontra-se uma amostra de ASTM com hipoclorito de sédio, bl com a
concentracdo de 1400 mg L™ e b2 com a concentracéo de 5,45 mg L™. Os espectros das restantes
solucdes sdo apresentadas no anexo IX (Figura X). Conforme se pode observar nas figuras, o
espectro de absor¢do mostra o pico de absorvéncia aos 292nm, carateristico do hipoclorito de sédio
(March e Simonet, 2007). Em agua u.p e ASTM podemos observar diferencgas, ou seja, em agua
u.p. o hipoclorito de sédio tem uma absorvéncia menor que em ASTM, isto é a intensidade com

gue o composto é absorvido em agua u.p. é menor que em ASTM, podendo-se ainda verificar que a
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partir da concentracdo nominal de 5,47 mg L™ inclusive em agua u.p ja ndo é possivel o composto

ser absorvido ao contrario do que é observado com ASTM.
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Figura 14. Espectros de absor¢do (de 200 a 900 nm) de uma solugéo de lixivia comercial diluida em agua u.p. com uma concentracéo de
1400 mg L™ (al) e com uma concentrago de 5,47 mg L™ (a2)
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Figura 15. Espectros de absor¢do (de 200 a 900 nm) de uma solucéo de lixivia comercial diluida em ASTM com uma concentrag&o de
1400 mg L™ (b1) e com uma concentragéo de 5,47 mg L™ (b2)

A relacdo é linear na gama de concentragdes entre 1400 mg L™ e 5,47 mg L™ e foi possivel
ajustar um modelo de regressdo linear, sendo que em ASTM obteve-se a reta Y=504,11X + (-
5,5691) com um r” de 0,999 (Figura 16) e uma correlacdo positiva de 1,000 e em &gua ultra-pura
obteve-se a reta Y=486,99X + (-5,6945) com um r” de 0,999 (Figura 17) e uma correlagéo positiva
de 0,999. As absorvéncias a 292 nm das solu¢des contendo as concentragdes nominais de 1400;
700; 350; 175; 87,5; 43,75; 21,89; 10,94 e 5,47 mg Lt em agua ultra pura e ASTM estdo

apresentadas na Tabela 3 e Tabela 4, respetivamente.
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Figura 16. Reta de calibragdo do S-HIP em ASTM
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Tabela 3. Concentrages nominais de hipoclorito de sédio em agua u.p e correspondentes absorvéncias medidas a 292nm. Os valores séo
a absorvéncia a 292 nm de cada uma de trés réplicas (solugdes preparadas de forma independente), e os correspondentes valores da
média e erro padrdo da média (EPM)

Concentragéo de Réplica | Absorvéncia a 292 nm
hipoclorito de
sodio (mg L™
1 2,84
1400
2 2,84
3 2,84
Média 2,84
E.P.M 0,002
1 1,53
700
2 1,52
3 1,50
Média 1,52
E.P.M 0,015
1 0,77
350
2 0,77
3 0,77
Média 0,77
E.P.M 0,002
1 0,39
175
2 0,38
3 0,38
Média 0,39
E.P.M 0,005
1 0,19
87,5
2 0,19
3 0,19
Média 0,19
E.P.M 0,002
1 0,09
43,75
2 0,09
3 0,09
Média 0,09
EP.M 0,001
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1 0,04
21,89
2 0,04
3 0,04
Média 0,04
EPM 0,000
1 0,01
10,94
2 0,01
3 0,01
Média 0,01
E.P.M 0,001
1 0,00
5,47
2 0,00
3 0,00
Média 0,00
EPM 0,002

Tabela 4. Concentragdes nominais de hipoclorito de sddio em ASTM e correspondentes absorvéncias medidas a 292nm. Os valores sdo a

absorvéncia a 292 nm de cada uma de trés réplicas (solucdes preparadas de forma independente), e os correspondentes valores da média

e erro padréo da média (EPM)

Concentragdo de | Réplica | Absorvéncia a 292 nm
hipoclorito de
s6dio (mg L™)
1 2,76
1400
2 2,76
3 2,76
Média 2,76
E.P.M 0,001
1 1,45
700
2 1,45
3 1,46
Média 1,45
EPM 0,006
1 0,72
350
2 0,72
3 0,72
Média 0,72
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EPM 0,001
1 0,35
175
2 0,35
3 0,35
Média 0,35
EPM 0,001
1 0,18
87,5
2 0,18
3 0,18
Média 0,18
E.P.M 0,001
1 0,010
43,75
2 0,011
3 0,010
Média 0,010
E.P.M 0,005
1 0,06
21,89
2 0,06
3 0,04
Média 0,05
E.P.M 0,011
1 0,02
10,94
2 0,02
3 0,02
Média 0,02
EP.M 0,001
1 0,01
5,47
2 0,01
3 0,01
Média 0,01
EPM

0,001
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4.3.Espectros de absorcgéo, curvas de calibracdo e degradacao do
bromonitroetanol por degradacgéo do bronopol

