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Resumo

A gestdo de qualidade de agua baseia-se, em grande medida, em analises laboratoriais fidveis
que sdo efetuadas em laboratdrio acreditados para o efeito.

O controlo da qualidade da agua inclui inimeros parametros indicadores entre 0s quais a
toxicidade, que mede o eventual efeito nocivo de determinada substancia num organismo, ou
numa subestrutura deste.

A andlise do grau de toxicidade da agua é atualmente reconhecido como um parametro de
elevada importdncia para a qualidade e seguranca da agua, tanto em monitorizagdo de rotina,
como em situacbes de emergéncia, embora ndo tenha ainda sido integrado na legislacédo
nacional de dguas de consumo, naturais ou residuais.

Neste trabalho pretendeu-se efetuar a implementacdo das analises de toxicidade em matrizes de
aguas, pela técnica fotometria/ bioluminescéncia. O método de andlise implementado utilizou
0 equipamento, Microtox® FX, com a utilizacdo da bactéria bioluminescente Aliivibrio fischeri
como bioindicador.

A bactéria foi testada com substancias de referéncia, presentes na norma ISO 11348-3:2007,
nomeadamente dicromato de potassio e 3,5-diclorofenol e os valores da CEso obtidos com o
método Microtox® FX foram de 43,76 + 6,35 mg/L e 53,20 + 5,50 mg/L. para o dicromato de
potéssio e 3,99 + 0,15 mg/L para o 3,5-diclorofenol.

Relativamente aos cloritos, a bactéria apresentou sensibilidade com baixas % de inibicdo,
concordante com o valor estipulado pela legislagdo de 0,7 mg/L. Outro subproduto de oxidacao,
os cloratos, com valores legais semelhantes, foram obtidos resultados diferentes, pois as % E
foram muito baixas, para concentragdes elevadas (81,9 mg/L e 40,95 mg/L).

Para 0s ensaios com microcistina-LR e anatoxina-a, para a primeira as % E foram muito baixas
em elevadas concentragdes (acima do limite legal de 1 pg/L), tendo-se concluido que abactéria
é sensivel a esta toxina somente em elevadas concentracdes, enguanto para a anatoxina-a as
bactérias apresentaram elevada sensibilidade, pois baixas % E foram detetadas até uma
concentragdo de 0,00038 /L detetando toxicidade abaixo do limite provisério para agua de
consumo 0,001 po/L e abaixo do futuro valor guia da OMS de 30 /L.

Conclui-se que foi possivel implementar e validar o método de ensaio para a avaliagdo da
toxicidade usando a bactéria bioluminescente Aliivibrio fischeri com o equipamento Microtox®

FX, para que seja possivel uma avaliacdo da toxicidade em diferentes matrizes de agua.

Palavras-chave: Agua, Ecotoxicidade, Bactérias Bioluminescentes, Microtox® FX



Abstract

Water quality management is largely based on reliable laboratory analysis that are performed
in accredited laboratories.

Water quality control includes a number of indicator parameters, including toxicity, which
measures the eventual harmful effect of a substance on an organism or its sub-structure.

Water toxicity analysis is currently recognized as a parameter of high importance for water
quality and safety/security, both in routine monitoring and in emergency situations.
Nevertheless, it has not yet been integrated into the National legislation for drinking, natural or
waste waters.

This work intended to implement the toxicity analysis in water matrices by photometry /
bioluminescence technique. This method was implemented using the equipment Microtox®
FX, using the bacterium Aliivibrio fischeri as a bioindicator. After implementing the water
toxicity analysis method, different chemicals relevant to natural and drinking water quality were
tested.

The bacterium was tested with reference substances, present in the ISO 11348-3: 2007 standard,
namely potassium dichromate and 3,5-dichlorophenol and the EC50 values obtained with the
Microtox® FX method were 43.76 + 6.35 mg / L and 53.20 £ 5.50 mg / L for potassium
dichromate and 3.99 = 0.15 mg / L for 3,5-dichlorophenol.

Regarding chlorites, the bacteria showed sensitivity with low % inhibition, in agreement with
the value stipulated by the legislation of 0.7 mg / L. Another oxidation by-product, chlorates,
with similar legal values, obtained different results, since the % E were very low, for high
concentrations (81.9 mg / L and 40.95 mg / L).

For the tests with microcystin-LR and anatoxin-a, for the former % E were very low in high
concentrations (above the legal limit of 1 pg /L), concluding that the bacteria is sensitive to
this toxin only in high concentrations, whereas for anatoxin-a the bacteria showed high
sensitivity, as low % E were detected up to a concentration of 0.00038 pg / L detecting toxicity
below the provisional limit for drinking water 0.001 pg / L and below the future value WHO
guide of 30 g / L.

Itis concluded that it was possible to implement and validate the test method for the evaluation
of toxicity using the bioluminescent bacterium Aliivibrio fischeri with the Microtox® FX
equipment, so that it is possible to evaluate the toxicity in different water matrices in the
laboratory.

Keywords: Water, Ecocotoxicity, Bioluminescent bacteria, Microtox® FX
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Estrutura da dissertacédo

A presente dissertacdo tem como objetivo descrever as atividades desenvolvidas ao
longo do estagio curricular, desenvolvido no &mbito do segundo ano do curso de Mestrado em
Tecnologia dos Alimentos da Universidade do Algarve, o qual foi realizado na area de
Microbiologia do Laboratorio da empresa Aguas do Algarve.

A sequinte dissertacdo encontra-se dividida em 5 capitulos.

No capitulo | é feita uma breve descricdo da empresa Aguas do Algarve, S.A. e salienta-se a

importancia do tratamento de dgua e a sua qualidade para consumo humano.

O Capitulo 1l pretende descrever os principais objetivos do projeto de estagio e fundamentos

do mesmo.
Os materiais e métodos utilizados durante o projeto de estagio sdo descritos no Capitulo 111

No Capitulo 1V apresentam-se os resultados obtidos durante o projeto e estes sdo discutidos
com base na andlise ecotoxicoldgica, considerando a literatura recentemente publicada sobre o
assunto. As conclusdes deste trabalho séo apresentadas no Capitulo V assim como algumas

sugestdes de trabalho futuro.
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CAPITULO I - Descri¢do da Empresa

Sintese

Neste capitulo encontra-se um breve resumo sobre a importancia da agua para a sobrevivéncia de todos os
ecossistemas bem como uma breve descri¢ao da empresa onde foi realizado o estagio

19



1. Introducéo
1.1 A importéncia da &gua

A &gua para o consumo humano, ou seja, a agua isenta de qualquer perigo/risco para a
salde dos consumidores, deve ser de facil acesso e estar disponivel para todos como um direito
(Bijelovic et al., 2017; Rompré et al., 2002; WHO, 2017).

Este importante recurso desempenha um papel significativo na prosperidade social e no
bem-estar de toda a populacdo (Damo & Icka, 2013; Mendes, 2010).

E gracas & presenca de agua que a vida se desenvolveu na Terra. Esta é uma das poucas
substancias presentes na natureza que apresenta diferentes estados fisicos, como o estado
solido, liquido e gasoso. Esta caracteristica € muito importante, pois permite a regeneracdo da
agua que, uma vez consumida, estaria esgotada. A distribuicdo de agua na terra é governada
por um complexo sistema de troca de matéria e energia entre a superficie da terra e a atmosfera,
através do mais comummente conhecido “ciclo da agua” (Delpiaz, 2014).

A Figura 1 ilustra a forma desigual de distribuicdo da agua na terra, verificando-se que
somente 3 % da agua na superficie terrestre é agua doce, sendo que o0s restantes 97 % de agua
residem no oceano. De agua doce, 69 % encontram-se em calotes polares e Glaciares, 30 % no
subsolo e menos de 1 % corresponde a agua superficial a qual encontra-se localizada em lagos,
rios e pantanos (Bralower & Bice, 2019).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a agua destinada ao consumo
humano ndo deve apresentar nenhum risco para a salde, mesmo para os individuos mais
vulnerdveis como o caso de bebés, idosos, doentes cronicos e pessoas imunodeprimidas.

A 4gua potavel ndo é somente utilizada para beber mas € também necessaria para todos
os fins domésticos habituais, como para a lavagem e preparacdo de alimentos e para a
manutencdo da higiene pessoal. A agua para o0 consumo deve possuir caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas que permitam todos estes usos possiveis (Roccaro, Mancini, &
Vagliasindi, 2005).
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Distribuicio da dgua na terra Distribuic¢io da dgua doce
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Distribuicio da dgua
superficial doce

Figura 1 - Distribuicdo da agua naterra.
Fonte: Adaptado de (Bralower & Bice, 2019)

Com oaumento da populagdo mundial, aagua disponivel para o consumo tornou-se um
recurso limitado e, por consequéncia, ao longo dos séculos, foram desenvolvidas técnicas e
sistemas sofisticados para obter acesso a novas reservas de agua atraves da construcdo de pocos,
aquedutos e barragens, conseguindo assim distribuir agua necessaria para irrigacdo e para o
consumo. Alm dos problemas de higiene causados pelos residuos insalubres, o répido
desenvolvimento das industrias, especialmente o desenvolvimento das indUstrias quimicas,
resultou numa contaminacdo constante de todos os recursos hidricos (Szewzyk et al., 2000).
Estes Gltimos estdo sob crescente pressdo devido ao aumento das necessidades de agua em todos
sectores e ao elevado risco de poluicdo devido as atividades humanas (Roccaro, Mancini, &
Vagliasindi, 2005).

1.2 Aguas do Algarve (AdA)

Toda a regido do Algarve ¢é abrangida por um sistema multimunicipal de agua e
saneamento, cujo concessionario é a empresa Aguas do Algarve. A AdA S.A, criada através da
publicagdo do Decreto-Lei 168/2000 de 5 de Agosto, a qual é integrada no Grupo Aguas de
Portugal.
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A AdA é uma concessionaria detentora das concessfes de captacdo, tratamento e
abastecimento de agua para consumo humano e tratamento de &guas residuais para a regido do
Algarve. Os municipios abrangidos pelos sistemas de abastecimento de &gua e de saneamento
de aguas residuais sdo 0s que constituem toda a regido do Algarve nomeadamente Albufeira,
Alcoutim, Aljezur, Castro Marim, Faro, Lagoa, Lagos, Loulé, Olhdo, Monchique, Portimao,
S&o Brés de Alportel, Silves, Tavira, Vila do Bispo e Vila Real de Santo Antonio.

As albufeiras de Odeleite, Beliche, Odelouca e Bravura, as quais fazem parte deste
sistema de abastecimento, sdo aquelas que fornecem os volumes de dgua necessarios para
abastecer a populacdo do Algarve (Franco, 2015).

O Sistema Multimunicipal de Abastecimento da AdA compreende 78 Pontos de entrega
de &gua, 20 captacBes de agua subterranea e 4 captacdes de agua superficial, cerca de 500 km
de condutas, 34 estacGes elevatorias, 4 estacdes de tratamento de agua (ETA), nomeadamente
a ETA de Alcantarilha, de Beliche, de Fontainhas e a de Tavira, com uma capacidade total de
tratamento de 5,65 mé/s. Possui também 20 reservatorios para armazenamento de agua, em alta
(71 055 m®) (Aguas do Algarve SA, 2019).

1.2.1 ETA de Alcantarilha

A estacdo de tratamento de &gua de Alcantarilha encontra-se a cerca de 10 Km da
cidade de Silves e a cerca de 12 Kmdo Tunel Odelouca, junto a localidade de Alcantarilha -
Gare. Esta ETA tem como funcéo tratar a agua superficial proveniente daalbufeira de Odelouca
(desde 2012) e a agua subterr@nea proveniente das captaces de Vale da Vila e de Benaciate,
sendo a sua capacidade maxima de producdo de 259.000 m*/dia. Para garantir as necessidades
de abastecimento de &gua, tanto em época alta como em época baixa, a ETA de Alcantarilha é
constituida por trés linhas de tratamento em paralelo, garantindo assim a necessaria
flexibilidade de tratamento. A agua tratada em Alcantarilha, € seguidamente distribuida para os
conselhos de Albufeira, Aljezur, Lagoa, Lagos, Monchique, Portimdo, Loulé (Oeste e Norte),
Silves e Vila do Bispo, podendo também abastecer, em caso de necessidade, 0s municipios de

Faro, Olhdo e Tavira através da estacdo elevatoria reversivel (Aguas do Algarve SA, 2019).
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1.2.1.1 Funcionamento da ETA de Alcantarilha

O objetivo das varias técnicas aplicadas no tratamento de &gua potavel é, além da
remocdo e inativacdo de potenciais microrganismos patogénicos, remover 0 maior ndmero
possivel de compostos da agua bruta, de modo a satisfazer os limites exigidos pelas autoridades
e a salvagurada da salde publica (Douterelo, Sharpe, & Boxall, 2013; Hebaiti et al., 2017;
Roccaro, Mancini, & Vagliasindi, 2005).

Apos a captacdo da agua superficial proveniente da albufeira de Odelouca e agua
subterranea proveniente das captactes de Vale da Vila e de Benaciate, inicia-se 0 processo de
tratamento da agua bruta.

Com o objetivo de assegurar uma agua livre e sem quaisquer riscos para 0s consumidores a
ETA de Alcantarilna utiliza os seguintes processos de tratamento: Pré-oxidacdo,

coagulagdo/adsorcdo, floculacdo, decantacdo, filtracdo e desinfecdo final.

