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RESUMO

Os ecossistemas aquéticos tém sido alterados significativamente devido a multiplos
impactos ambientais resultantes de atividades antrépicas, tais como a contaminagdo dos
corpos hidricos por metais provenientes de processos industriais. Os metais podem ser
toxicos dependendo de sua espécie quimica e da concentracdo no ambiente, por isso
alguns, considerados mais nocivos a biota, sdo regularmente monitorados pelos 6rgéos
ambientais. Com intuito de enfrentar problemas ocasionados pela contaminacdo dos
corpos d’agua, o uso da ecotoxicologia tornou-se uma ferramenta para avaliagdo da
qualidade ambiental, que auxilia na deteccdo de ecotoxicidade em ambientes
contaminados. Para realizacdo dos testes de toxicidade, sdo utilizados bioindicadores
padronizados, correspondendo aos mais diversos grupos de organismos. Este estudo
comparou o efeito toxico das espécies metalicas do cromo inorganico (Cr®* e Cr**) em
organismos aquaticos atravées de ensaios ecotoxicoldgicos, com objetivo de determinar o
melhor bioensaio para deteccdo de toxicidade desses metais. Para isso foram utilizados
representantes de trés niveis tréficos: produtores (microalgas Chlorella vulgaris e
Pseudokirchneriella subcapitata), consumidor priméario (cladéceros Daphnia similis e
Ceriodaphnia dubia) e consumidores secundarios (peixes Danio rerio e Poecilia
reticulata). Essas informacbes poderdo auxiliar no biomonitoramento ambiental.
Segundo os dados obtidos através dos bioensaios, a forma hexavalente do Cr mostrou-se
mais toxica que a sua forma trivalente. Além disso, notou-se que os melhores bioensaios
foram aqueles no qual se utilizou os individuos produtores como bioindicadores de
contaminacéo.

Palavras-chave: cromo hexavalente, cromo trivalente, ecotoxicidade aguda, peixe,
cladocero, alga.

ABSTRACT

Aquatic ecosystems have been modified significantly due to multiple environmental
impacts resulting from human activities such as pollution of waterbodies by metals from
industrial processes. Metals can be toxic depending on their chemical species and the
environmental concentration, so some of them considered to be more harmful to biota
are regularly monitored by environmental agencies. Aiming to tackle problems caused
by contamination of water bodies, the use of ecotoxicology has become a tool for
assessing environmental quality, which helps in ecotoxicity detection in contaminated
environments. Ecotoxicity tests are performing with diverse groups of organisms
following standardized protocols. This study compared the toxic effect of inorganic
chromium (Cr®* and Cr®*) in aquatic organisms using ecotoxicological tests, in order to
determine the best bioassay for the detection of toxicity of these metals. For this, were
used organisms that represent three trophic levels: producers (microalgae Chlorella
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vulgaris and Pseudokirchneriella subcapitata), primary consumers (cladocerans
Daphnia similis and Ceriodaphnia dubia) and secondary consumers (fish Danio rerio
and Poecilia reticulata). This information will helps in biomonitoring programs.
According to data obtained from the bioassays, the hexavalent form of Cr was more
toxic than its trivalent form. In addition, it was noted that the best bioassays were those
in which was used producers pecimens as bioindicators contamination.

Keywords: hexavalent chromium, trivalent chromium, acude ecotoxicity, fish,
cladoceran, alga.

INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de maneira significativa devido a
maltiplos impactos ambientais resultantes de atividades antrépicas, tal como a
contaminacdo da agua por metais que comprometem a satde dos organismos aquaticos
e humana (Goulart e Callisto, 2003).