O espectro de absorcdo da amostra da solucdo inicial de bronopol (concentracdo de 4 mg L
') de duas das 6 solugBes preparadas, uma em agua u.p. e outra em ASTM sdo apresentados na
Figura 18. Conforme se pode ver na Figura 18al, o espectro de absor¢cdo mostra o pico de
absorvéncia aos 244 nm em agua u.p. e na figura 18a2 em ASTM, pico de absorvéncia
caracteristico do bronopol (Sanyal et al, 1996). As absorvéncias a 244nm das solu¢des contendo a
concentracdo nominal de 4 mg L™ em é&gua u.p e em ASTM estfo apresentadas na Tabela 5 e
Tabela 6, respetivamente.
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Figura 18. Espectros de absorcéo (de 200 a 900 nm) do bronopol em agua u.p com uma concentragdo de 4 mg L™ (a1) e em ASTM com
uma concentragio de 4 mg L™ (a2)

Tabela 5. Concentracdo nominal de 4 mg L™ em &gua u.p correspondentes as absorvéncias medidas a 244nm. Os valores s&o a
absorvéncia a 244 nm de cada uma de trés réplicas (solugdes preparadas de forma independente), e os correspondentes valores da média
e erro padrdo da média (EPM) as 96 horas

Concentragdo de | Réplica | Absorvéncia a 244 nm
bronopol (mg L™)
1 0,01
4
2 0,02
3 0,01
Média 0,01
E.P.M 0,002

Tabela 6. Concentragdo nominal de 4 mg L™ em ASTM correspondentes as absorvéncias medidas a 244nm. Os valores sdo a
absorvéncia a 244 nm de cada uma de trés réplicas (solugdes preparadas de forma independente), e os correspondentes valores da média
e erro padrdo da média (EPM) &s 96 horas

Concentragdo de Réplica | Absorvéncia a 244 nm
bronopol (mg L™)

1 0,20
4
2 0,20
3 0,20
Média 0,20

EPM 0,002
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A relacdo é linear na gama de concentracdes entre 32 e 0,25 mg L™ com uma diluicio de
1:2 (v/v). Foram feitas 3 réplicas de cada concentracdo quer em ASTM quer em agua u.p. Em
ASTM obteve-se a reta Y=347,62X + (-1,4748) com um r® de 0,943 e uma correlago positiva de
0,971 (Figura 19) e em &gua u.p obteve-se a reta Y=570,11 + (-0,7254) com um r’de 0,993 e uma

correlacéo positiva de 0,996 (Figura 20), sendo possivel ajustar um modelo de regressdo linear.
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Figura 19.Reta de calibracdo do BNP em ASTM
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Figura 20. Reta de calibragdo do BNP em 4gua ultra pura

Antes de iniciar os ensaios agudos e cronicos foi realizado um teste de degradagdo de 96
horas do composto bronopol em ASTM e em agua ultra-pura (Anexo VII) de forma a obter uma
comparagdo. A &gua ultra pura € usada como comparagdo Visto ser uma agua sem quaisqueres
compostos que interfiram com o composto a ser testado. Em ASTM existe uma degradacdo ao
longo do tempo do bronopol, sendo que até as 6 horas a degradacéo é rapida e continua, a partir das
12 horas a degradacdo é mais lenta (Tabela 7), sendo que ha diferengas estatisticamente
significativas das 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 96 horas face as 0 horas (p<0,05) e em agua ultra-pura o
composto mantém-se, ocorendo pequenissimas oscilagdes havendo diferencas estatisticamente
significativas das 6, 9, 12, 24 e 96 horas face as 0 horas (p<0,05). Durante a degradacdo do
bronopol ocorrendo a formagdo do composto bromonitroetanol, o seu aparecimento ao longo do
espectro (Grafico 2) é caracterizado pelo seu comprimento de onda que se situa nos 244nm (Sanyal
et al, 1996).

Tabela 7. Formagéo (F%) de bromonitoetanol através da degradagdo de bronopol as 3,6,9,12,24, 48 e 96h com a concentragéo de 4mg
L através do método de espectrofotometria. A média (3 réplicas) representa o pico méximo do BNE obtido a 244nm, em Densidade
6tica (DO). DP indica o desvio-padrdo da média e (*) indica as médias que séo estatisicamente diferentes das 0 horas

Oh 3h 6h 9h 12h 24h 48h 96h

U.P

DO 0,0193  0,0140 0,0140 0,0133 0,0170 0,0137 0,0193 0,0137
0,0183  0,0167  0,0127 0,0127 0,0130 0,0140 0,0177 0,0167
0,0190 0,0170 0,0150 0,0133 0,0130 0,0167 0,0177 0,0140
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Média 0,0189  0,0159 0,0139* 0,0131* 0,0143* 0,0148* 0,0182 0,0148*

DP 0,0005 0,0016 0,0012 0,0004 0,0023 0,0016 0,0010 0,0016
%F 84,12 73,53 69,41 75,88 78,24 96,47 78,24
ASTM

DO 0,0483  0,1133 0,1467 0,1617 0,1680 0,1847 0,1867 0,2020

0,0477  0,1143 0,1480  0,1617 0,1677 0,1860  0,1863  0,2037
0,0533 0,1133 0,1577  0,1600  0,1657 0,1830  0,1867 0,2007