1.2.1.2 Laboratério da AdA

A empresa AdA possui um laboratério de controlo de qualidade da agua constituido por
duas unidades laboratoriais, situadas nas duas principais estacdes de tratamento de agua da
empresa, nomeadamente a ETA de Tavira e ETA de Alcantarilha. Neste laboratdrio existem 3
areas tecnicas: biologia, microbiologia e fisico-quimica. O laboratorio da AdA centrou-se na
colheita e andlise de aguas para consumo humano (aguas processadas na ETA e aguas de
aducdo), aguas naturais (superficiais e subterraneas) bem como aguas residuais e respetivos
meios recetores. O Laboratorio encontra-se acreditado, desde 2006, pela norma ISO/IEC
17025:2018, a qual estabelece os requisitos gerais de competéncia para laboratorios de ensaio
e calibracdo. Este encontra-se acreditado para cerca de 200 parametros de qualidade da agua,
que correspondem a cerca de 382 ensaios acreditados, em diferentes tipos de matrizes (aguas
naturais, aguas de consumo, aguas residuais, balneares e piscinas), das trés areas técnicas acima

mencionadas (Aguas do Algarve SA, 2019) estando ainda acreditado para colheita de amostras.

1.3 Qualidade da agua

O problema da poluicdo de &4gua afeta em grande escala os ambientes aquaticos, 0s
quais sdo sensiveis principalmente a varias tipologias de contamina¢do, como a poluicdo

quimica e a contaminacdo microbioldégica, as quais sdo resultantes de varias atividades
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antropogénicas. Estes poluentes podem ter efeitos devastadores nos ecossistemas com
consequéncias de longo prazo (Adams & Rowland, 2002; Soares de Mendonga, 2005).

Segundo Peterson , et al., 2017, estima-se que, anualmente, a indGstria quimica liberte
para 0 ambiente aproximadamente 1.000 novas substancias e que pelo menos 100 milhdes de
toneladas de produtos quimicos sejam libertados no ambiente anualmente. Entre eles estdo
pesticidas, metais pesados, Oleos, produtos de higiene pessoal, produtos farmacéuticos e
desreguladores endocrinos, entre outros. Embora casos de poluicdo em grande escala sejam
raros (como o caso do derrame de petrOleo), os efeitos subletais e cronicos da exposicdo a
substancias quimicas sdo muito comuns.

Em varios setores industriais, a utilizacdo cada vez mais extensa de produtos quimicos
com uma elevada agdo tdxica, que entram diretamente / ou indiretamente no ambiente como
resultado da lixiviagdo do solo, ou pela precipitacdo de chuvas e posteriormente transferidos
para 0s cursos de agua, requer um controlo cada vez mais cuidadoso destas emissdes. Um
controlo constante da qualidade das dguas e uma verificacdo dos efeitos que estas substancias
podem causar no ambiente, deverd ser realizado nos Varios ecossistemas e, no caso da agua para
consumo humano, também deverdo ser estudados os efeitos sobre a saude dos consumidores
(Marchini, 2005; Peterson et al., 2017).

Por outro lado, as atividades urbanas sdo uma das maiores fontes de poluicdo para 0s
ecossistemas aquaticos, 0s quais estdo cada vez mais degradados e fragilizados devido a
descarga de poluentes. A descarga excessiva de alguns constituintes nos recursos hidricos,
como sOlidos suspensos, nutrientes, microrganismos e compostos toxicos tornam a agua
inadequada para a sobrevivéncia ou o crescimento de organismos aquaticos (Kogbas & Oral,
2015).

Em Portugal, a principal regulamentacdo da qualidade da agua de consumo humano
encontra-se estabelecida no Dec. Lei 306/2007, alterado pelo Decreto-Lei n° 152/2017, de 7 de
Dezembro.

A legislacdo dos diversos paises baseia-se nas orientacdes da Organizagdo Mundial
de Saude e em particular nos Guidelines for Drinking Water Quality, que constituem o padrao

de referéncia mundial do sector.
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Capitulo Il — Fundamentos do projeto de
Estagio

Sintese

Este capitulo ira abordar o tema da ecotoxicologia e os métodos de ensaios para determinar a toxicidade de
determinadas substancias sobre organismos teste
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2. A Ecotoxicologia

Pelas razdes expostas no capitulo anterior, a monitorizacdo e a avaliacdo da poluigao
ambiental é um assunto de grande preocupacao devido as implicacdes que os poluentes podem
exercer sobre o ambiente, organismos e ecossistemas, bem como sobre a qualidade devida dos
seres humanos e sobre a saude publica (Silva, 2017; Szewzyk et al.,2000).

A ecotoxicologia é uma disciplina relativamente recente, designada pela primeira vez
em 1969, pelo toxicologista francés René Truhaut (Hoffman et al, 2002; Magalhdes & Ferréo-
Filho, 2008; Rodrigues, 2017).

Literalmente, a toxicologia (do termo latim toxicum, e por sua vez do grego to&ikov-
veneno) éa "ciéncia dos venenos”. Poroutro lado, a ecologia (do grego oixog, oikos —ambiente
e AOyog, logos-estudo) € o estudo das interagfes entre todos 0s organismos. A ecotoxicologia é,
portanto, a ciéncia dos venenos ou toxicos para o ambiente (Marchini, 2005; Satoh & Inayat-
Hussain, 2009).

Esta ciéncia pertence ao ramo da toxicologia e tem como objetivo 0 estudo dos efeitos
de agentes tdxicos, substancias naturais ou sintéticas, sobre a estrutura e o funcionamento dos
ecossistemas e sobre as interacdes entre a componente bidtica e abi6tica, protegendo espécies
naturais e as populagdes (Barbosa, 2005; Hoffman et al., 2002; Magalhdes & Ferrdo-Filho,
2008; Rubinger, 2009; Truhaut, 1977).

A toxicidade de uma substancia pode entdo ser definidla como o potencial, ou a
capacidade de qualquer substancia, de causar efeitos adversos em organismos Vivos como, por
exemplo, um veneno ou uma toxina produzida por microrganismos (Rice et al., 2012; Silva,
2017).

Tendo em conta que, no ambiente, 0S compostos se encontram naturalmente em
misturas, o estudo da ecotoxicidade, em amostras ambientais, pode ndo envolver a agdo de
apenas uma substancia isolada, mas sim da interacdo e extensdo de VArios agentes presentes
num determinado ambiente (Brota, 2012).

A ecotoxicologia tem como objetivo realizar medicOes de toxicidade em amostras
ambientais utilizando baterias de testes, recorrendo a uma série de organismos alvo
(bioindicadores), ou subestruturas destes, com a finalidade de determinar o grau ou o efeito
bioldgico de diferentes concentracdes de uma substancia ou de uma amostra-teste nos mesmos.
Desta forma, pretende prever os possiveis impactos dos compostos presentes nas amostras
ambientais, nos ecossistemas, pesquisando quaisquer causas de toxicidade (Magalhdes &
Ferrdo-Filho, 2008; Duarte, 2016).
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3. Ensaios Ecotoxicologicos

A presenca de uma grande variedade de poluentes organicos e inorganicos no meio
aquatico, constitui atualmente um problema muito grave, devido aos seus potenciais efeitos
adversos nos ecossistemas, ameacando ao mesmo tempo a saude humana. Portanto, € muito
importante estabelecer e melhorar os métodos e procedimentos analiticos sensiveis e seletivos
para a detecdo e identificacio prévia destes compostos, 0s quais deverdo ser
tratados/minimizados na origem, a fim de proteger o ambiente e a saude humana e animal
(DIRECTIVA 2008/105/CE; Satoh & Inayat-Hussain, 2009; Schreiber et al., 2018; Vega
Morales et al., 2010).

Para garantir a qualidade quimica e a seguranca daagua potavel, é essencial controlar
as fontes de agua superficiais, subterraneas bem como toda a rede de distribuicdo (Parvez,
Venkataraman, & Mukherji, 2006; Woutersen, 2011).

Ao longo dos anos, tém sido desenvolvidas varias técnicas, entre as quais, 0s testes
ecotoxicolégicos, que constituem algumas das ferramentas mais utilizadas para a avaliagdo
ecoldgica e bioquimica da qualidade da agua. Estes testes sdo baseados na detecdo de sinais
biolégicos produzidos por microrganismos, organismos ou subestruturas destes, em resposta a
presenca de contaminantes toxicos (Bodini et al., 2018; Brota, 2012; Fernandez-Pifias et al.,
2014; Parvez, Venkataraman, & Mukherji, 2006; Silva, 2017)

Normalmente, estes organismos sdo expostos, durante um determinado periodo de
tempo, a diferentes concentracdes da mesma substancia, composto quimico ou a diferentes
diluices de uma amostra ambiental (&guas residuais, lamas de depuragdo, solos, sedimentos
fluviais ou marinhos, etc.), num meio adequado (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008; Silva, 2017).

Simultaneamente, pelo menos um grupo de organismos ndo é submetido a substancia-
teste ou amostra sendo assim denominado grupo de controlo, enquanto no controlo positivo,
utiliza-se um agente toxico de efeito conhecido (substancia quimica de referéncia) para
assegurar que o organismo responda apropriadamente ao agente toxico (Magalhdes & Ferréo-
Filho, 2008; Rodrigues , 2017; Rubinger, 2009; Silva, 2017).

Ap0s 0 contato com amostras possivelmente contaminadas, ocorrem varios processos
nos organismos testados, podendo estes resultar em mudangas bioquimicas, metabdlicas, de
comportamento, crescimento, reproducdo ou até a morte dos mesmos. Estas alteracdes podem
entdo indicar um sinal de toxicidade, sendo necessarias andlises quimicas mais detalhadas para
determinar a origem da toxicidade (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008; Niemirycz et al., 2007;
Rodrigues, 2017).
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Entre os principais grupos de organismos, utilizados nos ensaios laboratoriais,
destacam-se: microalgas, micro-crustaceos, equinoides, poliquetas, oligoquetas, peixes e
bactérias, representando 0s mais diversos ecossistemas e niveis troficos aquaticos (Bodini et
al., 2018; Brota, 2012).

3.1 Testes de toxicidade aguda e cronica

Ao longo dos ensaios, 0s organismos-teste podem ser submetidos a exposices agudas
ou cronicas apds o conctato com a substancia-teste ou amostra. Estas exposicdes diferem na
duracédo dos ensaios e nas respostas finais (Costa etal., 2008; Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008).

A expressdo ‘dose’ ¢ utilizada para especificar a quantidade de uma substancia quimica
administrada durante os testes, enquanto 0s termos ‘efeito’ ou ‘resposta’, sao utilizados para
indicar uma alteracdo bioldgica, num organismo (ou subestrutura) ou numa populacdo em
relacdo a uma exposicdo (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008).

Os testes de toxicidade aguda sdo ensaios de curta duragdo em relagdo ao periodo de
vida do organismo-teste ou populacdo (geralmente entre 0 a 96 h) os quais permitem estimar a
dose ou concentracdo de um agente tdxico, capaz de produzir uma resposta especifica
mensurdvel (Gomes, 2007; Rodrigues, 2017; Silva, 2017).

Através destes testes é possivel avaliar diferentes parametros ecotoxicologicos tais
como a imobilidade, alteracbes nas reagbes bioquimicas/enzimaticas, alteracbes no
metabolismo e alteragbes no sistema reprodutivo ou a mortalidade. A partir destes testes,
obtém-se parametros padronizados como a concentracdo letal 50 % (CLso), ou seja, a
concentracdo de uma determinada substancia dissolvida em meios aquosos, capaz de provocar
morte em 50 % dos organismos teste, num determinado tempo de exposicdo. Pode medir-se
também a concentragdo efetiva 50 % (CEso), ou seja, a concentracdo de substancia dissolvida
em meios aquosos capaz de provocar efeitos agudos em 50 % dos organismos, como por
exemplo, provocar alteracfes de parametros associados a funcGes biologicas, apds um
determinado periodo de tempo de exposicdo (Costa et al., 2008; Gomes, 2007; Magalhdes &
Ferrdo-Filho, 2008; Niemirycz et al., 2007).

Os testes de toxicidade cronica sdo utilizados para medir os efeitos de substancias por
um periodo de exposicdo prolongada podendo abranger parte ou todo o ciclo de vida de uma
populacdo ou de um organismo - teste. Estes permitem determinar a concentracdo em que ndo
se observam efeitos, denominada concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e a

concentracdo mais baixa em que deteta um efeito tdxico, designada concentracdo de efeito
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observado (CEQ), podendo os resultados ser expressos também em CEso (Costa et al., 2008;
Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008; Rodrigues, 2017; Silva, 2017).

3.2 Principais vantagens e desvantagens dos bioensaios

Em relacdo as analises quimicas, as quais permitem identificar e quantificar os
compostos presentes nas amostras, 0s bioensaios apresentam varias vantagens, pois permitem
realizar avaliagdes globais do impacto de todos os poluentes presentes no ambiente através de
um Unico ensaio; permitem examinar e quantificar os efeitos toxicos nos organismos Vivos
utilizando espécies indicadoras sensiveis as substancias em teste. Estes ensaios sdo ainda, em
geral, simples de executar, sem requerer técnicos altamente especializados, e sdo relativamente
econdémicos. No entanto, 0s bioensaios também apresentam algumas desvantagens como a de
avaliar o efeito do poluidor, mas sem identificar o poluente e a sua origem e, também, ndo
permitem testar todas as espécies ambientais expostas, nem todas as possiveis vias de
exposicdo. Por essa razdo, as andlises quimicas e 0s testes de toxicidade devem-se
complementar (Costa et al., 2008; Duarte, 2016; Niemirycz et al., 2007).