Devido ao amplo uso de metais no ramo industrial (Cervantes et al. 2001), as
condigdes e padrOes de lancamento de efluentes no Brasil foram estabelecidas pelo
CONAMA, através da Resolucdo N°430/2011, onde dispbe-se os valores maximos
permitidos para metais como o Cr*® e Cr*® (0,1 mg/L e 1,0 mg/L, respectivamente).
Ainda que os efluentes estejam dentro dos padrGes quimicos exigidos, eles podem
apresentar toxicidade para determinados individuos. Por essa razdo, a legislacdo
estabelece a determinados ramos industriais que sejam realizados ensaios
ecotoxicoldgicos nos efluentes antes do despejo, porém, ndo sao determinados quais 0s
individuos devem ser testados para cada um dos metais e contaminantes (Costa et al.
2008). Esse fator possibilita que as industrias usem organismos menos sensiveis as
substancias testadas, podendo negligenciar os efeitos e, dessa forma, quando langado, o
efluente pode impactar 0 ambiente e ser toxico para individuos menos resistentes. Em
virtude disso, o biomonitoramento surge como método de avaliagdo da “satde” do
ecossistema aquatico e qualidade desse ambiente onde, atraves deste, podem ser
realizados ensaios ecotoxicolégicos com uso de organismos bioindicadores. Por meio
do uso sisteméatico das respostas dos bioindicadores, € possivel avaliar e monitorar
mudangas ocorridas no ambiente, dando suporte no enfrentamento dos problemas de
contaminagdo dos corpos d’dgua por compostos toxicos. A ecotoxicologia aquatica
pode atuar de forma preventiva, evitando efeitos tdxicos, ou de forma reativa,
identificando efeitos e contaminantes apds a contaminacdo do ambiente (Magalhaes e
Ferrdo Filho, 2008). Através do resultado desses ensaios, também & possivel determinar
bioindicadores que sejam mais sensiveis para determinada substancia quimica.

O cromo é comumente encontrado no ambiente aquatico nas formas trivalentes e
hexavalente. O Cr®* é soltvel e relativamente estavel na maioria das 4guas naturais, j& a
forma trivalente tende a formar complexos estaveis com espécies organicas ou
inorganicas carregadas negativamente e, assim, a sua solubilidade e toxicidade variam
de acordo com as caracteristicas de qualidade da &agua, tais como a dureza e
alcalinidade. Com o intuito de contribuir com informag0es acerca do biomonitoramento
ambiental, o presente trabalho tem como objetivo comparar a toxicidade das espécies
metalicas do cromo inorganico (Cr®" e Cr*"), através de testes ecotoxicol6gicos
padronizados pela ABNT, utilizando duas espécies de organismos para cada nivel
trofico, as microalgas Chlorella vulgaris Beyerinck, 1890 e Pseudokirchneriella
subcapitata (Korshikov) F.Hindak, 1990 (produtor), os claddceros Daphnia similis
Claus, 1879 e Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 (consumidor primario) e os peixes
Danio rerio Hamilton, 1822 e Poecilia reticulata Peters, 1859 (consumidor terciario), a
fim de determinar, dentre esses individuos, os melhores bioindicadores da toxicidade do
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Cr®* e Cr¥, partindo-se do pressuposto de que 0s organismos ndo responderdo da
mesma forma quando expostos aos mesmos agentes toxicos testados.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Avaliagdo e Promocdo da Saude
Ambiental (LAPSA), localizado no Instituto Oswaldo Cruz — 10C (FIOCRUZ).

Substéancias-teste

Para os testes de toxicidade da espécie de cromo hexavalente foi utilizado o
reagente de padrédo analitico dicromato de potassio (K,CrO;) - 99,9% - VETEC. Para 0s
testes de toxicidade da forma trivalente, foi utilizado o reagente de padrdo analitico
Sulfato de Cromo |11 Bésico (CrySO,4) — Teor CrO3 = Ca 25% - VETEC.

A unidade de volume utilizada foi de mg/L da espécie metalica testada. Para 0s
ensaios, foram feitas solu¢fes-made dos metais a serem testados em agua processada
(ultrapura) e, a partir dessas solucGes-méde, foram feitas as concentracdes testadas
utilizando a 4gua de cultivo de cada organismo-teste para diluigao.

Manutencéo dos organismos e bioensaios

Através do cultivo e manutencdo adequados dos organismos, foram realizados
testes toxicoldgicos agudos e cronicos com 0s mesmos, que sdo métodos para
determinacdo da Concentracdo Letal Média (CLsp), a Concentracdo Efetiva Média
(CEso) ou a Concentracdo de inibicdo média (Clsp), isto é, a concentracdo do agente
toxico que causa mortalidade, imobilidade ou inibi¢do do crescimento, respectivamente,
a 50% dos organismos-teste depois de um determinado tempo de exposicao.

Na manutencéo e cultivo dos individuos produtores P. subcapitata e C. vulgaris,
os organismos foram mantidos em meio de cultivo L.C. Oligo conforme recomendacéo
da ABNT (NBR 12648:2011). As algas foram mantidas em camara de BOD com
temperatura constante de 23,5°C e fotoperiodo de 16h/8h claro/escuro.