Média 0,0498 0,1137* 0,1508* 0,1611* 0,1671* 0,1846* 0,1866* 0,2021*

DP 0,0031  0,0006  0,0060 0,0010 0,0013 0,0015 0,0002 0,0015
% F 228,35 302,90 323,66 335,71 370,76 374,78 406,03

022 -
020 -
0.18 -
Z0.16 -
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Gréfico 2. Formacdo de bromonitroetanol em &gua ultra pura e ASTM através da degradacéo de bronopol, em fungéo da absorvéncia
com uma concentracdo de 4mg L™ durante 96 horas

4.4.Ensaio agudo com solucdo comercial de hipoclorito de sodio

Durante o ensaio agudo da solugdo comercial de hipoclorito de sodio foram medidos o0s
parametros da agua de tratamento, oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade que permitem
validar os testes (Anexo VI, Tabela 15). Para os testes poderem ser validados o oxigénio dissolvido
deve ser superior ou igual a 3 mg L™, o pH deve-se situar entre os valores 6 e 9 e a condutividade

deve-se situar entre 140 e 250 mg L™ . Segundo a OCDE (2004) em ensaios de Daphnia magna é
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permitida uma mortalidade de 10% no controlo. Atendendo a todos os parametros o ensaio foi
validado.

O hipoclorito é um composto instavel e que facilmente se decompde em cloro e oxigénio
(March e Simonet, 2007) e em concentracdes abaixo de 5,47 mg L™ néo é possivel quantificar por
espectrofotometria, por isso 0 método ndo deve ser usado em ensaios de toxicidade onde sejam
testadas concentragdes abaixo do limite de detecgdo. Quanto ao valor da concentracdo letal
mediana (CLs), as 24 horas foi de 0,093 mg L™ de hipoclorito estando entre os valores de 0,076 e
0,16 mg L™ (USEPA, 1984), as 48 horas foi de 0,062 mg L™ e as 96 horas foi de 0,051 mg L. N&o
foi possivel prosseguir para o ensaio crénico, pois verificou-se que o0 método de espectrofotometria
aplicado ndo seria 0 mais indicado tendo em conta a gama de concentragdes usadas (0,01-0,17 mg
L"), ndo foi possivel usar uma gama de concentracdes mais elevada, pois Daphnia magna é muito
sensivel a esta gama de concentra¢fes ocorrendo uma mortalidade de 100%. Segundo a Diretiva-
EU 93/67/EEC os valores de CLs, encontrados enquadram-se nos compostos muito toxicos para os
organismos aquaticos pois sdo inferiores a 1 mg L™ e de acordo com a CE 1272/2008 s&o valores

prejudiciais para o ambiente, pois sdo inferiores a 10 mg L™

Durante o ensaio agudo as 24 horas registou-se uma mortalidade de aproximadamente 25,
70 e 100% nas concentragbes de 0,08; 0,11 e 0,17 mg L?, respetivamente; as 48 horas na
concentragdo 0,03 mg L™ obteve-se uma mortalidade de 5%, na concentracdo 0,08 mg L™ obteve-
se 95% e nas concentra¢des 0,11 e 0,17 mg L™ obteve-se uma mortalidade de 100%, e por Gltimo
as 96 horas atingiu-se uma mortalidade de 5% nas concentrac@es de 0,02 e 0,03 mg Lt 25% na
concentracdo de 0,05 mg L™ e 100% nas concentragdes de 0,11 e 0,17 mg L™ (Gréafico 3). Os
valores da concentracdo letal mediana (CLs,) obtidos as 24, 48 e 96h sdo de 0,093; 0,062 e 0,051
mg L (Tabela 8).

Tabela 8. Valores da concentragdo letal mediana (CLso) de hipoclorito para Daphnia magna determinados com base na mortalidade
registada as 24, 48, 72 e 96h, com os correspondentes intervalos de confianca a 95% (1C95%)

CLso(24h) CLy (48) Clao (72h) Clao (96h)
mg L™ mg L™ mg L™ mg L™

(1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
S-HIP 0,093 0,062 0,057 0,051

(0,083-0,104) ¢) ) (0,029-0,097)
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Gréfico 3. Mortalidade (%) de Daphnia magna face a exposigdo de hipoclorito de Sédio durante 96horas

4.5.Ensaio agudo com bronopol

Durante o ensaio agudo de bronopol foram medidos os parametros da agua de tratamento,
oxigenio dissolvido (OD), pH e condutividade que permitem validar os testes (Anexo VII, Tabela
16). Para os testes poderem ser validados o oxigénio dissolvido deve ser igual ou superior a 3 mg
LY o pH deve-se situar entre 6 e 9 valores e a condutividade deve-se situar entre 140 e 250 mg L
Segundo a OCDE (2004) em ensaios de Daphnia magna é permitida uma mortalidade de 10% no

controlo. Atendendo a todos os pardmetros o ensaio foi validado.