4. Bactérias Bioluminescentes

Durante muitos anos, as avaliagdes de toxicidade de corpos hidricos foram realizadas
com organismos teste tais como algas, dafnias, peixes, plantas, vermes, mexilhdes e ostras. No
entanto, estes testes sdo muito demorados pois requerem tempos maiores de exposicdo e
maiores volumes da amostra, exigem o cultivo continuo dos organismos, apresentando também
custos elevados (Costa et al., 2008; Gomes, 2007; Niemirycz et al., 2007).

Atualmente, existe também um grande interesse nos ensaios com bactérias
bioluminescentes, devido a sua rapidez de resposta. Uma das bactérias bioluminescentes mais
estudada ao longo dos anos é a espécie Aliivibrio fischeri ou Vibrio fischeri (também
denominada como Photobacterium fisheri) (Abbas et al., 2018; Gomes, 2007).

A bioluminescéncia deriva da palavra grega “Bios” (viver) e da palavra latina “lumen”
(luz) que literalmente significa uma luz viva. Este tipo de fendmeno tem sido visto em muitos
tipos de organismos o qual ganhou a atencdo dos cientistas por causa de sua beleza, fisiologia,
bioquimica, genética e facilidade de detecdo (Kulkarni & Kulkarni, 2015).

Estas bactérias, tém forma de bastonete, sdo mdveis, Gram-negativas e podem funcionar como

anaerdbios facultativos (Molina, Tuazon, & Larman, 2015).
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As bactérias bioluminescentes sdo encontradas principalmente em ambientes marinhos
em simbiose com outros organismos (certos tipos de lulas e peixes), colonizando o 6rgdo
produtor de luz (fotéforo) ou sendo parte da microbiota entérica normal (intestino), conferindo
assim a luminescéncia para a camuflagem ou atracdo de presas pelo hospedeiro. Também
podem ser encontrados em estado de vida livre (planctonico) alimentando-se de substancias
organicas presentes na agua (Abbas et al., 2018; Shaikh & Prabhu, 2017).

4.1 Mecanismo de Luminescéncia

A luz é emitida pelas bactérias bioluminescentes através de um mecanismo que muitas
células bacterianas utilizam para comunicar entre elas, denominado de Quorum sensing, ou
seja, apos alcancarem uma certa densidade celular apresentam luminescéncia. A reacdo de
luminescéncia bacteriana, catalisada pela luciferase, envolve a oxidacdo de um aldeido alifatico
de cadeia longa e um mononucleotideo de flavina reduzido (FMNH2), gerando luciferina
(FMN), aforma oxidada do aldeido e agua, com libertacdo do excesso de energia livre na forma

de uma luz azul-verde correspondente a 490nm.

FMNH2 + RCHO + Oz ----> FMN + RCOOH + H20 + luz (490nm)

Devido a esta sua caracteristica, e ao facto de ser possivel medir a luminescéncia com o
equipamento de laboratdrio, as bactérias luminescentes sdo comumente utilizadas como um
biossensor para a presenca de diferentes poluentes ambientais encontrados na agua, no solo e
na atmosfera (Boynton, 2009; Molina, Tuazon, & Larman, 2015).

As interagdes de substancias toxicas com as bactérias bioluminescentes causam uma
diminuicdo da respiracdo celular e consequentemente a inibicdo da producdo de luminescéncia.
As substancias toxicas podem causar a inibicdo de algumas enzimas ou interferirem nos
processos de transporte atraves da membrana, levando a um abrandamento das reacfes de
producdo de energia da célula e, consequentemente, uma reducdo na emissdo de
bioluminescéncia (Boynton, 2009; Girotti et al., 2002; Shaikh & Prabhu, 2017).
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4.2 Principais aplicac6es

Uma das aplicacBes dos organismos bioluminescentes é a detecdo de poluentes toxicos
na agua. Os métodos de detecdo baseados na bioluminescéncia sdo adequados para uma triagem
preliminar de substancias tdxicas presentes no meio ambiente. Este sistema é sensivel a muitos
compostos toxicos e utiliza uma técnica rapida e simples. Apesar da sua simplicidade, pode
representar o real impacto de todos os produtos quimicos presentes numa dada amostra ou
ecossistema (Gomes, 2007; Halmi et al., 2014).

Os testes ecotoxicologicos sdo também muito utilizados para avaliagdo de descargas de
aguas residuais urbanas e industriais no ambiente (William et al., 1993).

Em alguns paises, tais como os EUA, Canada, Australia, Nova Zelandia, e alguns paises
Europeus, este tipo de testes sdo mesmo utilizados na monitorizacdo de efluentes, desde os anos
90, constituindo a base da legislacio de descargas de aguas residuais. E provavel que os testes
ecotoxicologicos venham a ter um importante papel na regulamentacdo do setor da dgua, num

futuro préximo.

5. Compostos toxicos e aguas de consumo
5.1 As Cianobactérias

As cianobactérias sdo organismos cujo nome deriva da palavra grega kvavog (kyands)
“azul”, sendo também conhecidas e chamadas algas azuis ou algas verde-azuladas, pois estas
possuem caracteristicas comuns tanto as algas como as bactérias (Muro, 2014; Sieroslawska,
2014; WHO, 2003).

Ofilo Cyanobacteria (cianobactérias), ou divisdo Cyanophyta (cianofitas) sdo bactérias
fotossintéticas capazes de realizar as fases claras e escuras da fotossintese devido a possuir
clorofila a na sua estrutura. Além da clorofila a, estas possuem também outros pigmentos, como
0 caroteno, a xantofila, a ficocianina azul e a ficoeritrina vermelha (Carpenter & Khiari, 2016;
Ettoumi et al., 2011; Funari & Testai, 2008; Petrachi, 2015; WHO, 2003). As cianobactérias
podem ser encontradas em ecossistemas aquaticos ou terrestres, incluindo regides articas e
tropicais (Rutkowska et al., 2019).

A maioria das cianobactérias sdo fotoautotroficas aerdbias, que requerem apenas agua,

dioxido de carbono, nutrientes inorganicos e luz para sobrevivéncia, mas outras tém
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propriedades heterotréficas e podem sobreviver por longos periodos em completa escuriddo.
Algumas espécies também sdo capazes de fixar 0 azoto atmosferico, através de estruturas
especializadas chamadas de heterocistos, produzindo compostos de azoto inorganicos para
sintetizar biomoléculas contendo azoto, tais como A&cidos nucleicos e proteinas. As
cianobactérias podem ser encontradas em formas filamentosas unicelulares, colonias ou em
agregacdes multicelulares. Estas bactérias sdo Gram-negativas, embora a camada de
peptidoglicano seja mais espessa do que a maioria das bactérias Gram-negativas (Ettoumi et
al., 2011). Além disso, algumas espécies podem regular a sua flutuabilidade, usando vesiculas
de gas especializadas e, assim, mover-se verticalmente dentro da coluna de agua para otimizar
o crescimento (Muro, 2014).

As cianobactérias tém a capacidade produzir florescéncias sazonalmente, sob condigdes
favoraveis, em varios ambientes naturais (pH ideal, disponibilidade de nutrientes, luz,
temperatura), incluindo A&gua salgada, salobra ou doce, nascentes frias e quentes, e em
ambientes onde ndo existem outras microalgas, incluindo areia do deserto, cinzas vulcanicas e
rochas. As cianobactérias também formam associagdes simbiéticas com animais e plantas
aquaticos (Codd, 2000; Ettoumi et al., 2011; Funari & Testai, 2008; Sieroslawska, 2014).

As influéncias humanas como a urbanizacdo, aumento da populacdo e agricultura
contribuem para a incidéncia de florescéncias (blooms) de cianobactérias (Carpenter & Khiari,
2016).

5.2 Cianotoxinas

As cianobactérias podem produzir uma ampla gama de compostos bioativos, que
poderdo ter efeitos benéficos ou terapéuticos, ou ainda efeitos toxicos. Entre estas substancias,
encontram-se toxinas que podem representar uma ameaga direta ndo apenas para 0S 0rganismos
gue vivem nos mesmos ecossistemas, mas também para 0s animais terrestres e humanos
(Chorus & Bartram, 1999; Sieroslawska, 2014).

A crescente eutrofizacdo de muitas origens de agua e de &reas recreativas, pelo
escoamento de detergentes e fertilizantes, promove o aumento de nutrientes e a proliferacdo de
cianobactérias potencialmente perigosas. Algumas cianotoxinas estdo principalmente presentes
na célula cianobacteriana (cianotoxinas intracelulares), enquanto outras sdo libertadas da célula
na 4gua circundante (cianotoxinas extracelulares) (Ettoumi et al., 2011).
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Quando as células de cianobactérias sofrem lise ou morrem, as toxinas sdo normalmente
libertadas para a 4gua. Além disso, as cianotoxinas podem acumular-se na cadeia trofica, por
exemplo, em moluscos bivalves e peixes, em niveis que, embora ndo sejam tdxicos para 0s
mesmos, podem levar, por bioacumulagdo, a niveis consumidos por seres humanos que estdo
acima do nivel recomendado de consumo (Lindner et al., 2004).

Nem todas as cianobactérias produzem toxinas, mas o enriquecimento de nutrientes e
poluentes do escoamento antropogénico nos recursos hidricos favorece o crescimento de
cianobactérias e aformacdo de blooms prejudiciais, tornando-se um problema global (Carpenter
& Khiari, 2016; Muro, 2014).

Existem varios métodos laboratoriais para a detecdo, identificacdo e avaliacdo de efeitos
biologicos das cianotoxinas. Estes metodos incluem técnicas analiticas que permitem
especificar as concentracfes precisas de uma determinada toxina, bem como testes baseados
em organismos Vivos, para determinar o impacto toxicoldgico de uma Unica substancia ou de
uma mistura de compostos (Sieroslawska, 2014).

Os ensaios de bioluminescéncia, os quais envolvem a bactéria Aliivibrio fischeri, sdo
utilizados como uma forma rapida, reprodutivel e relativamente econdmica de avaliacdo da
toxicidade de uma amostra. Desde a sua apresentagdo, 0 ensaio Microtox® FX, baseado na
bioluminescéncia de Aliivibrio fischeri, tem sido aplicado para avaliar a toxicidade de uma
ampla gama de substancias incluindo as cianotoxinas (Balaji et al., 2019).

A presenca de florescéncias de cianobactérias nocivas em aguas superficiais destinadas
ao consumo e uso recreativo é um problema emergente em todo o mundo. De facto, nas Gltimas
décadas, a incidéncia destes fendbmenos tem aumentado (Petrachi, 2015).

A exposicdo humana a cianotoxinas, pode ocorrer por diferentes formas (Tabela 1)

Tabela 1 - Bxposi¢do humana a cianotoxinas
Fonte: (Codd, 2000;EPA, 2015)

Exposicéo Meio
Oral Agua (potavel ou de uso recreativo)
Alimentos (produtos da pesca)
Aerossois
Pulmonar Agua utilizada em atividades recreativas

Agua de banhos domésticos (duche)
Agua utilizada em atividades recreativas

Cutanea Agua de banhos domésticos (duche)

Hemodialise Agua utilizada em hemodialise
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A exposicdo as cianotoxinas através da gua potavel pode ocorrer se houver toxinas na
origem de &gua e as tecnologias de tratamento de agua existentes ndo forem projetadas para a
remocgdo destas toxinas (Codd, 2000; EPA, 2015).

As cianotoxinas podem ser subdivididas de acordo com dois critérios, o primeiro
baseado no seu mecanismo de acdo em vertebrados terrestres, especialmente mamiferos:
hepatotoxinas, neurotoxinas, dermatotoxinas e o segundo de acordo com sua estrutura quimica:
peptideos ciclicos, alcaloides lipopolissacarideos (Muro, 2014).
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Figura 2 - Classificacdo das cianotoxinas.
Fonte: Adaptado de Muro, 2014.

Os lipopolissacarideos, sdo os principais produtores de dermotoxinas as quais
encontram-se nos géneros Lyngbya, Anabaena Aphanizomenon, Nodulana, Oscillatoria,
Gloeotnchia e Schizothrix (Lindner et al., 2004; Vasconcelos, 1995).

5.2.1 Neurotoxinas

5.2.1.1 Anatoxinas

As anatoxinas sdo neurotoxinas soliveis em agua as quais sdo produzidas
principalmente por Anabaena genus bem como por outros géneros, incluindo Plantkothrix,
Oscillatoria, Microcystis, Aphanizomenon, Cylindrospermum and Phormidiumas. Estas
toxinas podem ser classificadas em 3 categorias: anatoxina-a (Figura 3A), a sua estrutura
homologa homoanatoxina-a (Figura 3B) e a anatoxina-a(s) (Figura 3C) (Mello et al., 2018).
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Figura 3 - Estrutura quimica da anatoxina-a, homoanatoxina-a e anatoxina-a(s)
Fonte: Mello et al., 2018

Na 4gua, a anatoxina-a € relativamente estdvel em condicbes neutras e acidas, no
entanto, sofre rapida degradacéo fotoquimica pela luz solar e sua decomposicao € acelerada por
condicOes alcalinas (Testai et al.,2016).

O principal alvo desta neurotoxina sdo 0s recetores nicotinicos de acetilcolina
(NAChRS) neuronais (proteinas integrais) da membrana os quais desempenham um papel-
chave na transmissdo de sinal entre os neurénios e o sistema nervoso central e periférico (Devic
et al., 2002).