Os testes de toxicidade cronica se deram conforme a ABNT (NBR 12648:2011),
onde, para a realizacdo dos mesmos, foi necessario que o inoculo das algas tivesse de 3
a 5 dias desde a ultima repicagem, sendo mantido em condi¢Ges controladas de
luminosidade e temperatura. Apos esse periodo, um in6culo de alga foi centrifugado, o
sobrenadante foi separado e a solugéo que sobrou foi ressuspendida para 20 ml com o
préprio sobrenadante. O preparo do teste consistiu na exposicdo de 3 x 10* céls de P.
subcapitata e C. vulgaris para cada 1 ml de solucdo-teste, a varias concentracfes de
uma amostra com exposicdo em triplicata. As solucGes-teste foram preparadas a partir
da solucdo-mae, utilizando o meio LC-Oligo como agua de diluicdo. As treplicas das
amostras foram mantidas sob luz e agitacdo constantes, e a determinacdo do
crescimento algaceo foi realizada a partir da contagem celular em microscopio 6ptico,
utilizando-se camaras de contagem Neubauer, apds 72h de exposi¢do ao contaminante.

Para o teste definitivo, as concentragdes foram definidas por meio de um
bioensaio preliminar, onde foi utilizada uma ampla faixa de concentracdo (geralmente
em escala logaritmica, ex.: 0,001; 0,01; 0,1; 1,0). Entre a concentracdo que ndo provoca
nenhum efeito e a menor concentracdo que provoca 100% de efeito estabeleceram-se as
concentragOes para o teste definitivo. As concentragdes utilizadas em todos os testes
definitivos realizados neste trabalho, foram estabelecidas dessa forma.

A manutencdo e cultivo da D. similis no laboratério incluiu agua de cultivo
(dgua Minalba®) e o preparo do alimento utilizado (alga). As fémeas eram mantidas em
béqueres com capacidade para 2000 ml. Esses béqueres eram armazenados em camara
de BOD com temperatura controlada de 23,5°C e fotoperiodo de 12h/12h. No caso da C.
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dubia, as fémeas adultas eram mantidas em béqueres com capacidade de 500 ml, onde
eram preenchidos com 250 ml agua de cultivo Minalba® (50%) e 250ml (50%) de &gua
natural apos filtracdo em malha 50um. Esses béqueres eram armazenados em camara de
BOD com temperatura controlada de 23,5°C e fotoperiodo de 12h/12h.

Conforme a ABNT NBR 12713 (ABNT, 2004) , o teste toxicoldgico agudo
consistiu na exposi¢do de individuos de D. similis e C. dubia com 6 a 24h de nascidos a
varias concentracbes de uma amostra (sem renovacdo das solucdes-teste) por um
periodo continuo de 48 horas, sob condi¢des controladas de temperatura e fotoexposi¢do
onde, através desse procedimento, foi permitido determinar a 48h-CEsy.

Nos testes definitivos as solugdes-teste foram preparadas em proveta de 100ml,
diluindo a solugdo-méde em &gua de diluicdo (agua Minalba®). ApoGs esse processo,
foram transferidos de 30 a 50 ml da solucéo para béqueres referentes as trés réplicas de
cada concentracao-teste.

As tréplicas contemplaram ao menos seis concentragdes. Em cada réplica foram
adicionados 10 organismos com o auxilio de uma pipeta Pasteur e o grupo controle
constituiu apenas de agua de diluicao.

O ensaio foi mantido em camara de BOD com temperatura controlada de 23,5°C,
na auséncia de luz e alimentacgdo. A cada 24 horas de incubagéo do teste, 0s organismos
afetados e ndo afetados pela amostra foram contados. O pH e oxigénio dissolvido
(O0.D.) foram medidos ao final do teste em cada concentracdo-teste em uma Unica
réplica.

Na manutencdo dos consumidores terciarios D. rerio e P. reticulata, os peixes
foram adquiridos em fornecedores comerciais e tinham tamanho médio de 3,5 cm. Eram
mantidos em aquéarios com capacidade de 90L preenchidos com &gua de abastecimento
publico filtrada e desclorada. A temperatura da agua variava de 24 a 26°C.