As concentracdes usadas ao longo do ensaio foram: 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2e 4 mg L™. Ao
longo do ensaio, verificou-se que apenas na concentracio de 4 mg L™ houve uma mortalidade de
100% as 48 horas, a partir de 1 mg L™ inclusive ocorreu uma mortalidade de 100% as 72 horas e as

96 horas uma mortalidade de 100% a partir de 0,5 mg L™ inclusive (Gréfico 4).
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Gréfico 4. Mortalidade (%) de Daphnia magna exposta ao bromonitroetanol por degradagéo do bronopol durante 96 horas

Na leitura das absorvéncias das diferentes concentragdes constatou-se que ha uma
degradacdo do bronopol a partir do momento em que se inicia 0 ensaio (Tabela 9), havendo
formagdo do composto bromonitroetanol, entre os produtos de degradacdo é um dos compostos
produzido em maior quantidade e dos mais persistentes no ambiente (Cui et al, 2011). A
degradacdo pode ser verificada através do comprimento de onda, ou seja, o bronopol é
caracterizado pela sua absorvéncia no comprirmento de onda de 210 nm (Wang, Provan e
Helliwell, 2002), enquanto que o bromonitroetanol é caracterizado pela absorvéncia no
comprimento de onda de 244 nm (Sanyal et al, 1996), observando-se nitidamente que ha uma
formac&o répida até as 24 horas sendo que as 24 horas € o pico de formacao do bromonitroetanol, e
logo de seguida comeca a ocorrer uma degradacdo lenta do mesmo (Gréafico 5). Os valores da
concentragdo letal mediana (CLs) encontrados as 24, 48, 72 e 96 horas estdo representados na

Tabela 10.
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Tabela 9. Formagéo (F%) de bromonitoetanol através da degradag&o de bronopol as 24, 48 e 96h com as concentragdes de 0,125; 0,25;
0,5;1; 2 e 4 mg L-1 através do método de espectrofotometria. A média (3 réplicas) representa o pico maximo de BNE obtido a 244nm,
em Densidade 6tica (DO). DP indica o desvio-padrao da média e (*) indica diferencas estatisticamente diferentes do controlo (p<0,05)

ctrl  0425mgL" 025mgL’ 05 mgL’ 1 mgL' 2mgL' 4 mglL"

OH
Média
(DO) 0,000 0,005 0,004 0,010 0,013 0,033 0,064
DP 0,000 0,004 0,001 0,006 0,002 0,002 0,003
% F - - - - - - -
24 H
Média
(DO) 0,000 0,006 0,011 0,019* 0,047* 0,071* 0,139*
DP 0,000 0,003 0,004 0,001 0,005 0,004 0,003
%F - 25,000 214,286 87,500 264,706 115,909 117,647
48H
Média
(DO) 0,000 0,005* 0,010 0,016 0,034 0,069* 0,137*
DP 0,000 0,005 0,003 0,001 0,002 0,003 0,003
% F - 0,000 171,429 55,000 164,706 109,091 114,510
72 H
Média
(DO) 0,000 0,002* 0,005 0,015 0,033* 0,072* 0,140*
DP 0,000 0,003 0,001 0,002 0,002 0,003 0,004
% F - - 50,000 45,000 156,863 117,424 119,216
96 H
Média
(DO)

0,000 -0,002 0,000 -0,001 0,033 0,053* 0,132*
DP 0,000 0,002 0,001 0,002 0,021 0,021 0,001

% F - - - - 160,784 61,364 106,667




FCUP

Efeitos toxicos de biocidas (hipoclorito de sédio e bronopol) no crustaceo cladécero Daphnia magna a 21°C

Tabela 10. Parametros de toxicidade durante 96h face a exposicéo do bronopol (BNP) em Daphnia magna

CLso(24h) CLs, (48h) CLs, (72h) Cls, (96h)
mg L™ mg L™ mg L™ mg L™
(1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
BNP 3,184 1,165 0,528 0,252
(2,335-5,417) (0,953-1,438) ) (0,209-0,307)
0,150 -
0,130 -
0,110 -
8 0,090 - =——0,125mg/L
o 0,25 mg/L
Q
£ 0,070 - ——0,5mg/L
>
S —=1mg/L
§ 0.050 - ——2mg/L
0,030 - ” > £ 4 mg/L
0,010 - — o
-0010 7 O 24 48 72 96
Tempo (horas)

Gréfico 5. Formagéao de bromonitroetanol através da degradacéo de bronopol, em fungio da absorvanica a 244nm durante 96 horas

4.6.Ensaio crénico com bronopol

Durante o ensaio agudo de bronopol foram medidos os pardmetros da &gua de tratamento,
oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade que permitem validar os testes (Anexo VIII, Tabela
17, 18,19 e 20).Para os testes poderem ser validados o oxigénio dissolvido deve ser igual ou
superior a 3 mg L™, o pH deve-se situar entre 6 e 9 valores e a condutividade deve-se situar entre
140 e 250 mg L™. Segundo a OCDE (2004) em ensaios de Daphnia magna é permitida uma
mortalidade de 20% no controlo. Atendendo a todos os pardmetros o ensaio foi validado. O
bronopol durante o ensaio crénico é degradado passado 24 horas havendo formacgdo do

bromonitroetanol (produto de degradacdo) no comprimento de onda de 244 nm, sempre que ha uma
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mudanga de meio a absorvéncia diminui e depois volta a subir ligeiramente, mantendo-se,
mostrando que o composto ndo desaparece, permanecendo ao longo do ensaio apesar de ndo se

conseguir quantificar a quantidade de composto.

