Sensibilidade
de Daphnia similis: controle
de qualidade de culturas’
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RESUMOQ  Com o propdsito de avaliar a sensibilidade dos organismos utilizados em testes de toxicidade, foram
realizados, no perfodo de 1981 a 1985, testes com Daphnia simifis, com a substincia de referéncia
dicromato de potdssio. Através dos dados obtidos, estabeleceu-se uma faixa de aceitabilidade de dados
que compreende valores de CE (I) 50; 24 horas, entre 0,04 mg/l a 0,17 mg/l. Conseqilentemente os
valores obtidos fora desta faixa indicam que, sob as condigdes definidas no método, as culturas de
Daphnin similis nio devem ser utilizadas em testes de toxicidade.
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ABSTRACT  Toxicity tests were carried out with potassium dichromate, from 1981 to 1985, This was the reference
substance chosen in order to evaluate the sensitivity of Daphnia similis cultuzes. Using the EC50, 24
hours results a range for the acceptance of the data was established, which comprises values between
0,04 mg/l to 0,17 mg/l, Values out of this range indicate that the organisms from these cultures can not
be used in toxicity tests,
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INTRODUCAO

O género Daphnia tem sido amplamente wtilizado
para a avaliacdo da toxicidade de agentes quimicos,
efluentes liquidos, lixiviados de residuos soélidos e
amostras de vérias outras formulacdes. Espécies desse
género, representativas de ambientes limnicos, desem-
penham um pape} importante para a transferéncia de
energia de um nivel tréfico a outro, no ecossistema
aquético, Facilmente cultivadas em Iaboratério, elas tém
se mostrado bastante sensfveis a diferentes grupos de

compostos guimicos (25, 8).

O laboratério da Divisdo de Ensaios Bloléglcos da
CETESB vem mantendo, desde 1978, culturas de Da-
Pphnia similis ¢ tem utilizado rotineiramente esse orga-
nismo em testes de toxicidade (5, 9, 18, 19, 20, 30, 31,
32).

O controle de qualidade necessdrio a essa atividade
inclui desde a calibragem de equipamentos e cuidados
especiais na coleta, armazenamento, transporte e pro-
cessamento de amostras, até a avaliagio das condigdes
fisiolégicas dos organismos durante a sua manutengho.

! Trabalho executado com o apoio do PROCOP Virios critérios tém sido sugeridos para avaliar as

Programa de Controle de Poluigdo, dentro do qondigc")es fisiolégicas ou a “satide” dos organismos uti-
Programa de Assisténcia Técnica, Projeto Capacitagao lizados em testes de toxicidade: g) presenga de efipios
Técnica de Recursos Humanos., - em culturas (24); b) uso de organismos com alta taxa de
* Bidlogo da CETESB. lipidios (21); ¢) produgdo de jovens por fémea adulta,
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num determinado periodo de tempo (14). Além destes,
as condicbes fisioldgicas tém sido também avaliadas
através do uso de agentes quimicos com caracteristicas
adequadas a essa finalidade.

Lee (23) recomenda serem estas as caracteristicas de
uma boa substincia de referéncia:

® disponibilidade de produtos com pureza consistente;

® solubilidade em 4dgua;

® toxicidade em baixas concentragdes;

@ letalidade rdpida;

® toxicidade ndo especifica para peixes e invertebrados;

@ estabilidade — que ela nfo seja volétil, nem biodegra-
ddvel, nem transformdvel, e que a sua toxicidade
permaneca inalterada;

® toxicidade consistente, especialmente dentro de uma
faixa de pH;

® reconhecida como um contaminante ambiental, sen-
do, para isso, necessério ter informagdes prévias so-
bre a toxicidade, estabilidade e técnica analitica da
substancia.

O teste com a substincia de referéncia deve ser rea-
lizado, sempre que possivel, em paralelo aos testes ex-
perimentais ou de rotina, e, com esse propdsito, sio uti-
lizadas e recomendadas as seguintes substéncias:

¢ dcido de-hidroabiético;

® “‘antimycin”;

@ cloreto de cddmio;

¢ cloreto de s6dio;

® dodecil suifato de s6dio;

® fenol; ’

® pentaclorofenato de sédio;

@ sal de potdssio, 2,4,5-T;

# tetrapropilbenzeno sulfonato de sédio (TPBS 1e2)
(28,26,3,23,22), -

Apesar de o pentaclorofenato de sédio ser recomen-
dado como uma boa substéncia de referéncia, a sua uti-
lizaciio deve ser limitada e cautelosa, visto que se trata
de um agente cancerigeno (23).