Os peixes eram alimentados uma vez ao dia, de segunda a sexta-feira, e o
alimento era composto por uma mistura de Spirulina, Artemia, minhoca de sangue e
Tetra Min. Nos finais de semana eram colocadas pastilhas que serviam como alimento
durante esse periodo. Os peixes ficavam aclimatados nas condigdes descritas por um
periodo minimo de 7 dias até a realizacdo dos bioensaios.

Conforme a CETESB (1990), o teste de toxicidade aguda consistiu na exposi¢édo
de individuos de D. rerio e P. reticulata a varias concentracdes de uma amostra, por um
periodo continuo de 24 a 96 horas, sob condic¢des controladas de temperatura, oxigénio
dissolvido (O.D.) e pH. Tal procedimento permitiu determinar a 96h-CLsp.

Para a realizacdo dos testes definitivos, as solugdes-teste foram preparadas em
proveta de 2L, colocando a quantidade da solu¢do-mée necesséria para 3L de solugéo-
teste e avolumando com agua de diluicdo (agua de abastecimento publico filtrada e
desclorada) até a marcagdo de 2L. Essa solucdo foi transferida para o cristalizador de
exposicdo, onde foi introduzido mais 1L de agua de diluicdo, completando 3L de
solugéo-teste.

Para cada concentracdo foi montada uma réplica, onde a faixa de teste
contemplou pelo menos cinco concentragBes. Nas réplicas foram adicionados 10
organismos com o auxilio de um pucd de nylon, assim como na réplica do grupo
controle, constituida apenas de agua de diluicao.

Os béqueres de exposicao foram vedados com filme plastico, aerados
constantemente com auxilio de uma pipeta Pasteur ligada a uma mangueirinha que saia
oxigénio e mantidos em ambiente com temperatura em torno de 25°C por 24 a 96 horas,
permanecendo em auséncia de luz e alimentagcdo. A cada 24 horas de incubagdo do
teste, 0S organismos vivos e mortos eram contados a olho nu.
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Anélise de dados

Os dados de mortalidade e imobilidade dos ensaios ecotoxicolégicos agudos
com cladoceros e peixes foram analisados por regressdo linear usando o teste Trimmed
Spearman Karber (Hamilton et al. 1977), e os valores de 48h-CE50 e 96h-CL50 com
95% de intervalo de confianca foram calculados para o cromo trivalente e hexavalente.
Para os bioensaios de toxicidade cronica com alga foi utilizado o programa estatistico
Linear Interpolation (ICPIN, versdo 2.0 - Norberg-King, 1993) onde foram calculados a
concentracdo que inibe o crescimento algal em 50% (72h-Clsp) e seus intervalos de
confianca 95%. Para célculo do percentual de inibi¢do de crescimento algal em relacéo
ao controle foi utilizado a formula abaixo (ABNT NBR 12648:2011):

IC=Cc—-Ctx 100

Cc

Onde Cc = média de células por ml no controle e Ct= média de células por ml no
tratamento.

RESULTADOS

Nos testes realizados com o Cr3* utilizando microalgas, o pH final das solugdes-
teste variou entre 7,1-8,5 e 0 O.D. variou entre 6,1-7,6 mg/L. Para a espécie C. vulgaris,
a 72h-Clso observada foi de 37,12ug/L (1C95% 23,58-56,39). Ainda para essa espeécie, a
72h-Cly, foi de 16,5014ug/L (IC95% 7,41-29,45) (Tabela 1).

Para os individuos da espécie P. subcapitata a 72h-Clsy obtida foi de 0,098ug/L
(1C95% 0,047-0,358) (Tabela 2). Ainda para essa especie, a 72h-Cl,, teve o valor médio
aproximado de 0,028ug/L (1C95% 0,009-0,062). Comparando os valores da 72h-Cls,
72h-Clyo e 1C95% das duas espécies de microalgas testadas, a que se mostrou mais
sensivel ao Cré* foi a P. subcapitata.

Tabela 1: Numero de células por ml e percentual de inibicdo de crescimento de C.
vulgaris apés 72h de exposicio ao Cr*.

Concjg‘/t[a‘?ao N de cel/ml x 10°  Média % inibicio pH O.D.
Controle 1 15,439
Controle 2 10,591 11,067 81 72
Controle 3 7,171
15 10,590
15 7,790 9,159 17,2 78 75
15 9,094
30 6,754
30 5,316 6,110 44.8 75 76
30 6,259
60 3,663
60 3,333 3,680 66,7 74 74
60 4,043
120 3,788
120 3,016 3,513 68,3 71 73
120 3,734
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Tabela 2: Numero de células por ml e percentual de inibicdo de crescimento de P.
subcapitata apds 72h de exposicéo ao Cr®".