O ensaio cronico teve a durabilidade de 21 dias com uma exposi¢do continua ao bronopol e
sem haver trocas de oxigénio. O teste foi validado, sendo que a mortalidade das fémeas adultas ndo
excederam os 20% no controlo e nas restantes concentrac@es e a média de descendentes vivos no
controlo foi superior a 60 juvenis vivos (OCDE, 2012). As concentragdes utilizadas foram 5: 0;
0,04; 0,08; 0,016; 0,032. Ao longo do ensaio obeteve-se juvenis vivos e ovos abortados, havendo
auséncia de juvenis mortos (Gréfico 6). Através da analise de variancia (ANOVA) houve
diferencas significativas tanto no juevnis vivos (P<0,05) como nos ovos abortados (P<0,05). O
CENO dos juvenis vivos foi de 0,004 mg L™ que é a concentragdo mais baixa, ndo se registando
valores para 0 CEO. O CENO dos ovos abortados foi de 0,004 mg L™, ndo se registando também

valores para o CEO.

100 +
8 90 -
=]
g 80 -
g 70 - "
< 60 - *
8 5o -
> W Juvenisvivos
El 40 -
8 30 - . Ovos abortados
> *
S 20 A .
w1 -
.E 10 - = =
g o
= Ctrl 0,004 0,008 0,016 0,031

Concentragdo (mg L)

Grafico 6. Nimero de juvenis vivos e nimero de ovos abortados de Daphnia magna durante 21 dias com as correspondentes barras do

erro padréo da média. (*) indica diferengas estatiscamente diferentes (p<0,005, Dunnett’ s test) relativamente ao controlo

As amostras retiradas ao longo do ensaio demonstram uma formacéo do bromonitroetanol
(Tabela 11) e também demonstraram que das 0 as 24 horas houve uma pequena diminui¢do da
concentragdo do bromonitroetanol, exceto na concentragdo mais alta em que se constatou uma
subida bastante acentuada. Apo6s a troca do meio que se sucede a cada 48horas ha uma nova

descida da quantidade de composto mantendo-se até as primeiras 48 horas (Grafico 7).
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Tabela 11. Formagcéo (F%) de bromonitroetanol (BNE) as 24, 48, 72 e 96h através do método de espectrofotometria em ASTM. A média
(4 réplicas) representa o pico maximo do BNE obtido a 244nm, em Densida 6tica (DO). DP indica o desvio-padrao da média e (*)indica
diferencas estatisticamente diferentes do controlo (p<0,05)

Ctrl 0,004mgL* 0,008mgL* 0,016 mgL* 0,032 mgL™

OH
Média
(DO) 0,041 0,088 0,094 0,099 0,105

SD 0,023 0,011 0,012 0,009 0,017
%F - - - - -

24 H
Média
(DO) 0,068 0,076 0,080* 0,082* 0,087*

SD 0,008 0,008 0,007 0,004 0,007
% F - 13,477 15,695 17,304 17,759

48 H
(meio
antigo)

Média
(DO) 0,071 0,151 0,076 0,079 0,082

SD 0,005 0,243 0,004 0,003 0,005
% F - - 19,406 20,221 21,937

48 H
(meio
novo)

Média
(DO) 0,081 0,077 0,077 0,074 0,074

SD 0,008 0,007 0,008 0,003 0,005
% F . . . - -

96 H
(meio
antigo)

Média
(DO) 0,047 0,042 0,057 0,062 0,060

SD 0,024 0,026 0,033 0,020 0,025
%F - 45,455 25,974 16,216 18,919
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0,160 -
0,140 -
_ 0,120 -
@]
20,100 -
2
(=] -
3 0,080 - ﬁ\ﬁap_\w\ 0,004 mg/L
S 0,060 - e —4—0,008 mg/L
2
=}, 016 mg/L
< 0,040 - g/
0,031 mg/L
0,020 -
0,000
0] 24 48 (meio 48 (meio 96 (meio 96 (meio
antigo) novo) antigo) novo)
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Gréfico 7. Formagao de Bromonitroetanol através da degradagio de Bronopol, em fungéo da absorvéncia durante 21 dias