A anatoxina-a liga-se aos recetores de acetilcolina no sistema nervoso central (SNC) e
periférico e em juncdes neuromusculares causando estimulagdo continua com paragem da
transmissdo elétrica. A morte pode ocorre por paralisia muscular e asfixia. A homoanatoxina-a
é um potente agente bloqueador neuromuscular enquanto a anatoxina-a(s), organofosforado
natural, inibe aatividade da acetilcolinesterase somente no sistema nervoso periférico. Ossinais
clinicos da ingestdo por anatoxina-a incluem convulusdes, tremores musculares, paralisia,
paragem respiratoria e, por vezes, a morte (Neilan et al., 2013).

5.2.1.2 Saxitoxina

As saxitoxinas pertencem ao grupo dos alcaloides neurotoxicos e sdo conhecidas
também como “toxinas paralisantes de mariscos” ou Paralytic Shellfish Poisoning (PSP), tendo
sido primeiramente isoladas em dinoflagelados marinhos, responsaveis pela ocorréncia de
marés vermelhas. Estas toxinas sdo produzidas também por cianobactérias dos géneros

Anabaena, Cylindrospermopsis, Planktothrix, Lyngbya e Aphanizomenon (Neilan et al., 2013).
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Figura 4 - Estrutura molecular da saxitoxina
Fonte: https://www.safetysecuritymagazine.com/articoli/quali-rischi-reali-nella-minaccia-bioterroristica-
per-mezzo-di-tossine-i-casi-di-ricina-e-sassitossina/

As toxinas paralisantes interferem na comunica¢do entre 0s neurdnios e as células musculares.
Estas inibem a conducdo nervosa por bloqueio dos canais de sodio, afetando a permeabilidade
ao potassio ou a resisténcia das membranas conduzindo desta forma uma paragem da
transmissdo do impulso nervoso com consequente paralisacdo muscular e respiratoria. Os
sintomas de intoxicacdo com saxitoxina sdo sensacdo de queimadura, dorméncia da pele e
membros. Outros sintomas podem incluir vomito, diarreia, suor e salivacdo excessiva e dores
de cabeca (Mello, et al., 2018).

5.2.2 Hepatotoxinas

5.2.2.1 Microcistinas

O tipo mais comum de intoxicacdo provocada por ingestdo de cianotoxinas €
proporcionado pelas hepatotoxinas. As espécies ja identificadas como produtoras dessas
hepatotoxinas estdo incluidas nos generos Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria,
Nostoc e Cylindrospermopsis (Agoas, 2008). A maioria das hepatotoxinas (todos 0s
heptapeptideos ciclicos) sdo microcistinas. As trés principais isoformas produzidas pelas
cianobactérias sdo microcistina-LR (a mais toxica), microcistina-RR e microcistina-YR, que
apresentaram residuos de leucina (L), tirosina (YY) ou arginina (R). Estas toxinas s&o
responsaveis pela destruicdo da estrutura interna do figado resultante em choque hipovolemico

e hepatomegalia (Mello et al., 2018).
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Figura 5 - Estrutura quimica da microcistina-LR
Fonte: Mello, Braidy, Marcal et al., 2018

A presenca destas toxinas nas aguas, mesmo em concentracbes baixas, levanta grandes
preocupacOes devido a sua toxicidade aguda e subletal. De modo a minimizar a exposicao
publica, a OMS adotou o valor guia para aguas de abastecimento publico de 1 pg/L para a
Microcistina-LR, uma das variantes mais comuns.

O Decreto-Lei n° 152/2017 de 7 de Dezembro também estabelece o valor paramétrico
das microcistinas LR, de 1 pg/L em aguas para o consumo humano. No referido Decreto-Lei
na Nota 12 parte 11l é mencionado que este parametro deve ser determinado a saida da estacéo

de tratamento de &gua, quando ha suspeitas de eutrofizacdo da massa de agua superficial.

5.3 Cloritos e Cloratos

A desinfecdo da &gua é de importancia crucial para o fornecimento de agua segura, livre
de riscos microbioldgicos. A destruicdo de microrganismos patogénicos € essencial e
frequentemente envolve o uso de agentes desinfetantes quimicos durante as varias fases de
potabilidade, reduzindo desta forma a incidéncia de doencas transmissiveis pela ingestdo de
agua contaminada, promovendo também a inibicdo da formacdo de biofilmes (Al-Outom et al.,
2016; Kettliz et al., 2016; WHO, 2017).

Os desinfetantes mais comuns s&o oxidantes como o cloro, ozono, cloraminas e o
dioxido de cloro (WHO, 2016; Kettliz et al., 2016).

Em geral, o uso de desinfetantes quimicos no tratamento de agua pode produzir
subprodutos de desinfecdo os quais podem colocar em risco a satde humana (Cisternas, 2007).

No entanto, os riscos para a salde poderdo ser comparativamente menores que 0S riscos
associados a desinfecdo inadequada, e é importante que a eficicia da desinfecdo ndo seja

comprometida na tentativa de controlar esses subprodutos (Health Canada, 2008; WHO, 2017).
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Os subprodutos de desinfecdo sdo compostos organicos e inorganicos que se formam
devido a reacdo entre os oxidantes / desinfetantes utilizados nos processos de purificacdo da
agua e compostos de varios tipos naturalmente presentes na dgua a ser tratada.

Os principais subprodutos da desinfecdo, quando é utilizado o didxido de cloro, sdo
os cloritos (ClO2") e cloratos (ClOz7); entre estes, o ido clorito, é uma grande preocupacdo do
ponto de vista toxicologico. Um dos processos mais comuns para a geracao de dioxido de cloro
é aquele que no seu procedimento utiliza solugdes de clorito de sodio (NaClOz) e de gas Cloro
(Ck). Uma das desvantagens deste processo, é a possibilidade de geracéo de cloro livre, o qual
em excesso, pode resultar em grandes concentragfes de cloritos, enquanto a sua auséncia
favorece a formacdo de cloratos (Health Canada, 2008; Rizzo, Belgiorno, & Casale, 2004).

As carateristicas principais que afetam a formacdo de iGes cloritos e cloratos na &gua
para consumo humano incluem a dose de aplicacdo de dioxido de cloro, temperatura da agua,
pH, exposicdo a luz e sistema de distribuicdo para a manutencdo residual (Al-Outom et al.,
2016).

Os ides cloritos e cloratos podem ser considerados poluentes emergentes, uma vez que
em alguns estados europeus foi aplicada uma regulacdo especifica durante alguns anos: estes
parametros, para o qual a OMS identificou nas suas orientagdes (OMS/ WHO, 2017), um valor
de referéncia de 0,7 mg / L, enquanto a Environmental Protection Agency (EPA) dos EUA,
reporta um limite de 1,0 mg / L (Mobilia, Hutchison, & Zilles, 2017). Este valor deve ser téo
baixo quanto possivel sem comprometer a eficacia da desinfecdo e deve apenas ser controlado
quando é utilizado o dioxido de cloro no processo de tratamento de dgua Decreto-Lei n°
152/2017 de 7 de Dezembro (Mobilia, Hutchison, & Zilles, 2017).

5.3.1 Efeitos de cloritos e cloratos sobre a saude

A 4gua destinada ao consumo € a principal fonte de exposicéo de cloritos e cloratos para
seres humanos. A International Agency for Research on Cancer (IARC) estabeleceu que estes
produtos sdo associados ao aumento de risco cancerigeno (Rizzo, Belgiorno, & Casale, 2004).

Os efeitos dos cloritos e cloratos na saide humana apresentam semelhangas aos dos
nitritos, provocando principalmente danos oxidativos nos globulos vermelhos (Mobilia,
Hutchison, & Zilles, 2017).
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Estes podem induzir respostas hematologicas em exposicdo aguda ou subcrénica, que
podem resultar em danos oxidativos a eritrocitos, levando a meta-hemoglobinemia e anemia
hemolitica (Al-Outom et al., 2016).

6. Sistema Microtox® FX

Um exemplo muito comum de um bioensaio comercial que utiliza bactérias
bioluminescentes é o teste de toxicidade bioldgica Microtox® FX. Este foi desenvolvido nos
EUA no final da década de 1970 e ha muito tempo tornou-se uma alternativa viavel aos testes
convencionais com peixes e invertebrados, como uma ferramenta de triagem para o controlo de
qualidade de amostras liquidas (Ajuzieogu, Odokuma, & Chikere, 2018). Este é um teste de
toxicidade padrdo com uma Unica espécie Aliivibrio fischeri (NRRL B-11177), utilizando um

sistema de exposicao estatico e com um controlo negativo por ensaio.

6.1 O Sistema Microtox® FX, um simples aliado em situacdes de emergéncia

Atualmente, em todo o planeta ocorrem cada vez mais eventos naturais catastroficos
(terramotos, furacGes etc.) e mais atos de violéncia (terrorismo) colocando em riscos a salde e
avida das populacdes. Entre as varias formas de acOes terroristas € de particular importancia o
bioterrorismo, que na definicio consolidada, constitui o uso intencional de virus, bactérias,
fungos ou toxinas de organismos Vvivos para produzir efeitos patoldgicos ou morte de seres
humanos, animais ou plantas, através de diferentes métodos de propagagdo, tais como a
contaminacdo pelo meio ambiente, agua ou alimentos (Barras & Greub, 2014; Ottaviani et al.,
2005).

Essa ameaca, hd muito tempo ignorada, representa hoje um risco significativo ndo so6
para a seguranca nacional de todos os paises, mas também para a satde de todos os cidadaos.
A ameaca do bioterrorismo estd a aumentar como resultado do desenvolvimento das
capacidades técnicas, a rapida expansdo da indUstria global de biotecnologia e o crescimento
de redes de grupos terroristas que manifestaram interesse neste tipo de atos (Madad, 2014).

Ossistemas de abastecimentos e de distribuicdo de dgua, apresentam pontos, que podem
ser suscetiveis aataques terroristas e/ou eventos acidentais devido ao papel essencial que a dgua
desempenha em cada segmento de nossa sociedade (Barras & Greub, 2014; Meinhardt, 2005;
Ottaviani et al., 2005).
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E, por isso, necessario estabelecer estratégias e medidas efetivas para a prevencio e
controlo de potenciais ataques terroristas que tenham como objetivo a disseminacdo de agentes
toxicos transmissiveis apOs a ingestdo de produtos contaminados, dentro 0s quais €
primeiramente, a agua destinada a consumo humano (Ottaviani et al., 2005).

O equipamento Microtox® FX, devido a sua facil utilizacdo e a sua rapidez na
obtencdo de respostas a detecdo de compostos toxicos pode ser considerado um o6timo aliado
em situacdes de emergéncia, seja no caso de ataques bioterroristas, bem como em situagdes de

desastres naturais, com o fim de salvaguardar a agua e o ambiente.

7. Objetivo da dissertacdo

A presente dissertacdo teve como objetivo principal a implementacdo de um método de
ensaio para a avaliacdo da toxicidade de padrdes toxicos e amostras, no laboratério de
microbiologia da AdA. Neste tipo de ensaio, utilizado para a detecdo de compostos toxicos que
podem acidentalmente, ou intencionalmente, contaminar as origens de agua, é utilizado como
organismo teste a bactéria bioluminescente Aliivibrio fischeri. Os ensaios foram desenvolvidos
num dos mais modernos equipamentos produzidos pela ModernWater, o Microtox® FX, o qual
permite desenvolver ensaios com respostas rapidas (entre 5 a 30 min) e precisas, podendo ser
um 6timo aliado em situacdes de emergéncia. Este método permitiu calcular as concentragcfes
efetivas 50 % (CEso), 20 % (CE20) e 10 % (CEz1o) ou seja a concentracdo de uma substancia
dissolvida em meio aquoso que é capaz de provocar efeitos agudos em 50 %, 20 % ou 10 %

dos organismos.
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CAPITULO IlI- Materiais e Métodos:
Determinacao da toxicidade de subprodutos de
desinfecdo da agua e de cianotoxinas em
bactérias bioluminescentes

Sintese

Neste capitulo encontram-se descritos 0s materiais utilizados para a realizagcdo dos ensaios bem como o

procedimento experimental
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8. Equipamento Microtox® FX

8.1 Constituicdo do Equipamento

Para determinar a toxicidade de padrdes de substancias toxicas, e amostras, utilizou-
se um analisador de toxicidade Microtox® FX (versdo portatii da Modernwater). Este
equipamento € constituido por um visor cristal liquido (LCD) e por quatro teclas de membrana,
nomeadamente o ON / OFF, seta para cima, seta para baixo e a tecla ENTER (Figura 6). As
teclas que representam as setas sdo utilizadas para aceder aos menus operacionais. Na parte
traseira do equipamento, encontram-se a entrada para o carregador e para o cabo USB
(MODERNWATER, 2017).

Figura 6 - Equipamento Microtox® FX (versdo portatil)
Fonte: Microtox® FX-The Definitive Solution for Rapid Toxicity Testing (Brochure)

No display encontra-se indicada a temperatura do poco de leitura (& recomendado
efetuar analises entre os 10 °C e os 28 °C), a carga do equipamento e as funges gque 0 mesmo

permite (Figura 7).