Concsg/tl'_ragao NO de cel/ml x10°  Meédia % inibicio pH O.D.
Controle 1 4,293
Controle 2 4,233 3,887 85 69
Controle 3 3,135
0,01 3,616
0,01 3,116 3,411 12,3 84 6,9
0,01 3,500
0,05 3,596
0,05 1,408 2,739 29,5 82 6,8
0,05 3,211
0,1 2,396
0,1 1,120 1,910 50,9 83 69
0,1 2,213
0,5 0,763
0,5 0,980 1,187 69,5 83 6,7
0,5 1,818
1,0 1,314
1,0 0,867 1,137 70,7 78 6,1
1,0 1,229

Nos testes realizados com o Cr3" utilizando cladoceros, o pH solugbes-teste
variou entre 7,02-8,02 e o O.D. variou entre 5,3-6,5 mg/L. Para a espécie D. similis, a
48h-CEsy observada foi de 15,96 mg/L (IC 95% 15,96-16,72 mg/L) (Tabela 3),
enquanto que os individuos da espécie C. dubia apresentaram uma 48h-CEs de 4,98
mg/L (IC 95% 4,36-5,70 mg/L) (Tabela 4). Comparando os valores da 48h-CEsy das
duas espécies de claddceros testadas, a que se mostrou mais sensivel ao Cr3* foi a C.

dubia.

Tabela 3: NUmero de D. similis mortas/imdveis por réplica (R1, R2, R3) ap0s exposi¢do
aguda ao Cr**, pH e oxigénio dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

Mortos/iméveis  Mortos/imoveis

Concentracgoes 24h 48h
(mg/L)

Rl R2 R3 Rl1 R2 R3 pH O.D.
Controle 0 0 0 0 0 0 802 6,1
10 0 0 0 0 0 0 769 6.2
12,5 0 2 0 0 2 0 765 63
15 0 3 0 0 3 0 762 65
16 5 1 4 7 8 8 741 58
19 3 3 5 5 9 10 7,42 57
22 7 8 7 9 9 10 7,31 53
25 10 10 10 10 10 10 7,02 59
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Tabela 4: Namero de C. dubia mortas/imoveis por réplica (R1, R2, R3) ap0s exposi¢do
aguda ao Cr**, pH e oxigénio dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

n Mortos/imoveis Mortos/imoveis
Concentragoes
24h 48h
(mg/L)

Rl R2 R3 R1 R2 R3 pH O.D.
Controle 0 0 0 0 0 0 8,02 6,3
0,1 0 0 0 0 0 0 7,91 6,2
0,5 1 1 0 1 1 0 7,92 6,1
1 1 1 1 1 1 1 7,93 6,5
2,5 2 0 1 2 0 1 7,87 6,4
5 1 3 8 1 3 8 7,81 6,3
7,5 9 10 8 9 10 8 7,82 6,2

Nos testes realizados com o Cr3" utilizando peixes, o pH solugBes-teste variou
entre 4,96-7,42 e 0 O.D. variou entre 5,2-6,12 mg/L. Para a espécie D. rerio, observou-
se uma 96h-CLsy de 22,34 mg/L (IC 95% 20,18-24,74 mg/L) (Tabela 5), enquanto que
os individuos da espécie P. reticulata apresentaram uma 96h-CLso de 16,88 mg/L (IC
95% 14,06-20,25 mg/L) (Tabela 6). Comparando os valores da 96h-CLs, das duas
espécies de peixe testadas, a que se mostrou mais sensivel ao Cr3* foi a P. reticulata.
Tabela 5: NGimero de D. rerio mortos ap6s exposicdo aguda ao Cr®*, pH e oxigénio
dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

Concentracdes Mortalidade

(mg/L) 24h 48h 72h 96h pH O.D.
Controle 0 0 0 0 639 53
5 0 0 0 0 632 612
10 0 0 0 0 647 59
15 0 0 0 0 6,07 568
20 0 1 4 4 535531
25 0 3 5 5 525 561
30 8 8 10 10 496 589

Tabela 6: NUmero de P. reticulata mortos apés exposicdo aguda ao Cr**, pH e oxigénio
dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

Concentracbes Mortalidade
(mg/L) 24h  48h 72h  96h pH O.D.