Em concentracdes abaixo das 0,5 mg L™ ndo foi possivel quantificar adequadamente o
composto por espectrofotometria. Quanto a degradacdo, em &gua ultra pura ndo se constatou
diferencas relativamente ao ASTM enquanto que em ASTM pbde observar-se nitidamente a
formacdo do bromonitroetanol, esta diferenca pode ser explicada talvez devido a presenca dos
micro e macronutrientes pelo qual o ASTM é caracterizado. No final do ensaio cronico foi
encontrado o valor de CENO de 0,004 mg L™ para os juvenis vivos afastando-se dos valores
encontrados pela USEPA (0,066mg L™), ou seja, ao longo do ensaio valores superiores a 0,004 mg
L provocaram efeitos sub-letais em Daphnia magna, verificou-se ainda que & medida que a
concentracdo aumenta vdo diminuindo a producdo de juvenis vivos aumentando por sua vez a
producdo de ovos abortados, apoiando o fato de que o composto a longo prazo afeta a reproducgao
de Daphnia magna. Segundo a Diretiva-EU 93/67/EEC os valores de CLs, encontrados
enquadram-se nos compostos toXicos para 0s organismos aquaticos pois situam-se entre 1-10 mg L
' e de acordo com a CE 1272/2008 séo valores prejudiciais para o ambiente, pois so inferiores a
10 mg L™

5. Conclusdes e futuros estudos

Segundo a Diretiva-EU 93/67/EEC os valores de CLsq encontrados ao longo de todos os

ensaios enquadram-se nos compostos toXicos para 0s organismos aquaticos pois situam-se entre 1-
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10 mg L™ e de acordo com a CE 1272/2008 sdo valores prejudiciais para o ambiente, pois s&o
inferiores a 10 mg L™.

O hipoclorito de sédio e o bronopol tém efeitos letais e sub-letais em Daphnia magna. No
ensaio agudo com o hipoclorito de sddio e o bronopol verifica-se que os compostos sdo toxicos
mesmo em concentragdes baixas, na ordem das 0,08 e 0,5 mg L™ respetivamente. A nivel
reprodutivo o bronopol leva a uma diminuicdo na produgéo de juvenis e aumento na producdo de
ovos abortados mesmo na concentragdo mais baixa na ordem dos 0,004 mg L. As concentracdes
testadas em ambos 0s compostos sdo concentragdes mais altas que as permitidas no ambiente
segundo a legislacdo, contudo devem ser tomadas em conta, pois no ambiente 0s organismos n&o
estdo apenas expostos ao hipoclorito de sodio e bronopol mas também a outros compostos,
podendo ocorrer efeitos sinergéticos em que as misturas de todos 0s compostos presentes no
ambiente potencia a toxicidade. No entanto, seria necessario mais tempo para investigar se surtiria

efeitos a nivel populacional, e por conseguinte, a nivel do ecossistema.

Num proximo estudo seria necessario realizar estudos populacionais de forma a dar
continuidade ao presente estudo, seria também importante efetuar misturas com os dois compostos,
tendo em conta que ambos estdo presentes nos ecossistemas, introduzir o fator de temperatura
tendo em conta as diferencas climéticas atuais, e principalmente estudar metodos mais eficazes

quanto a quantificacdo dos compostos.
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Anexo |

Tabela 12. Composigdo quimica, em termos qualitativos e quantitativos do meio ASTM para as culturas de Daphnia magna
(Guilhermino, 1996)

Agente quimico Quantidade na Volume final da Volume (mL) a
solucdo de reserva solucdo de reserva colocar em 20L de
(9 (mL) agua ultra-pura
NaHCO;3 19,2 1000 200
MgS0O,.7H,0 24,57 1000 200
Kcl 0,8 1000 200
CaS0,.2H,0 2,4

As trés primeiras solugdes foram preparadas em agua ultra-pura com antecedéncia e armazenadas a
4°C; a ultima solucéo foi sempre preparada no momento

Anexo |l

Suplemento organico de Ascophylum nodosum

O suplemento organico para posteriormente ser acrescentado ao meio de D.magna foi
preparado de forma a obter uma diluicdo de 1/10; para tal, diluiu-se uma solucdo concentrada de
Ascophylum nodosum em &gua ultra-pura de modo a obter uma absorvéncia de 0,620, a um

comprimento de onda de 400 nm. A solucédo depois de preparada foi armazenada no escuro a 4°C.

Anexo |11

Tabela 13. Composi¢do quimica, em termos qualitativos e quantitativos dos micronutrientes e macronutrientes do meio MBL para a
cultura de Chlorella vulgaris (Stein, 1973)

Agentes quimicos Quantidade por Quantidade por litro Quantidade de
litro (g L™) de meio (mL L™) substancia (g) para
250 mL
Macronutrientes

CaCI2.H20 36,76 ImLL? 9,1900
MgS04.7H20 36,97 1 mLL? 9,2425
NaHCO3 12,60 1mLL" 3,1500
K2HHPO4 8,71 1mLL? 2,1775
NaNO3 85,01 1mLL? 21,2525
NaSiO3.9H20 28,42 1 mLL? 7,1050