MAIN MENU 22.0° EEE
ol/12/10 4:3%9pm
>B-Tox:1

Q-Tox:23

ATP:7

Configuration

Data

Select & Press[Enter]

Figura 7 - Menu principal e fun¢bes do equipamento
Fonte: MODERNWATER, Microtox® FX Analyser - User Manual, 2017
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No interior do equipamento este possui varios componentes (Figura 8): a) Tubo
fotomultiplicador, sendo este o dispositivo responsavel pela detecédo de luz. Este, mede os fotbes
presentes nas cuvettes colocadas no poco de leitura; b) obturador de seguranca e sensor Otico.
O obturador de seguranca fecha automaticamente para proteger o tubo fotomultiplicador da luz
ambiente sempre que a tampa da camara de amostra estiver aberta. O sensor Otico sinaliza a
posicdo do obturador e remove a energia do tubo fotomultiplicador sempre que a tampa estiver
aberta; ¢) camara de amostra a qual contém a cuvette sob medicdo e d) tampa, a qual é utilizada
a para fornecer uma cobertura a prova de luz para a cAmara de amostras (MODERNWATER,
2017).

Figura 8 - Componentes internos ao Microtox ® FX
Fonte: MODERNWATER, Microtox® FX Analyser - User Manual, 2017

8.2 Principio de funcionamento

O sistema de teste Microtox® FX, que utiliza a bactéria luminescente Aliivibrio fischeri
NRRL-B-11177, foi projetado para testes rapidos de toxicidade (screening test) permitindo
realizar ensaios de campo ou ensaios em laboratorio, sendo este teste recomendado pela norma
ISO 11348-3:2007. Osvials de reagente SOLO, os quais contém os organismos, séo fornecidos
pela ModernWater liofilizados e congelados, para manter a sensibilidade e estabilidade dos
mesmos. E recomendada a conservacgio entre os -20°C e 0s -25 °C (até um ano) ou a 4 °C (até
aproximadamente 4 semanas).

Devido ao seu largo espectro de sensibilidade para varios compostos organicos e
inorganicos, este método tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta de rastreio para

avaliar a toxicidade de varios tipos de amostras como as de: dgua potavel com possivel
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contaminagdo, aguas superficiais ou subterrdneas e amostras de sedimentos e solos (Costa et
al., 2008; Niemirycz et al., 2007).

Este método baseia-se na medicdo das alteraces na emissdo de luz da bactéria marinha
ndo patogénica, Aliivibrio fischeri, apds exposicdo a substancias quimicas simples ou amostras
ambientais complexas durante um periodo que varia entre 0s 5 e 0s 30 min. O grau de mudanc¢a
na saida de luz em relagdo a um controlo € diretamente proporcional ao nivel de toxicidade
presente nas amostras em teste. Quando 0s compostos toxicos entram em contato com as
bactérias luminescentes, ocorre quebra do processo respiratorio afetando desta forma a via
metabdlica e resultando na inibicdo da enzima luciferase e consequentemente da luminescéncia
(Ajuzieogu, Odokuma, & Chikere, 2018; Costa et al., 2008).

A alteracdo na saida de luz e a concentragdo do agente toxico produzem uma relacdo
dose-resposta. A toxicidade da amostra vem expressa em termos de CEso, que representa a
concentragcdo efetiva na qual ocorre uma reducdo de 50 % da emissdo de luz emitida pelas
bactérias apds um determinado periodo de tempo (Gomes, 2007).

Este equipamento apresenta dois tipos diferentes de testes de toxicidade, nomeadamente
0 teste Basic toxicity test (B-tox), o teste Quick toxicity (Q-tox) e ainda a possibilidade de medir
a adenosina trifosfato (ATP). Estas fungbes medem a luminescéncia, mas de diferentes
processos biologicos. A funcdo TOX (Q-Tox ou B-Tox) efetua uma leitura da luz produzida
por bactérias luminescentes (Aliivibrio fischeri) apos a exposicdo a uma amostra, comparando-
acom aemissdo de luz de um controlo (reagente em branco). O grau ou percentagem de perda
de luz (indicacdo de inibicdo metabolica nos organismos teste) indica a toxicidade relativa da
amostra. A funcdo ATP mede a luz produzida por uma interacdo entre os reagentes de ATP e a
luciferina / luciferase (MODERNWATER, 2017).

O teste B-tox é utilizado quando se querem obter resultados com uma maior precisao.

Este, de forma diferente do teste Q-tox, permite realizar leituras da bactéria reidratada
(Microtox Reagent SOLO) antes da introducdo da amostra (leitura do tempo 0). O teste B-tox
ainda apresenta trés métodos de analise, nomeadamente o teste B-tox 2 % (analise de amostras
com elevada toxicidade como aguas residuais industriais ou urbanas), o teste B-tox 45 %
(analise de amostras de média toxicidade, como o caso de aguas pluviais) e o teste B-tox 81,9
% (analise de amostras de baixas toxicidade, como amostras de &guas tratadas). O teste Q-tox
é utilizado quando devem ser testadas rapidamente varias amostras ou quando é necessario
somente estimar o nivel de toxicidade de uma ou varias amostras (MODERNWATER, 2017).
Na Figura 9, esta representado, de forma esquematica, o procedimento experimental

utilizado ao longo dessa experiéncia.



A linha de cuvettes A é utilizada somente para as diluicbes das amostras (estas cuvettes ndo
passardo pela leitura no equipamento Microtox® FX), enquanto na linha de cuvettes B,
encontra-se 0 reagente previamente reidratado durante 15 min. A linha de cuvettes B sera lida
no equipamento duas vezes. A primeira leitura serd considerada o tempo “0” ou seja a
luminescéncia emitida pelas bactérias sem estar em contato com a amostra (controlo), enquanto
a segunda leitura (durante um tempo de t= 5, 15 ou 30 min) sera utilizada para determinar a
perda luminescéncia pela bactéria apos do contato com a amostra.

O mesmo procedimento se aplica quando queremos estudar mais ou menos de 4 concentragdes

como representado na imagem.

1 ml Descarte

\ 1 ml Diluente 2ml Amostra

CON I'ROI_O

- 1 &H&

ll
2] BB

l |
MICROTOX 0.1ml em cada cuvete

O o Reagente Solo
econstituigio com 0.3 of Vi
o Reconstituigio com 0.3 ml por vial

Figura 9 - Representacdo esquematica do funcionamento do equipamento Microtox® FX

8.2.1 Tratamento de Resultados

8.2.1.1 Célculo da % Efeito

O equipamento  Microtox® FX, apds leitura de cada cuvette, apresenta um resultado
relativo a % de efeito (% E) ou seja a % inibicdo da luminescéncia de uma determinada
substancia apos do contato com a bactéria. Aformula utilizada o pelo proprio equipamento para
calcular a% E (perda ou ganho de luminescéncia), encontra-se descrito no manual de utilizador,

a qual para o teste B-Tox € a seguinte:
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(stxco)
{1 - [(SOth)

]} x 100

onde, Cocorresponde a leitura de luminescéncia (contagem dos fotdes) do controlo no tempo=0
e Ct a leitura da luminescéncia (contagem dos fotdes) do controlo no tempo= 5,15 ou 30 min;
Soé aleitura da luminescéncia (contagem fotdes) da amostra no tempo= 0 e St a leitura da
luminescéncia (contagem dos fotdes) da amostra quando o tempo=>5,15 ou 30 min.

O célculo da % E (inibicdo da luminescéncia) apresenta valores positivos 0s quais devem ser
reportados em % positiva, enquanto o calculo da % E (ganho de luminescéncia) apresenta
valores negativos, devendo estes Gltimos ser reportados com % positiva (MODERNWATER,
2017).

8.2.1.2 Calculo da Razdo dos Brancos

Apos cada ensaio, foi calculada a razdo dos brancos (RB) para validar o teste, onde:

I(t)B

RB(Y) = 1(0)B

em que 1(0)B é a leitura de luz emitida pela célula com o branco, para o tempo zero e I(t)B é a
leitura de luz emitida pela mesma célula, apos a exposicdo de t=5,15 ou 30 min. S&o aceites,
como validos, os valores 0,6 < RB < 1,3 (ISO 11348-3:2007).

8.2.1.3 Célculo da Intensidade corrigida

Este valor, calculado diretamente pelo equipamento, representa a intensidade tedrica da
luminescéncia das solucbes de teste apds t minutos de incubagdo sem que haja nenhuma

influéncia de substancias téxicas da amostra;

Icorr.(t) =10 X RB(t)
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8.2.1.4. Célculo do valor da fungcdo Gama

Para poder calcular a CEso, 0 programa do equipamento Microtox® FX, calcula o valor
da funcdo gama (formula seguintes) a qual é definida como a razio da luz “perdida” em relagdo

a luz remanescente, ap0s as bactérias terem sido expostas a amostra (Tabela 2).

= ((%51-1)) -1

Tabela 2 - Exemplo do calculo do valor I pelo Software da Modernwater

Diluicdes Concentragdes Gama % Efeito
(mg/L)

Controlo 0 - -
1 0,64 0,053 5%
2 1,28 0,099 9%
3 2,56 0,176 15 %
4 512 0,299 23 %
5 10,24 0,538 3B %
6 20,48 0,852 46 %

Comas concentracdes de contaminantes testadas e as % E, é possivel construir um grafico dose-
resposta, onde o eixo das abcissas apresenta as concentracdes e no eixo das ordenadas as % E
(MODERNWATER, 2017). A curva tipica dose-resposta para o teste Microtox® FX é ilustrada

na Figura 10.

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Efeito (%)

Concentragdomg/L

Figura 10 - Exemplo de uma curva dose resposta (Software Microtox)
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Através do calculo dos valores T" (gama) e das concentragdes é possivel converter a curva da

figura anterior para uma funcdo linear, ao fim de calcular a CEso (Figura 11).

1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100

0,000
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

y = 0,0401x + 0,0669
R?=0,9835

Gamma

Concentragdo mg/L

Figura 11 - Exemplo do fator Gama por concentragéo

A partir da equacdo da reta, Y=ax+b (exemplo do grafico Y=0,0401x+0,0669), o Software

Microtox® Fx, calcula a CEsp, através da seguinte formula:

Csp= (20

Outro método utilizado para determinar a CEso, CE20 e CE10 de cada substancia é o
método Probit, muito utilizado em ecotoxicologia. Com este modelo € possivel transformar os
dados da curva dose-resposta (curva parabdlica) numa funcdo matematica conhecida, ou
esperada, antes dos valores da CEso, CE20 € CE10 serem estimados.

Inicialmente, foram calculados 0s Logio das concentragdes, seguidamente as % E foram

convertidas em unidades Probit utilizando a tabela de transformagéo de % a Probit (Tabela 3).
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Tabela 3 - Tabela para transformacdo de % E em unidades Probit
Fonte: http://userwww.sfsu.edu/efc/classes/biol710/probit/Probit-Analysis.htm

0 — 207 2905 3.12 3.20 3.30 3.45 3.52 3.69 3.00
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.02 300 401 4.06 4.08 4.12
20 4.10 419 423 420 420 433 430 430 442 440
30 448 4.00 4.03 4050 4.060 4.01 4.04 4.07 4.00 4.72
40 476 477 4.80 4.82 480 4.87 4.00 4.9 4.5 4.97
60 G6.00 603 6506 6.08 6.10 6.13 6.16 6.18 5.20 056.23
60 G6.26 0.28 631 0£6.33 06.30 056.30 G.41 G6.44 5.47 O5.50
70 b5.62 06.66 O5.68 O6.01 6.04 O56.07 B5.71 6.74 5.77 b56.81
80 O5.84 0588 592 0596 599 0.04 0.08 6.13 0.18 0.23
90 0.28 0.34 041 048 0056 0.04 0676 0.B8 7.05 7.33

— 00 01 02 03 04 05 06 07 08 0.0
99 7.33 737 741 7406 T7.61 7.68 7.66 7.76 7.88 8.0

B

Por exemplo, a um efeito de 32 % ira corresponder um valor probit de 4,53.
Apos ter calculado os Logio das concentracBes de uma determinada substancia testada e apos
ter convertido as % E obtidas (através da Tabela 3), € possivel criar graficos como o exemplo

da Figura 12.

Probits vs. Log Concentracao

I e e N UOTT ®
265 e
g e @
855 e
ool e o Y =9,7234x - 1,0817
E ............. R2=0,987
545 | o
£ 4
0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85

Log10 (Concentragdes)

Figura 12 - Probits das % E vs. log das concentragdes de uma determinada substancia

Através da equacdo da reta (Y= ax+ b) sera possivel calcular o valor da CEso, CE20 € CE1o
substituindo os respetivos valores probit (Tabela 3) no “Y”. O valor da CEso, CE20 € CE1o €
calculado a partir de 10*.

Para poder confirmar os resultados das CEsp obtidos foi também utilizado o método
estatistico. Foram inicialmente calculadas as % E remanescente da bactéria Aliivibrio fischeri
para todas as concentracdes de todos os compostos estudados.

Para cada ensaio foram criados graficos (Apéndice V), e através das equacdes de 2° grau dos

mesmos foi possivel calcular a CEso de todos 0s compostos.
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8.3 Tratamento estatistico dos resultados

Com o objetivo de identificar a presenca de eventuais diferencas significativas nos
resultados das CEso obtidas pelos trés diferentes métodos, foi realizada uma analise de variancia
univariada com o método da ANOVA. As diferencas, foram consideradas estatisticamente
significativas comum p < 0,05 (teste de Tukey’s). Estas analises foram realizadas com o auxilio
do Software Microsoft Excel.