Controle 0 0 0 0 742 52
5 0 0 0 0 723 56
10 0 1 1 2 73 53
15 1 1 1 2 73 54
20 0 0 3 4 728 56
25 10 10 10 10 6,27 58
30 10 10 10 10 6,12 53

Nos testes realizados com o Cr®* utilizando microalgas, o pH final das solugdes-
teste variou entre 7,1-8,1 e 0 O.D. variou entre 6,8-7,6 mg/L. Para a espécie C. vulgaris,
a 72h-Clso observada teve o valor médio de 0,701 pg/L (LC95% 0,56-0,7646). Para essa
mesma espécie, a 72h-Cly teve o valor médio aproximado de 0,3361ug/L (1C95%
0,0981-0,4574) (Tabela 7).

Os valores para os individuos da espécie P. subcapitata apresentaram uma 72h-
Clso com o valor médio de 2,798ug/L (IC95% 1,97-3,97). Ainda para essa espécie, a
72h-Cly, foi de 0,837 pg/L (IC95% 0,3547-1,1250) (Tabela 8). Comparando os valores
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da 72h-Clsy, 72h-Clyy e 1C95% das duas espécies de microalgas testadas, a que se
mostrou mais sensivel ao Cr®* foi a C. vulgaris.

Tabela 7: Numero de células por ml e percentual de inibicdo de crescimento de C.
vulgaris apés 72h de exposicdo ao Cr°*.

Concﬁé‘fia‘?a" NC de cel/ml x 10°  Média % inibicio pH O.D.
Controle 1 14,895
Controle 2 15,022 14,707 79 69
Controle 3 14,203
0,05 14,421
0,05 16,717 16,053 9,2 75 71
0,05 17,019
0,1 16,884
0,1 18,802 15,956 -8,5 76 72
0,1 12,180
0,5 8,357
0,5 10,316 10,295 30,0 75 68
0,5 12,210
1 4,574
1 3,645 4,045 72,5 78 73
1 3,915
1,5 3,470
1,5 3,367 3,210 78,2 74 14
15 2,790
2 3,065
5 5983 3,016 79,5 2
2 2,999 ’

Tabela 8: Numero de células por ml e percentual de inibicdo de crescimento de P.
subcapitata ap6s 72h de exposicéo ao Cr®".

Concﬁg/t[a‘?ao NC de cel/ml x 10° Meédia % inibicio pH O.D.
Controle 1 6,771
Controle 2 6,550 6,722 81 7.2
Controle 3 6,844
0,05 7,353
0,05 5,442 5,739 14,6 78 75
0,05 4,422
0,1 6,571
0,1 6,362 6,558 2.4 75 7.6
0,1 6,739
0,5 6,749
0,5 4,551 6,070 9,7 74 74
0,5 6,908
1 5,055
1 4,392 5,042 25,0 71 73
1 5,677
1,5 4,521
1,5 4,621 4,545 32,4 78 75
1,5 4,491
2 3,154
2 3,684 3,540 47,3 75 7.6
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3,781
8,785
8,362 8,554 --- 74 74
8,513
4,561
4,412 4:485 47,6 71 73
4,482

o1 o1 o1 O O O DN

Nos testes realizados com o Cr®* utilizando cladéceros, o pH final das solugdes-
teste variou entre 7,17-8,4 e 0 O.D. variou entre 5,2-6,7 mg/L. Para a espécie D. similis,
a 48h-CEsy observado foi de 3,94ug/L (Tabela 9), enquanto que os individuos da
espécie C. dubia apresentaram uma 48h-CEs de 7,51ug/L (Tabela 10). Comparando os
valores da 48h-CEsy das duas espécies de claddceros testadas, a que se mostrou mais
sensivel ao Cr®* foi a D. similis.