Micronutrientes




Na2EDTA.2H20 4,36 1 mLLT 1,0875
FeCl3.6H20 3,15 1mLL? 0,7875
CuS04.5H20 0,01 1mLL? 0,0025
ZnS04.7H20 0,022 1mLL? 0,0055
CoCI2.6H20 0,01 1mLL? 0,0025
MnCI2.4H20 0,18 1 mLLT 0,0450

Nna2zMo0O4.2H20 0,006 1 mLLT 0,0015

Vitaminas
Thiamina HCL (B1) 0,1mgL-1 1 mL por cada 8 L
Biotina (H) 0,5ug L™ 1 mL por cada 8 L
Cianocobalamina 0,5ug L™ 1 mL porcada8 L
(B12) _
Tampéao
Tris Ajustar pH a 7,2 com
(hidroximetil)- 50 g/200ml 2mLL? HCL concentrado

aminometano

Anexo IV

Preparacdo do complexo vitaminico

O complexo vitaminico é acrescentado no meio ASTM (20L), nos matrazes de 5L e nos

recipientes de vidro de 10L em quantidades minimas de 2 mL, 0,5 mL e de 1 mL, respetivamente.

Para a preparacdo deste complexo vitaminico sdo necessarias trés vitaminas: a vitamina B1
(tiamina HCI, 20 mg L-1), a vitamina H (biotina, 10 mg L-1) e a vitamina B12 (cianocobalina, 10
mg L-1), de seguida sdo retirados 2500 pL, 25 uL e 25 pL, respetivamente, para um volume final
de 500 mL de agua ultra-pura. A solugdo ¢ depois filtrada a vacuo através de um filtro de 0,2 um

(Spritzen/Syringe-Filter) e dividida em microtabulos de 2 mL que sdo depois armazenados a -20°C.

Anexo V

Tabela 14. Média e correspondente desvio-padréo (E.P.M) da temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e condutividade (S.cm-
1) do ensaio agudo a 20°C face & exposi¢do do dicromato de potassio a Daphnia magna durante 24 horas

Temperatura pH Oxigeénio Condutividade
dissolvido

Média E.P.M Média E.P.M Média EPM Média E.P.M




0 horas 20,01 0,09 7,55 0,23 6,85 0,11 578,00 2,84

24 horas 18,84 0,36 7,54 0,26 7,02 0,18 580,86 3,19

Anexo VI

Tabela 15. Média e correspondente desvio-padréo (E.P.M) da temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e condutividade (S.cm’
') do ensaio agudo a 20°C face & exposigo do hipoclorito de sodio a Daphnia magnadurante 96 horas

Temperatura pH Oxigeénio Condutividade
dissolvido

Media E.P.M Média E.P.M Media EPM Média E.P.M

0 horas 18,65 0,15 7,85 0,21 5,50 0,06 571,50 2,75
24 horas 18,62 0,20 7,89 0,18 5,38 0,06 575,75 4,98
48 horas 18,63 0,16 7,81 0,15 5,43 0,09 584,41 10,14
72 horas 18,63 0,16 7,78 0,14 5,48 0,12 599,28 17,69
96 horas 18,64 0,16 7,30 0,32 5,42 0,12 602,69 15,85

Anexo VII

Tabela 16. Média e correspondente desvio-padréo (E.P.M) da temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e condutividade (S.cm’
') do ensaio agudo a 20°C face & exposi¢do do bronopol a Daphnia magnadurante 96 horas

Temperatura pH Oxigénio Condutividade
dissolvido

Média E.P.M Média E.P.M Média EPM Média E.P.M

0 horas 18,65 0,16 6,28 0,21 8,93 0,64 555,29 3,14
24 horas 18,61 0,21 7,80 0,37 10,11 0,28 555,46 2,03
48 horas 18,62 0,17 7,74 0,20 9,76 0,37 560,96 4,71
72 horas 18,62 0,17 7,74 0,16 9,50 0,52 561,79 1,57
96 horas 18,63 0,17 7,36 0,29 9,37 0,52 567,32 3,59

Anexo VIII

Tabela 17. Média e correspondente desvio-padréo (E.P.M) do oxigénio dissolvido (mg L™) do ensaio crénico a 20°C face & exposigio
do bronopol a Daphnia magnadurante 21 dias

0 Primeira semana  Segunda semana Terceira semana

[mgL" Meio Média EP.M Média E.P.M Média EP.M Média EP.M
1
]

Novo 9,34 0,10 9,21 0,50 9,30 0,60 9,35 0,42
0




Antigo - - 9,11 0,52 9,23 0,61 9,21 0,39

0,004 Novo 9,23 0,26 9,22 0,50 9,33 0,40 9,43 0,33
Antigo - - 9,15 0,31 9,27 0,19 9,23 0,39
0,008 Novo
9,54 0,17 9,25 0,50 9,29 0,37 9,32 0,39
Antigo
- - 9,17 0,38 9,21 0,41 9,22 0,26
Novo 9,33 0,19 9,23 0,29 9,27 0,28 9,28 0,19
0,016
Antigo - - 9,13 0,27 9,19 0,19 9,21 0,26
Novo 9,22 0,15 9,20 0,33 9,33 0,31 9,27 0,42
0,031
Antigo - - 9,09 0,22 9,21 0,61 9,21 0,26
Novo 9,34 0,21 9,27 0,46 9,35 0,22 9,30 0,19
0,063
Antigo - - 9,21 0,31 9,28 0,19 9,25 0,39
Novo 9,23 0,20 9,25 0,42 9,31 0,51 9,23 0,42
0,125
Antigo - - 9,18 0,36 9,27 0,49 9,20 0,39