8.4 Principais vantagens e desvantagens em relacdo a outros ensaios de toxicidade

O mais recente equipamento Microtox® FX Analyzer (versdo portatii do modelo
Microtox® 500) produzido pela ModernWater, apresenta diversas vantagens. Este € capaz de
medir a toxicidade aguda de amostras e detetar contaminantes bioldgicos mais rapidamente,
pois ap0s a exposicdo a uma pequena amostra, 0 organismo responde rapidamente (entre 5, 15
e 30 minutos) a um vasto ndmero de substancias que podem acidentalmente ou
intencionalmente contaminar a agua potavel ou as aguas residuais. Este equipamento, sendo
portatil, pode ser facilmente adaptado a ensaios de campo em locais como lagos, rios, oceanos,
reservatorios, tanques de armazenamento ou longo de todo o seu sistema de distribuicdo de
agua potavel, em resposta a qualquer tipo de emergéncia. Quase ndo ocupa espaco laboratorial
e ndo requer técnicos muitos especializados, é relativamente econdémico pois requer apenas 2,0
ml de amostra e as bactérias sdo faceis de obter e armazenar. Pode ser utilizado para prever 0s
resultados de outros bioensaios e testes quimicos. E ainda um teste relativamente seguro, tanto
do ponto de vista de seguranca dos técnicos, como do ambiente, dado que, a excecdo das
substancias de referéncia, praticamente ndo requer O UuSO de reagentes perigosos
(MODERNWATER, 2019).

Segundo Costa et al., 2008, apesar destas vantagens, este € um teste bastante criticado
por empregar uma bactéria marinha de pouco significado ecologico. Por essa razao,
normalmente, este teste é utilizado para medir toxicidade aguda de efluentes como parte de uma
bateria de ensaios de toxicidade utilizando diferentes organismos indicadores. Como em
qualquer metodologia analitica, também podem ocorrer inconsisténcias nos resultados, em
particular devido a diferentes temperaturas, manuseio inadequado das bactérias, diluicdes

imprecisas, diferentes tempos de exposi¢do e outros erros humanos.
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8.5 Reagentes e materiais Microtox ® FX

8.5.1 Solucgéo Diluente e Reconstituinte

O diluente é uma solucdo de cloreto de sddio a 2 % (ndo toxico) utilizado para a
reconstituicdo da bactéria liofilizada (reagente SOLO), para realizar diluicdes das amostras e
como também como controlo de amostra ndo toxica. Os vials apds a sua reconstituicdo do
reagente SOLO, devem ser utilizados num prazo maximo de 30 minutos para manter a atividade
bacteriana (MODERNWATER, 2017).

Figura 13 - Solugéo diluente Microtox® FX

8.5.2 Solugéo de ajuste osmotico

A solucdo de ajuste osmotico é uma solucdo de cloreto de sddio 22 % ndo toxica. Esta
é utilizada para introduzir a salinidade as amostras (aproximadamente 2 %) permitindo a
sobrevivéncia da bactéria nas amostras de agua doce (MODERNWATER, 2017).
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Figura 14 - Solugédo de ajuste osmotico

8.6 Instrumentos e material de vidro

Para a condugcdo do ensaio foram utilizadas micropipetas de 10-1000 pL, cronometro,
pontas (100 Wl e 1000 pL), cuvettes e em vidro descartiveis e porta cuvettes (fornecidos pela

ModernWater).

9. Procedimento experimental

9.1 Reconstituicdo do Reagente Solo

Os vials de Reagente Solo, ap0s retirados do congelador, foram reconstituidos com a
adicdo de 300 pL de solucdo diluente, por cada vial utilizado nos ensaios! e homogeneizados
com uma micropipeta. ApoOs a reconstituicdo do reagente, é recomendado pelo fabricante que o
mesmo seja utilizado dentro de um prazo de 30 min, sendo o tempo de reconstituicdo
recomendado de 15 minutos. E possivel que a sensibilidade do reagente a algumas

amostras/substancias possa mudar se o tempo de reconstituicdo for superior a 30 minutos.

1 1 vial Reagente SOLO =1 amostra mais um controlo
2 vials Reagente SOLO = 4 amostras mais um controlo
3 vials Reagente SOLO = 7 amostras mais um controlo
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9.2 Ensaios com as substancias de referéncia

Antes da realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda, ao longo do periodo de estudo,
foram realizados testes para avaliar o desempenho dos ensaios, nomeadamente avaliar a
sensibilidade da bactéria apds a sua reconstituicéo.

A norma 1SO 11348-3 de 2007 recomenda a utilizacdo de trés substancias de referéncias
para testar a atividade do Aliivibrio fischeri, nomeadamente o sulfato de zinco heptahidratado
(ZnSO4 7H20) 19,34 mg/L, 3,5-diclorofenol (CeHsOClk) 6,8 mg/L e o dicromato de potassio
(K2Cr207) 105,8 mg/L. Estas substancias sdo muito toxicas para 0s organismos testes, sendo
por essa razdo muito utilizadas para avaliar a qualidade do sistema Microtox® FX em muitos
laboratorios. Estas substancias devem ser testadas pelo menos uma vez por més durante 0s
ensaios ou sempre que se iniciam testes com novos lotes de bactéria (durante o transporte
podem ocorrer variagdes de temperatura as quais podem afetar a viabilidade da bactéria). Ao
longo deste trabalho experimental foram realizados ensaios com o dicromato de potassio e com

3,5-diclorofenol, por estarem disponiveis no Laboratorio.

9.2.1 Dicromato de Potassio

Neste trabalho foi preparada uma solucdo de cristais de dicromato de potassio (K2Cr207)
com massa molar de 294,19 g/mol com uma concentragdo final de 100 mg/L, sendo assim
estudada uma concentracdo efetiva de 81,9 mg/L (devido as diluicbes que este teste possui).
Seguidamente, foi também preparada uma solucdo de maior concentracdo 129 mg/L a fim de
estudar uma concentracdo de 105,65 mg/L (concentracdo requerida pela 1ISO11348-3 de 2007).

O cromio € um importante poluente ambiental, o qual pode ser encontrado no ambiente
aquatico como resultado da descarga de efluentes de fabricas de galvanoplastia (galvanizagéao),
industria téxtil, tratamento de peles, fabricas de aco e entre outras. O dicromato de potéssio,
também conhecido como dicromato ou bicromato é um sal de cromo ou cromato. A temperatura
ambiente, apresenta-se como um solido laranja-avermelhado e inodoro. E um composto com
fortes propriedades oxidantes, mas também é extremamente tdxico e carcinogénico devido ao
seu conteldo hexavalente de cromio. Em agua, este dissocia-se em ides dicromato e ibes
potassio. Na solucdo, também ¢é estabelecido um equilibrio entre o anido dicromato e o anido
cromato, fortemente dependente do pH. Se a solucéo for béasica, prevalecera o anido amarelado
do cromio, enquanto em solucdo A&cida, prevalecerd a cor laranja do dicromato (Ekeh et al.,
2018).
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Figura 15 - Dicromato de potéssio
Fonte: http://www.restaurarconservar.comy/Dicromato-de-Potassio

Numa balanca analitica (Mettler Toledo AG204), foram pesados 10,0 mg e 12,9 mg/L
e de cristais de K2Cr207, os quais foram posteriormente diluidos num baldo de 100 mL (Figura
16).
Foram testadas diferentes concentragdes seguindo o procedimento descrito no protocolo

(Anexo ). Foi calculada a CEso, CE20 e CE1o de cada ensaio para cada substancia de referéncia.

Figura 16 - Substanciareferéncia - - KoCr.O7 100 mg/L

9.2.2 3,5-Diclorofenol

Os clorofendis sdo um grupo de compostos organoclorados constituidos pelo fenol, cujo
anel aromético possui atomos de cloro (entre um e cinco). O fenol é um composto aromético
derivado do benzeno, ou hidrocarboneto aromatico mais simples, adicionando um ou mais
hidroxilos a um carbono. Existem cinco tipos bésicos de clorofenois: monoclorofendis,

diclorofendis, triclorofendis, tetraclorofenois, e pentaclorofendis (Mourato, 2014).
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A influéncia nociva dos clorofendis e seus derivados pode levar a toxicidade aguda,
alteracOes histopatoldgicas, mutagenicidade e cancro. A International Agency for Research on
Cancer (IARC) determinou que os clorofendis como grupo, sdo possivelmente cancerigenos

para 0 homem.

OH

Cl Cl

Figura 17 - Estrutura molecular do 3,5-diclorofenol
Fonte: https://www.fishersci.com/shop/products/3-5-
dichlorophenol-99-acros-organics-2/AC113610100

Numa balanca analitica (Mettler Toledo AG204), foi preparada uma concentracdo de 3,5-
diclorofenol de 8 mg/L pesando 0,8 mg de cristais de 3,5-diclorofenol (CeHsCkO) com 99 %
de pureza, os quais foram posteriormente diluidos num baldo de 100 mL, ao fim de testar uma
concentragdo efetiva de 6,55 mg/L.

Foram testadas diferentes concentragdes seguindo o procedimento descrito no protocolo. Tal
como com o dicromato de potassio, foi calculada a CEso, CE20 € CE1o de cada ensaio com a

substancia de referéncia.

9.3 Ensaios com matrizes de &gua

Neste estudo, inicialmente, foram realizados ensaios de toxicidade analisando Varias
matrizes de aguas, nomeadamente amostras de &guas dos ETAs, de origem subterraneas e de
origem superficial. Durante estas analises ocorreu sempre um ganho de luminescéncia por parte
dos organismos testes sendo este fendmeno conhecido por hormesis o qual pode ocorrer com
muita frequéncia.

Hormesis, do verbo grego ormao, que significa estimular, é o termo muito utilizado pelos
toxicologistas os quais o utilizam para descrever uma resposta bifasica a dose com estimulo ou
efeito benéfico em baixas doses e um efeito inibitério ou toxico em altas doses. Assim,

resumidamente é “o processo em gue a exposicdo a uma baixa dose de um agente quimico ou
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fator ambiental que é prejudicial em doses mais altas, induz um efeito benéfico adaptativo na
célula ou organismo” (Mattson, 2008).

Devido ao ganho de luminescéncia por parte dos organismos, ndo foi possivel calcular a
CEso das matrizes de agua em estudo. As mesmas amostras foram também testadas com outro
ensaio de toxicidade utilizando Daphnia magna ndo apresentando mortalidade nos organismos
testados.

As concentragdes testadas e os resultados das respetivas % E encontram-se no Apéndice I:

Ensaios com matrizes de agua

9.4 Ensaios com Cloritos e Cloratos

Nos ensaios realizados com os subprodutos de desinfecdo da agua, cloritos e cloratos,
as concentraces das solugbes padrdo utilizadas foram de 1000 mg/L.

9.5 Ensaio com padrbes de contaminantes

Ap0s verificar que as amostras previamente estudadas apresentaram o efeito hormesis,
foi decidido avaliar a toxicidade de padrdes de subprodutos de desinfe¢cdo da agua (cloritos e
cloratos) bem como padrfes de cianotoxinas (microcistina-LR, saxitoxina e anatoxina-a). As
concentragdes estudadas, os efeitos e o calculo da CEso, CE20 € CE1o encontram-se descritos no

proximo capitulo.
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CAPITULO IV- Resultados e Discussao

Sintese

Neste capitulo estdo reportados os resultados obtidos ao longo dos ensaios em compostos toxicos previamente
selecionados, bem como uma discusséo dos mesmos
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10. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos foram agrupados numa tabela (Apéndice I11) onde se apresentam os dias
da realizacdo dos ensaios, as concentragdes testadas/tempo de exposicdo e os efeitos (% E),
com os respetivos resultados das concentragOes efetivas. Com a finalidade de calcular a
concentracdo efetiva capaz de causar efeito em 50 % nas bactérias em estudo foi utilizado o
Software do equipamento Microtox® FX, o método Probit (apéndice 1V) e o método estatistico,
enquanto para o calculo das restantes concentracGes efetivas (CE2o e CEio) foi utilizado o
método Probit.

Os valores dos ensaios brancos, calculados através da férmula RB= lws / 0B
encontram-se reportados no apéndice II.

Para obter uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos ao longo do estagio, porcada
composto estudado, foram criados 3 graficos. Os primeiros graficos de cada composto,
representam graficamente as médias e 0s desvios-padrdo dos efeitos obtidos ao longo dos
ensaios. Como ao longo desta experiéncia foram registadas diferentes temperaturas de leitura
dos compostos, para verificar que a perda de luminescéncia ndo sofreu alteracdes, os segundos
graficos representam graficamente as concentragdes (mg/L, /L) / efeito (%) agrupadas por
diferentes temperaturas.

O fator temperatura, para muitos organismos aquaticos, € uma variavel ambiental muito
importante a qual pode influenciar os mecanismos fisiolégicos a nivel enzimatico e celular,
resultando em alteracdes das taxas metabolicas (Willmig, Qin, & Maul 2013).

As Figuras 20, 23, 26, 29, 32 e 35, representam graficamente as médias e os desvios-

padrdo das concentragdes efetivas (CEso, CEz20 € CEio) previamente calculadas.
Nos graficos referidos anteriormente, de cada composto estudado, encontram-se os valores da
CEso repetidos, sendo a primeira coluna da CEso calculada com o modelo Probit, a segunda
calculada através do Software Microtox e a terceira calculada com o método estatistico, com o
objetivo de comparar os resultados obtidos por diferentes metodologias.

Ao longo das Figuras (19, 22, 25, 28, 31 e 34) apresentadas é possivel verificar que
existem continuas variacdes nos resultados obtidos, isto porque, tratando-se de ensaios de
natureza bioldgica, os quais implicam a utilizacdo de organismos vivos, e a consequente
variabilidade natural, ndo é possivel obter uma distribuicdo normal dos dados, sendo impossivel
obter réplicas exatas dos mesmos resultados. Além das variaces de temperaturas, é necessario

também ter em conta a técnica de trabalho utilizada e erros geralmente associados (erros na
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pipetagem, erros nas diluicbes e entre outros) bem como possiveis alteragdes de pH (durante as
diluicGes) e alteragdes das préprias solugbes padrao.