Tabela 9: Namero de D. similis mortas/imdveis por réplica (R1, R2, R3) ap0s exposi¢do
aguda ao Cr®, pH e oxigénio dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

Mortos/imdveis Mortos/imoéveis

Congentractes " aan 48

R1 R2 R1 R2 pH O.D.
Controle 0 0 0 0 717 6,5
0,001 0 0 0 0 731 6,3
0,002 0 0 1 0 7,96 5,2
0,003 2 2 1 1 7,97 6,6
0,005 7 6 8 9 8,15 6,3
0,01 10 10 10 10 84 64

Tabela 10: Numero de C. dubia mortas/imoveis por réplica (R1, R2, R3) apds
exposicao aguda ao Cr®*, pH e oxigénio dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

Mortos/iméveis Mortos/imdveis

ConcentracGes 24h 48h

(mg/L) RL R2 RL R2 pH OD.
Controle 0 0 0 0 717 6,5
0,001 0 0 0 0 72 61
0,002 0 0 1 3 754 6,6
0,005 3 0 4 3 765 64
0,01 1 1 5 3 7,76 6,5
0,015 0 1 3 7 7,83 6,4
0,02 10 10 10 10 7,85 6,7

Nos testes realizados com o Cr®" utilizando peixes, o pH final das solucdes-teste
variou entre 6,51-8,24 e o O.D. variou entre 6,0-6,5 mg/L. Para a espécie D. rerio,
observou-se uma 96h-CLsy de 15,78 mg/L (Tabela 11), enquanto que os individuos da
espécie P. reticulata apresentaram uma 96h-CLsy de 7,80 mg/L (Tabela 12).
Comparando os valores das 96h-CLsy das duas espécies de peixe testadas, a que se
mostrou mais sensivel ao Cr°* foi a P. reticulata.
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Tabela 11: NGmero de D. rerio mortos apés exposicdo aguda ao Cr®, pH e oxigénio
dissolvido (O.D.) ao fim do bioensaios.

Concentracdes Mortalidade
(ML) Zan 48nh 72h 96h pH O.D.

Controle 0 0 0 0 824 64
5 0 0 0 0 793 6,3
10 1 1 2 3 755 6
20 3 5 8 8 728 6,5
30 6 8 9 10 7,19 65
40 6 10 10 10 6,81 6,4
80 10 10 10 10 6,51 6,3

Tabela 12: NOmero de P. reticulata mortos apés exposicdo aguda ao Cr®*, pH e
oxigénio dissolvido (0.D.) ao fim do bioensaios.

Concentracdes Mortalidade
(Mg/L)  "5an 48h 72h 96h pH O.D.

Controle 0 0 0 0 754 6
1 0 0 0 0 736 6
5 1 1 1 1 733 6
10 2 5 8 8 719 6
15 4 5 8 8 694 6
20 3 4 8 9 683 6
30 4 5 10 10 6,73 6

DISCUSSAO

De acordo com Costa et al. (2008), o efeito dos metais nas algas pode ser
observado através de alterac@es no crescimento populacional (inibicdo da fotossintese),
enguanto que nos microcrustaceos podem ocorrer a imobilidade ou até mesmo a morte
do individuo, e em peixes pode causar mortalidade.

A maior parte da literatura publicada conclui que o Cr®" é mais toxico e/ou
biodisponivel que o Cr®* (Van Der Putte et al. 1982; Thaker et al. 1996; Pawlisz et al.
1997; Khangarot et al. 1999; Blasiak e Kowalik, 2000; Bagchi et al. 2002; Stoecker,
2004; Munn et al. 2005; Shanker et al. 2005; Valko et al. 2005; Farag et al. 2006;
Prabakaran et al. 2006). Apesar disso, dados encontrados em outros estudos (Thompson
et al. 2002; Kaszycki et al. 2004; Ksheminska et al. 2005; Pereira et al. 2005)
encontram-se em desacordo com essa concluséo.

Comparando as toxicidades das espécies de cromo para as algas, a microalga C.
vulgaris mostrou-se mais sensivel ao Cr®* do que ao Cr** e a P. subcapitata mais
sensivel ao Cr** do que ao Cr*, embora a literatura reconheca o Cr®* como mais téxico
aos seres vivos. Esse mesmo padréo foi observado no estudo de Vignati et al. (2010),
onde as microalgas utilizadas apresentaram inibicdo do seu crescimento quando
submetidas & diferentes concentracdes de Cr®* e Cr®*, na qual a forma trivalente
mostrou-se cinco vezes mais toxica que a forma hexavalente para a espécie P.
subcapitata e duas vezes mais toxica para a espécie Chlorella kessleri.