Tabela 18. Média e correspondente desvio-padrao (E.P.M) do pH do ensaio cronico a 20°C face & exposicéo do bronopol a Daphnia
magnadurante 21 dias

0 Primeirasemana  Segunda semana Terceira semana

[mgL" Meio Média EPM Média E.P.M Média EPM Média EPM
1
]

Novo 8,2 0,02 8,19 0,02 8,18 0,04 8,21 0,05
0
Antigo - - 8,20 0,03 8,17 0,03 8,19 0,02
Novo 8,2 0,03 8,21 0,04 8,18 0,04 8,21 0,05
0,004
Antigo - - 8,20 0,03 8,19 0,02 8,17 0,03
0,008 Novo
8,2 0,01 8,19 0,02 8,18 0,04 8,21 0,04
Antigo
- - 8,22 0,05 8,21 0,04 8,17 0,03
Novo 8,2 0,03 8,19 0,02 8,19 0,05 8,22 0,05
0,016
Antigo - - 8,20 0,03 8,19 0,02 8,17 0,06
Novo 8,2 0,02 8,19 0,02 8,20 0,04 8,22 0,03
0,031
Antigo - - 8,16 0,03 8,17 0,03 8,19 0,02
Novo 8,2 0,03 8,17 0,04 8,18 0,04 8,21 0,05
0,063
Antigo - - 8,21 0,05 8,21 0,02 8,17 0,04
Novo 8,2 0,03 8,19 0,04 8,20 0,05 8,21 0,04
0,125

Antigo - - 8,20 0,05 8,19 0,03 8,18 0,03




Tabela 19. Média e correspondente desvio-padrdo (E.P.M) da temperatura (°C) do ensaio crénico a 20°C face & exposicédo do bronopol a

Daphnia magnadurante 21 dias

0 Primeira semana  Segunda semana Terceira semana
[mgL" Meio Média EP.M Média E.P.M Média EP.M Média E.P.M
1
]
Novo 20,4 0,05 20,2 0,19 20,3 0,17 20,1 0,09
0
Antigo - - 20,2 0,09 20,3 0,10 20,1 0,11
0,004  Novo 204 0,05 20,2 0,18 20,3 0,18 20,1 0,09
Antigo - - 20,2 0,06 20,3 0,11 20,1 0,11
0,008  Novo
20,4 0,05 20,2 0,10 20,2 0,12 20,1 0,09
Antigo
- - 20,2 0,05 20,2 0,10 20,1 0,09
Novo 20,3 0,04 20,2 0,05 20,3 0,08 20,1 0,09
0,016
Antigo - - 20,2 0,16 20,3 0,10 20,1 0,09
Novo 20,4 0,05 20,2 0,19 20,3 0,09 20,1 0,09
0,031
Antigo - - 20,2 0,09 20,3 0,05 20,1 0,10
Novo 20,4 0,03 20,2 0,19 20,3 0,13 20,1 0,09
0,063
Antigo - - 20,2 0,11 20,3 0,10 20,1 0,11
Novo 20,4 0,05 20,2 0,16 20,3 0,14 20,1 0,09
0,125
Antigo - - 20,2 0,13 20,3 0,09 20,1 0,07

Tabela 20. Média e correspondente desvio-padréo (E.P.M) da condutividade (us.cm™) do ensaio crénico a 20°C face & exposigao do

bronopol a Daphnia magnadurante 21 dias

0 Primeirasemana  Segunda semana Terceira semana
[mgL" Meio Média E.P.M Média E.P.M Média EP.M Média E.P.M
1
]
Novo 618 15,3 595 17,24 588 18,10 577 18,10
0
Antigo - - 603 5,31 595 9,03 587 9,03
0,004  Novo 611 12,3 593 12,4 581 17,91 572 17,91
Antigo - - 605 5,31 592 9,03 581 9,03
0,008  Novo
615 11,9 590 9,85 577 9,11 582 9,11
Antigo
- - 603 4,99 583 9,08 592 9,08
Novo 617 14,8 589 12,4 579 10,12 585 10,12
0,016
Antigo - - 609 5,31 582 10,86 589 10,85
Novo 611 13,9 590 8,76 573 9,85 574 9,80
0,031
Antigo - - 603 4,90 582 10,17 577 10,05




Novo 609 14,1 591 7,09 578 16,87 579 16,50
0,063
Antigo - - 599 8,10 587 9,97 582 9,80
Novo 612 13,9 600 8,11 583 16,33 574 15,90
0,125
Antigo - - 610 7,15 589 8,35 578 8,10