11.Resultados dos ensaios com a substancia de referéncia- Dicromato
de Potassio

Com o objetivo de verificar a estabilidade/viabilidade dos lotes de bactérias Aliivibrio
fischeri, foram realizadas 14 réplicas com a solucdo de concentracdo 100 mg/L e 5 da solu¢do
com concentragdo de 129 mg/L, previamente preparadas em laboratorio.

Foram estudadas 4 concentracdes de dicromato de potassio em cada ensaio, obtidas por
diluicGes sucessivas a partir de uma concentragdo de 81,9 mg/L até uma concentracdo de 10,24
mg/L e de 105,65 mg/L até uma concentracdo de 13,21 mg/L, com um tempo de exposicdo de

30 min para cada ensaio.

11.1 Dicromato de Potassio (100 mg/L)

Os resultados obtidos foram agrupados na Figura 18 onde foram representadas as
médias e os desvios padrdo das % E obtidas apds os ensaios com asolu¢do padrdo de dicromato

de potéssio com concentracdo de 100 mg/L.
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Figura 18 - % E obtidas nos ensaios coma solugdo padréo de dicromato de potassio 100 mg/L
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A Figura 18 mostra um aumento gradual da % E ao longo das concentragdes testadas.
Na Figura 19 é possivel observar as % E obtidas ao longo dos ensaios com diferentes

temperaturas de teste.
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Figura 19 - % E obtidas para diferentes temperaturas de ensaio comdicromato de potassio 100 mg/L

Os ensaios realizados com o dicromato de potassio, previamente preparado em

laboratorio, ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo a temperatura.

A Figura 20 apresenta as médias (mg/L) e os desvios padrédo das concentracdes efetivas
(CE) calculadas ap0s ter efetuados todas as repeticdes com a solugdo padrdo de dicromato de

potassio com concentracdo de 100 mg/L.
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Figura 20 - Concentragdes efetivas obtidas comsolugdo padrdo de dicromato de potassio 100 mg/L

60



Foi obtida uma CEso de 44,42 mg/L pelo método Probit, uma CEsode 43,76 mg/L pelo Software
Microtox e uma CEso de 42,80 mg/L pelo método estatistico, ndo se verificando diferengas
significativas entre os resultados obtidos.

Na&o sendo esta a concentracdo de dicromato de potassio (81,9 mg/L) a requerida pela
norma 1SO 11348-3:2007, foi entdo criada uma nova solugdo mais concentrada, ao fim de obter
uma concentracdo final de 105,65 mg/L.

11.2 Dicromato de Potassio (129 mg/L)

Na Figura 21 encontram-se representadas as médias e os desvios padréo das % E obtidas
apos os ensaios com a solugdo padrdo de dicromato de potassio com concentracdo de 129,2

mg/L.
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Figura 21 - % E obtidas nos ensaios coma solucdo padrao de dicromato de potassio 129 mg/L

Como apresentado no grafico, as concentracBes mais elevadas de dicromato de potassio,
aumentam com a % E nas bactérias em estudo.

Na Figura 22 encontram-se representadas as concentracfes de dicromato de potassio
(mg/L) estudadas e as respetivas % E agrupadas para diferentes temperaturas. E possivel
verificar que os efeitos obtidos ndo representam variagdes significativas para as diferentes

temperaturas testadas.
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Figura 22 - % E para diferentes temperaturas de ensaio com dicromato de potassio 129 mg/L

Na figura 23 encontram-se representadas as médias (mg/L) e os desvios padrdo das

concentracdes efetivas previamente calculadas.
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Figura 23 - Concentragdes efetivas obtidas comsolucdo padrdo de dicromato de potassio 129 mg/L

Foi obtida uma CEsode 35,36 mg/L (pelo método Probit), uma CEso de 37,34 mg/L
(pelo software Microtox) e uma CEso de 39,28 mg/L (pelo método estatistico) néo
apresentando, como no caso anterior, diferencas significativas relativamente aos resultados
obtidos.

A norma 1SO 11348-3:2007 prevé que para uma concentracdo de 105,8 mg/L de
dicromato de potéssio deve corresponder aproximadamente uma CEsode 52,9 mg/L e uma CEsp
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para o cromio (VI) de 18,7 mg/L. A mesma também refere que as substancias de referéncia
estudadas podem causar uma inibicdo de 20 % a 80 % ap6s 30 minutos de tempo de contato
nas concentracBes finais obtidas.

O método utilizado permitiu concluir a viabilidade/funcionalidade dos lotes de bactérias
testados. As variagOes que estes tipo de ensaio apresenta, podem ser consideradas como uma
desvantagens do método, devendo sempre que possivel, repetir 0s ensaios para que se possam
obter resultados mais fiaveis.

12. Resultados dos ensaios com a substancia de referéncia- 3,5-
diclorofenol 8 mg/L

Apos os resultados obtidos com diferentes concentracdes de dicromato de potassio foi
decidido testar os lotes de Aliivibrio fischeri com a substancia 3,5-diclorofenol afim de verificar
a funcionalidade/viabilidade das bactérias. Foram realizadas 6 repeticbes com a solucdo de
concentracdo 8 mg/L previamente preparada em laboratdrio. Foram estudadas 6 concentragdes
no total, partindo de uma concentracdo de 6,55 mg/L até uma concentracdo de 3,28 mg/L de
3,5-diclorofenol com um tempo de exposicdo de 30 min para cada ensaio. Foram realizadas
inicialmente diluicbes 1:2, mas como houve uma grande variabilidade de resultados, ao fim de
obter significativas % E foram realizadas diluicdes intermedias.

Na Figura 24 encontram-se representadas as médias e os desvios padréo das % E obtidas

apos o0s ensaios com a solugcdo padréo de 3,5-Diclorofenol com concentracdo de 8 mg/L.
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Figura 24 - % E obtidas nos ensaios coma solugédo padrdo de 3,5-diclorofenol
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Na concentragdo de 3,5-diclorofenol mais elevada, a média da % E correspondeu a 94,5
% com um desvio de 1,05 %. Ao mesmo tempo, as concentraces de 3,44 mg/L e 4,39 mg/L

apresentaram desvios de % E maiores (13,25 % e 9,87 % respetivamente).

Apos analisar os efeitos (Figura 25) nas diferentes concentracbes aos 30 minutos,
também ¢é possivel verificar que nas concentraces de 3,44 mg/L e na de 4,39 mg/L de 3,5-
diclorofenol, houve uma variagdo maior nas % E.

Esta variacdo ndo parece ser devida a uma alteracdo de temperatura, mas pode ter

ocorrido devido a erros acumulados de execugdo ao longo do procedimento.
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Figura 25 - % E para diferentes temperaturas de ensaio com 3,5-diclorofenol

Na Figura 26 encontram-se representadas as médias (mg/L) e os desvios padrdo das

concentracdes efetivas previamente calculadas.
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Figura 26 - Concentracdes efetivas obtidas comsolucdo padréo de 3,5-diclorofenol
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Foi obtida uma CEsode 4,37 mg/L (pelo método Probit), uma CEso de 3,99 mg/L (pelo
software Microtox) e uma CEsode 4,56 mg/L (pelo método estatistico) apresentando neste caso
diferencas significativas nos resultados obtidos pelo Software Microtox.

A norma 1SO 11348-3:2007 aponta uma CEso de 3,4 mg/L para uma concentragdo de
6,8 mg/L de 3,5-Diclorofenol. E possivel verificar a partir da Figura 26 que os valores obtidos
sdo muitos préximos do valor reportado na norma (3,4 mg/L), e como no caso do dicromato de
potéssio, o0 3,5-diclorofenol pode causar uma inibicdo de 20 % a 80 % apds 30 minutos de tempo
de contato nas concentracbes finais obtidas. O método utilizado permitiu concluir a
viabilidade/funcionalidade dos lotes de bactérias testados.

As variacdes obtidas ao longo dos ensaios com este composto, devem ser devido ao facto de ter

ocorrido algum erro de pipetagem durante as diluigdes intermedias.

13.Resultados dos ensaios com cloritos e cloratos

13.1 Resultados dos ensaios com padréo de cloritos

Para testar a sensibilidade das bactérias Aliivibrio fischeri ao composto cloritos (ClO2")
foi preparada uma solu¢cdo com concentragdo de 25 mg/L, sendo assim a concentracdo efetiva
mais alta estudada foi de 20,48 mg/L. Foram realizadas 5 diluicbes (1:2) a fim de obter a
concentracdo mais baixa de 0,64 mg/L a mais proxima do limite legal (0,7 mg/L) estabelecido
para aguas de consumo (Decreto-Lei n° 152/2017; WHO, 2016).

Foram efetuas 8 repeticdes ao longo do periodo de estudo, com um tempo de exposicdo de 15

minutos para cada ensaio efetuado.

Na Figura 27 encontram-se representadas as médias e os desvios padrao das % E obtidas

apos os ensaios com a solugcdo de cloritos com 25 mg/L.
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Figura 27 - % E obtidas nos ensaios coma solugdo padrdo de cloritos

Ao examinar os efeitos para as diferentes concentracbes de cloritos apo6s 15 minutos
(Figura 27), é possivel verificar que na concentracdo mais baixa, ou seja, a mais proxima da
concentragdo méxima prevista de cloritos em aguas para consumo (0,7 mg/L), a % E foi muito
baixa. E possivel concluir que a uma concentracio de 0,64 mg/L de cloritos apresenta uma
toxicidade minima para a bactéria Aliivibrio fischeri. Estes resultados permitem também indicar
que atoxicidade podera ser um método (til para testar a qualidade da dgua de consumo, embora
mais testes, com concentragbes mais elevadas sejam necessérios para uma melhor conclusdo.

As % E obtidas ap0s ensaios com os cloritos, sofreram variacdo significativa em uma
concentragdo de 10,24 mg/L e 20,48 mg/L.
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E possivel verificar na Figura 28 uma viragem na % de inibicio a partir da concentragao
de 10,24 mg/L. As % E de 46 % e 43 % e 35 % obtidas na concentracdo mais alta testada (mais
baixas das obtidas nos outros ensaios) muito provavelmente ocorreu devido a um erro de
preparacdo da concentracdo desejada da solucdo ou devido a um possivel erro na preparacao da
diluicéo.

Na Figura 29 encontram-se representadas as médias (mg/L) e os desvios padrdo das

concentracdes efetivas previamente calculadas.
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Figura 29 - Concentragdes efetivas obtidas comsolugdo padrédo de cloritos

O valor médio das concentragdes capazes de causar efeito em 50 % da populacdo de
bactérias € de 22,50 mg/L (método Probit), de 18,49 mg/L (Software Microtox) e de 17,90 mg/L
(método estatistico), ndo apresentando diferencas significativas entre os resultados obtidos.

Dado que os cloritos sdo um composto muito pouco estudado em aguas de consumo e,
por isso, ndo tendo sido possivel encontrar bibliografia relacionada com este composto,
deveriam ser realizados mais testes com cloritos com o objetivo de obter uma menor variagcdo

nos resultados obtidos.

13.2 Resultados dos ensaios com padrdo de cloratos

Para o ensaio com uma solucdo de cloratos, a partir de um padrdo de 1000 mg/L foram
preparadas duas solugdes, uma concentracdo de 100 mg/L (concentracdo efetiva estudada de

81,9 mg/L) e uma concentracdo de 50 mg/L (concentracdo efetiva estudada de 40,95 mg/L).
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Apobs 15 minutos de exposicdo, as % E foram de 5 % e 3 % respetivamente. Ao apresentar
baixos efeitos em concentracdes elevadas de solucdo de cloratos, significa que em
concentragdes muito baixas, como a estabelecida para o limite legal de cloratos em agua para o
consumo humano, nomeadamente de 0,7 mg/L, ndo teria algum efeito na bactéria em estudo. E
possivel concluir que os cloratos ndo apresentam toxicidade para a bactéria Aliivibrio fischeri
para as concentracdes estudadas, sendo por isso necessario a realizacdo de mais testes com

concentragdes mais elevadas.

14. Resultados dos ensaios com cianotoxinas

14.1 Resultados com padrdo de Microcistinas-LR

Foi necessario realizar testes exploratorios com padrbes de Microcistina-LR fora da

validade, dado que eram os disponiveis, a data, no Laboratdrio, e que 0 seu custo é
elevadissimo. A realizacdo de testes de toxicidade com cianotoxinas é uma metodologia
inovadora, néo tendo sido encontrada bibliografia sobre o assunto. Por esta razéo, a escolha das
concentracdes a testar foi bastante dificil. Por outro lado, estes testes seriam sempre limitados
dado que o custo de aquisicdo de padrBes de toxinas ser muito elevado, pelo que ndo seria
possivel fazer testes sistematicos, a diferentes concentragdes, como seria desejavel.
Os testes realizaram-se, com umas concentragdes de 100 pg/L e 50 /L (81,9 po/L e 40,95
/L respetivamente) foram obtidos, apos uma exposicdo de 15 minutos, % E de 6 % e 4 %
respetivamente. Devido a estas baixas perdas de Iluminescéncia apds contatos com
concentragcdes elevadas desta toxina foi decidido experimentar com um padrdo dentro da
validade, a fim de chegar a resultados mais conclusivos para este parametro.