Entre os cladéceros, C. dibia mostrou-se mais sensivel ao Cr** e a D. similis mais
sensivel ao Cr®*. Segundo dados de Melkinov e Freitas (2011), a 48h-CEs, encontrada
para a espécie D. similis exposta a Cr®* foi de 3,24 mg/L, este valor é cinco vezes menor
gue o encontrado para a mesma espécie neste trabalho. No entanto, esse resultado
encontrado na literatura, aproxima-se da 48h-CEs, obtida para a espécie C. dubia.
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Entre as duas espécies de peixe, observou-se que a espécie P. reticulata foi mais
sensivel que D. rerio tanto para o Cr** quanto ao Cr°*, sendo a forma hexavalente mais
toxica para ambas as espécies. Em bioensaios desenvolvidos por outros pesquisadores,
observou-se que para a espécie de peixe P. reticulata o Cr®" em alta concentracio
aumentou ao maximo a vida util desses organismos (Perez-Benito, 2006), sugerindo a
existéncia de um fendmeno chamado hormese quimica, quando determinada substancia
toxica tem efeitos opostos em doses altas e em doses baixas. Em outro trabalho, a forma
trivalente do Cr mostrou-se mais prejudicial que sua forma hexavalente, ao induzir
estresse oxidativo mais forte ao tecido dos individuos da espécie de peixe Carassius
auratus, ainda que em mesma concentragdo (Lushchak et al. 2010). Os dados
encontrados nesses dois trabalhos, vdo em desencontro com os resultados obtidos na
presente pesquisa. Por outro lado, no trabalho de Mishra e Mohanty (2008) a 96h-CLs
encontrada para o Cr®" foi de 41,75 mg/L, onde individuos da espécie de peixe Channa
punctatus expostos a esse agente toxico, apresentaram alteragdes comportamentais
como natacdo erratica e letargia, aléem de variagdes fisicas como alteracBes nas
branquias. Na pesquisa de Vutukuru (2005), a exposicdo aguda ao Cr®* provou ser
altamente toxica e cumulativa para a espécie de peixe Labeo rohita, induzindo efeitos
deletérios as funcbes vitais desses organimos como a taxa metabdlica, os indices
hematoldgicos e perfis bioquimicos.

Segundo os critérios de ecotoxicidade previstos pelo CONAMA, os resultados dos
ensaios ecotoxicologicos aplicados no efluente devem ser realizados em organismos
aquaticos de pelo menos dois niveis troficos distintos. Em relacdo aos bioensaios
desenvolvidos neste trabalho, aqueles que se mostraram mais indicados a serem
aplicados na contaminacdo de Cr** foram os testes cronicos de 72h com a microalga P.
subcapitata, e agudos de 48h com o claddcero C. dubia. No caso do Cr®*, os testes que
melhor se aplicam séo os cronicos de 72h com a microalga C. vulgaris, e agudos de 48h
com o cladécero D. similis. E possivel notar que os organismos produtores foram os
mais afetados para ambas as espécies do Cr inorganico. A importancia da producdo
primaria se da pelo fato desses individuos serem responséveis pelo inicio do fluxo de
matéria e energia da rede tréfica dos ambientes aquéticos, contribuindo para a sua
fertilizacdo e sustentando indiretamente os animais de niveis troficos superiores (Dring,
1992). Sabendo disso, ao serem afetados por determinado contaminante, tem-se como
consequéncia afetar também o restante da cadeia tréfica. Ainda para as microalgas, as
concentracdes encontradas para cada contaminante sdo muito inferiores aquelas
permitidas pelo CONAMA (Cr*" = 1 mg/L e Cr®" = 0,1 mg/L), dessa forma, nas
condicdes estabelecidas, o Cr®* seria letal para esses individuos. Em relagio aos ensaios
com peixes, 0s mesmos ndo sdo 0s mais indicados para detectar esses metais, visto que
as concentragbes encontradas para 0S contaminantes Sd0 extremamente superiores
aquelas estabelecidas pelo CONAMA. Se esses organismos fossem usados como base,
todos os individuos de niveis tréficos inferiores morreriam.

Sendo assim, conclui-se que os organismos ndo responderam da mesma forma
guando expostos aos mesmos agentes toxicos testados e que a forma hexavalente do Cr
inorganico, mostrou-se mais toxica que a sua forma trivalente para a maioria dos
bioensaios, com exce¢do do bioensaio crénico com a alga P. subcapitata. Os resultados
indicaram que a contaminacdo por ambas as formas de cromo sdo mais prejudiciais aos
individuos produtores e consumidores priméarios, sendo 0s bioensaios com estes
organismos bons bioindicadores de contaminacao para cromo.
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