Cabe ressaltar também que alguns cuidados especiais
devem ser tomados com as demais substincias durante o
seu manuseio em laboratério (1).

Além das substéncias acima, o dicromato de potdssio
tem recebido bastante ateng@o nos métodos internacio-
nais de testes com DRaphnia (22, 15, 2), por apresentar
muitas das caracteristicas acima citadas e ser o cromo
um dos metais mais comuns em eftuentes industriais
(16).

Tendo em vista o exposto acima, na CETESB tem
sido utilizado o dicromato de potdssio com o objetivo de
avaliar, periodicamente, a sensibilidade das culturas de
Daphnia similis, cultivadas em dgva reconstitufda, com
dureza de 40 mg/l a 48 mg/l, expressa em CaCOs3. Ob-
jetivou-se, entdo, através da andlise dos dados obtidos
no periodo de 1981 a 1985, estabelecer limites de Con-
centracio Efetiva 50% (CES0) que permitam o controle
de qualidade dos organismos utilizados em testes de to-
xicidade aguda durante o perfodo de 24 horas de expo-
sicdo,

MATERIAIS E METODOS

Os testes de toxicidade foram realizados com a
substincia de referéneia dicromato de potdssio, p.a., ar-

tigo codificado com o n® 4 864, da Merck, com pureza
de 99,5%.

Foram separados para teste individuos jovens de
Daphnm similis que atravessam peneiras com maiha de
500 p. g e ficam retidos em malha de 360 ..

Utilizou-se, tanto para a manutengio das culturas
quanto para a realizagio dos testes, dgua reconstituida,
com dureza de 40 mg/! a 48 mg/l, expressa em CaCOs;,
segundo procedimentos adotados de acordo com o mé-
todo descrito em CETESB (10). Os resultados foram
expressos em termos de concentragdo efetiva inicial do
dicromato de potissio, que causa 50% de imobilidade
dos organismos (CE(I)S0; 24 horas), obtidos através do
método estatistico de Litchfield & Wilcoxon (11).

No processo de depuragio dos dados de CE(I)50 foi
utilizado o teste estatistico de Chauvenet (27) e, uma
vez obtidos esses dados depurados, foi estabelecida uma
faixa de aceitagdo dos resultados, tendo sido utilizado,
para tanto, o seguinte modelo desenvolvido pela USE-
PA (1985) (29).

o
V
;:- Concentragdo limite superior (X + 25)
< | Tendéncia central (X)
‘a Concentracéo limite inferior (X - 25)
Tempo
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de CE(I)50; 24 horas do dicromato de
potdssio a Daphnia similis foram agrupados por ano,
como se apresentam na Tabela 1.

Com a aplicagdo do teste estatistico de Chauvenet
foram eliminados os dados discrepantes, ou seja, dois
valores de CE(1)50: um do ano de 1981 e outro do ano
de 1985 (Tabela 1). Para cada grupo de dados foram
caiculados a média anual, o desvio padrio e o coefi-
ciente de variacfio.

Com o objetivo de verificar se ocorreu uma diferen-
a significativa dos resultados de CE(I)S0 ao longo dos
anos, as médias anuais foram comparadas através de
andlise de varidncia (ANOVA) a nivel de 1% de signifi-
céncia. Esta andlise demonstrou nfo existir diferenga
significativa entre as médias.

Com os dados depurados estabeleceu-se, através do
modelo desenvolvido pela USEPA (29), que a faixa de
sensibilidade do organismo-teste ao dicromato de po-
téssio varia entre 0,04 mg/l e 0,17 mg/l, com valor mé-
dio de 0,105 mg/l, como demonstrado na Figura 1. Co-
mo af estdo apresentados todos os dados obtidos, verifi-
ca-se que se encontram, fora da faixa estabelecida, um
dado de CE(I)50 de 1981, dois de 1982, um de 1934 ¢
dois de 1985. Estes resultados revelam que, nesses pe-
riodos, as culturas ndo estavam em condi¢des de serem
utilizadas em testes de toxicidade.

Em 1986, foi estabelecida uma faixa preliminar de
acejtabilidade de dados (13) e nenhum deles ficou fora
dela. Em 1984, nenhum teste foi realizado com amnos-
tras ambientais, no perfodo em que a cultura ienha se
mostrado mais resistente ao dicromato de potéssio. Em
1985, com a faixa j4 estabelecida, foram desprezados
dois testes com amostras de efluentes lguidos indus-
triais, no periodo de menor sensibilidade das culturas
(12).
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(*) Dados eliminados estatisticamente
dp = desvio padrdo; ¢v = coeficiente de variagdo.
Observagdo: valor médio global = 0,105;  dp global = 0,032;  ¢v = 30,3%.

Observagdo:  Média global = 0,105 mg/l; Desvio padrdo = 0,032 mg/l;  Limite superior = 0,17 mg/l;  Limite inferior = 0,04 mg/l

Figura 1 - Controle de qualidade dos organismos-teste: estabelecimento da faixa aceitdvel, de CE(I)50; 24horas,
do dicromato de potdssio a Daphnia similis, :
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Com relacéio & variagdo dos valores de CE(I)50, ex-
pressa pelo coeficiente de variagho anual, ela pode ser
consequéncia de uma série de fatores bibticos e abiGti-
cos ndo controlados pela metodologia utilizada. E se
pode citar, entre os fatores bibticos, a variabilidade ge-
nética (6), as doencas ndo detectdveis visualmente, o
estado nutricional e a idade dos organismos.

Com o objetivo de identificar as possfveis varidveis
capazes de interferir nos resultados dos testes de foxici-
dade aguda, com dicromato de potdssio, a CETESB
realizou estudos (trabalhos em elaboragio) para avalia-
cfo da sensibilidade de Daphnia similis jovens, obtidas
através de dois métodos de separagdo: por peneiramento
¢ por idade conhecida, Verificou-se, nesse estudo, que
nfo existe diferenga significativa entre a sensibilidade
de organismos jovens de¢ Daphnia similis — com idade de
6 a 24 horas - conforme recomendagio da ISO (22)
para Daphnia magna, e a dos organismos jovens sepa-
rados através do sistema de peneiras. Ou seja, a utiliza-
¢lo de peneiras como método de separagdo dos orga-
nismos ndo lhes causa efeito estressor. Cabridenc &
Lundhal (7) mostram também que organismos jovens de
Daphnia magna, com idade inferior a 72 horas, podem
ser utilizados em testes de toxicidade aguda sem que os
resultados de CES0 sejam significativamente diferentes.
Barera & Adams (4) mostram que Daphnia magna, com
idade de até 48 horas, podem ser utilizadas em teste de
toxicidade, enquanto que a ISO (22) recomenda a utili-
zagao de organismos com idade de 6 e 24 horas de vida.

Quanto ao estado nutricional dos organismos, a CE-
TESB realizou um trabalho para avaliar a sensibilidade

" de lotes de individuos oriundos de culturas que recebe-

ram ¢ deixaram de receber alimentagio antes do teste. B
importante esclarecer que a alimentagio € fornecida
apenas uma vez por dia ¢ os testes de toxicidade séo
realizados ao longo do dia (CETESB, trabalho em ela-
boragio). Esses lotes de Daphnia foram testados com as
substincias de referéncia dicromato de potdssio € os
resultados desses experimentos mostraram também que
nfio existem diferengas significativas entre os valores de
CE(I)50; 24 horas, nos dois grupos testados, Essa
constatagdo indica, pois, que o fornecimento de 5 x 10
células algdceas por Daphnia por dia, como alimento, &
suficiente para manter os organismos em condicoes
Stimas para sua utilizacdo em testes de toxicidade,

Assim, pelos resultados de CE(I)50 apresentados na
Tabela 1, verifica-se que a precis@o analitica da meto-
dologia utilizada neste trabalho — expressa através do
coeficiente de variacdo — aponta para-uma variagio de
19,6 a 32,6 ao longo dos anos, com valor global de
30,3%.

Estes valores estao praticamente dentro da mesma
ordem de grandeza dagueles apresentados por Lewis &
Weber (17) que, avaliando a precisio analftica de resul-
tados de CE50, 48 horas, obtida com duas espécies de
Daphnia, com a ntilizagdo das substincias de referéncia
dodecil sulfato de s6dio, pentaclorofenato de sédio ¢
cddmio, obtiveram valores de coeficiente de variagdo,
para cada substéncia, respectivamente, de 43,8%, 33,7%
e 20,9% para Daphnia pulex; e de 28,9%, 10,4% e
72,4% para Daphnia magna. '
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