O padrédo de Microcistinas-LR possuia uma concentracdo de 10 pg/mL (103 pg/L). Foi
entdo preparada uma concentracdo de 50 pg/L e estudada uma concentracdo efetiva d 40,95
Ho/L. A %E obtida com esta concentragdo, ap6s um tempo de exposi¢do de 15 minutos, foi de
5 % (equivalente ao padréo fora do prazo de validade). Embora mais testes sejam necessario,
estes resultados preliminares indicam que esta cianotoxina pode ser considerada ndo toxica para
0 organismo em estudo, nesta gama de concentracbes. Como seria expectavel, em
concentragdes muito baixas, como a estabelecida para o limite legal de microcistina em agua

para 0 consumo humano, nomeadamente 1 pg/L, ndo teria algum efeito na bactéria em estudo.
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14.2 Resultados com Anatoxina-a 0,15 pg/L

Para testar a sensibilidade das bactérias Aliivibrio fischeri a anatoxina-a foi preparada
uma solucdo padrdo de anatoxina-a (0,15 pg/L) com uma concentracdo de 0,015 pg/L, sendo
assim, a mais alta concentracdo de 0,01229 /L. Foram realizadas 6 diluicdes (1:2) a fim de
chegar a concentragdo mais baixa anatoxina-a de 0,00038 pg/L. Foram realizados 6 ensaios

com um tempo de exposicdo de 15 minutos.

Na Figura 30 encontram-se representadas as médias e os desvios padréo das % E obtidas
apos os ensaios com a solugcdo de anatoxina-a 0,15 /L.
Ao examinar os efeitos nas diferentes concentragdes apds 15 min, é possivel verificar que na
concentragcdo mais baixa de anatoxina-a, ou seja 3,4 x 104 pg/L a média das % E foi de 6,75 +
3,20 e na concentracdo mais alta de anatoxina-a, 12,29 x 1023 pg/L a % E foi de 99 %. Na
concentracdo mais alta foi realizada somente uma repeticdo e na concentracdo de anatoxina-a
de 6,14 x 103 g/ foram realizadas duas repeticdes onde foi obtida a mesma % E (98 %). A
partir da concentracdo de anatoxina-a de 3,07 x 10-3 /L foram realizadas mais repeticdes, pois

observou-se uma viragem nos resultados a partir desta concentragéo.
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o O o o

Figura 30 - % E obtidas nos ensaios coma solucdo padrdo de anatoxina-a
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Na Figura 31, é possivel verificar e concluir que a bactéria apresentou elevada
sensibilidade para esta substancia, apresentando elevadas % de inibicdo para baixas
concentraces de anatoxina-a (3,8x104 pg/L).

100 9899

98

g7 91 87 91
90 83
80
70 69 68 66
5 61 58

49
50
35
40 31 30
30 26
20 16
10 4 4 I
0 .I I [ | I
25,4 25,5

24,0 24,6 24,7 25,2
Temperatura °C
m 3,8x10-4 pug/L m7,7x10-4 pg/L = 1,54x10-3 pg/L = 3,07x10-3 pg/L ®6,14x10-3 pg/L = 12,29x10-3 pg/L

Efeito (%)

Figura 31 - % E para diferentes temperaturas de ensaio com anatoxina-a

As normas internacionais (Regulamento da Nova Zelandia) referem que a concentracdo
de anatoxina-a no ambiente ndo pode exceder 1 pg/L enquanto na agua potavel este parametro
deve ser inferior a 0,001 pg/L, sendo estes valores provisorios (EPA, 2015). A OMS esta a
preparar uma nova edicdo do livro Toxic cyanobacteria in Water, (autor Ingrid Chorus) que
serd publicado este ano, o qual indica um valor guia, para anatoxina-a, em aguas de consumo
de 30 pg/L.

E possivel verificar na Figura 31 que foram obtidas % E a partir de uma concentracdo inferior
a de 30 pg/L.

A anatoxina-a difere das outras cianotoxinas (como as microcistinas) por sofrer rapida
degradacgéo fotoquimica pela luz solar (dependente daintensidade da luz,) e a sua decomposi¢éo
é acelerada por condigdes alcalinas. No entanto, € relativamente estavel em condigdes neutras
e 4cidas (EPA, 2015; Testai, et.al, 2016).
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Na Figura 32 encontram-se representadas as médias (pg/L) e os desvios padrdo das

concentracdes efetivas previamente calculadas para a anatoxina-a.

2,50E-03 a

a 1,59E-03 + 4,41E-04
1,39E-03 + 4,38E-04

2,00E-03
1,31E-03 + 3,83E-04
1,50E-03
6,84E-04 + 2,01E-04
1,00E-03
4,74E-04 + 1,36E-04
5 00E-04 -

0,00E+00
CE10 CE20 CE50 (Probit) CES50 (Software CES50 (Método
Microtox FX) estatistico)

CE (ug/L) Anatoxina-a

Figura 32 - Concentracdes efetivas obtidas comsolucdo padréo de anatoxina-a

E possivel concluir que a bactéria Aliivibrio fischeri é muito sensivel a este composto e
tem uma 6tima capacidade de detetar esta cianotoxina, sendo que as CEso obtidas foram de 1,39
X 103 ug/L (método Probit), 1,31 x 10-3 pg/L (Software Microtox) e 1,59 x 10-3 /L (método
estatistico) sdo capazes de provocar perda de luminescéncia em 50 % da populagdo em estudo.
Através da andlise ANOVA foi possivel concluir que ndo existem diferencas

significativas entre os resultados obtidos.
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14.3 Resultados com Saxitoxina 10 pg/L

Para testar a sensibilidade das bactérias Aliivibrio fischeri a saxitoxina foi utilizada uma
solucdo de dicloridrato de saxitoxina diluida em acido cloridrico aquoso. Foi preparada uma
concentracdo de 10 pg/L de dicloridrato de saxitoxina, sendo assim a concentragdo efetiva mais
alta estudada foi de 8,19 pg/L. Foram estudadas 5 concentracdes sendo a concentracdo mais
baixa estuda de 0,512 pg/L. Foram realizados somente dois ensaios com um tempo de
exposicdo de 15 minutos.

Na Figura 33 encontram-se representadas as médias e os desvios padrdo das % E obtidas
apos os ensaios com a solucdo de saxitoxina 10 pg/L.

Ao examinar os efeitos nas diferentes concentracdes apos 15 min, € possivel verificar que foram
obtidas grandes variagcGes nos resultados obtidos.

50
42,00
29,50 + 10,61

40
< 30
S 16,00 + 8,49
=
T 20

10,00 6,50 = 4,95
) . ﬁ
0
0,515 1,024 2,048 4,095

ConcentracGes Saxitoxina pg/L

Figura 33 - % E obtidas nos ensaios coma solugdo padrdo de saxitoxina

Foram realizadas somente duas repeticdes dos ensaios devido a verificacdo da
instabilidade da solucdo previamente preparada. E possivel observar através dos valores
representados na Figura 34 uma diminuicdo na % E logo a partir do segundo ensaio, sendo 0s
ensaios realizados a mesma temperatura.
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Figura 34 - % E para diferentes temperaturas de ensaio com saxitoxina

Além de poder ter sido um erro associado ao procedimento experimental, o acido

cloridrico aquoso presente na solucdo de saxitoxina pode ter interferido na solucdo bem como

variacdes no pH.

O novo livro da OMS apresenta um valor guia para a saxitoxina de 3 pg/l, em aguas de
consumo. NaFigura 34 é possivel verificar que foram obtidas % E a partir de uma concentragéo
inferior a de 3 py/l, concluindo-se que, uma concentracdo abaixo do valor guia, apresenta
toxicidade para a bactéria Aliivibrio fischeri.

Na Figura 35 encontram-se representadas as médias (Mg/L) e os desvios padrdo das

concentragdes efetivas previamente calculadas.
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Figura 35 - Concentragdes efetivas obtidas comsolugdo padrdo de saxitoxina
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E possivel concluir que a bactéria Aliivibrio fischeri é muito sensivel a este composto e tem
uma Otima capacidade de detetar esta cianotoxina, tendo sido obtidos CEso de 9,66 pg/L
(método Probit), 9,59 pg/L (Software Microtox) e 7,8 g/l (método estatistico), sendo capazes
de provocar perda de luminescéncia em 50 % da populacdo em estudo. Também com este
composto foi possivel verificar que ndo existem diferencas significativas entre os resultados

obtidos.
Ndo existindo bibliografia associada a este tipo de ensaio com esta cianotoxina, bem

como os cloritos e a anatoxina-a, tornou-se bastante dificil a interpretacdo dos resultados

obtidos.
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Capitulo V — Conclusoes



A ecotoxicologia, ou seja, a area que estuda o impacto de determinadas substancias
toxicas sobre 0 ambiente e 0s seus ecossistemas, pode ser considerada como um tema muito
atual. O continuo aumento da populacdo mundial e o consequente aumento das atividades
industriais e humanas, tem vindo a promover significativamente a poluicdo ambiental
especialmente, a dos corpos hidricos, um recurso fundamental para a sobrevivéncia da vida na
terra.

Durante muitos anos, as avaliacbes de toxicidade de aguas foram realizadas com macro
organismos tais como algas, dafnias e ostras. No entanto, estes testes caracterizam-se por serem
muito demorados, e apresentarem um elevado custo, devido a necessidade de manter
populacdes de organismos em condi¢fes controladas. Estas carateristicas também dificultariam
0 seu uso em situaces de emergéncias. Atualmente, a realizacdo de ensaios de toxicidade com
bactérias bioluminescentes tem vindo a crescer, sobretudo por serem muito rapidos, por nao
haver necessidade de manter as populacdes de bactérias e ainda por utilizarem uma pequena
quantidade de amostras.

O principal objetivo desta dissertacdo foi aimplementacdo de um método de ensaio para
a avaliacdo da toxicidade usando a bactéria bioluminescente Aliivibrio fischeri com o
equipamento  Microtox® FX, com o objetivo de avaliar matrizes de agua, bem como avaliar
padrbes toxicos de contaminantes que podem acidentalmente ou intencionalmente contaminar
as origens de agua.

Osensaios foram desenvolvidos num dos mais modernos equipamentos produzidos pela
ModernWater, o Microtox® FX, o qual permite desenvolver ensaios com respostas rapidas
(entre 5a 30 min), e precisas, podendo ser um 6timo aliado em situacGes de emergéncia. Este
método permitiu calcular as concentracfes efetivas CEso, CE20 € CExo.

Inicialmente as bactérias foram testadas com substancias de referéncia, preconizadas na
norma ISO 11348-3:2007, nomeadamente duas solu¢bes de dicromato de potassio com
concentracdo de 100 mg/L e 129,2 mg/L e uma solucdo de 3,5-diclorofenol com concentracdo
de 8 mg/L, a fim de testar a eficiéncia dos lotes de bactérias. A norma referencia indica que,
para a concentracdo de 105,8 mg/L de dicromato de potéassio, a CEso esperada deve ser
aproximadamente de 52,9 mg/L enquanto para o 3,5-diclorofenol é esperada uma CEso de
aproximadamente 3,4 mg/L. Os valores da CEso obtidos, mesmo aproximando-se das CEso
requeridas na escassa regulamentacdo existente, apresentaram variacGes, pois tratando-se de
ensaios de natureza bioldgica, nos quais sdo utilizadas bactérias altamente sensiveis, ndo seria

possivel obter os mesmos resultados, como expectavel numa analise quimica.
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Apos testar matrizes de agua (origem subterranea, aguas brutas e tratadas de processo)
concluiu-se que estas ndo apesentaram toxicidade para a bactéria, tendo pelo contrario
promovido uma estimulacdo/efeito de adaptacdo (hormesis), descrito na bibliografia, o qual
pode ser devido a varios fatores como nutrientes presentes nas amostras ou substancias toxicas
em pequenas concentracdes, entre outras.

Nos ensaios com subprodutos do tratamento da agua, em particular da desinfe¢cdo, como
os cloritos, a bactéria apresentou sensibilidade com baixas % de inibicdo, concordante com o
valor estipulado pela legislacdo de 0,7 mg/L. No caso de outro subproduto de oxidacdo, 0s
cloratos, com valores legais semelhantes, foram obtidos resultados diferentes, pois as % E
foram muito baixas, para concentracdes elevadas (81,9 mg/L e 40,95 mg/L).

Para 0s ensaios com cianotoxinas, nomeadamente com microcistina-LR e anatoxina-a,
para a primeira as % E foram muito baixas em elevadas concentracGes (acima do limite legal
de 1 pg/L), tendo-se concluido que a bactéria é sensivel a esta toxina somente em elevadas
concentracdes (acima do limite legal), enquanto para a anatoxina-a as bactérias apresentaram
elevada sensibilidade, pois baixas % E foram detetadas até uma concentracdo de 0,00038 pg/L
detetando toxicidade abaixo do limite provisorio para agua de consumo 0,001 pg/L e abaixo do
futuro valor guia da OMS de 30 pg/L.

Dado o elevadissimo custo dos padrfes e a dificuldade em obté-los, foram realizados
somente dois ensaios com a solucdo de dicloridrato de saxitoxina. Devido a sua baixa
estabilidade, ndo foi possivel obter conclusBes satisfatorias sobre este composto. O valor guia
da OMS, que sera publicado ainda este ano, aponta para uma concentracdo de saxitoxina na
agua de 3 pg/L, sendo que foram obtidas % E abaixo desta concentragdo, podendo-se concluir
que a bacteéria é sensivel a este composto.

Apos este estudo, foi possivel concluir que, este método, juntamente com as analises
quantitativas (quimicas) pode ser considerado uma 6tima metodologia para detetar substancias
toxicas potencialmente presentes em &guas de consumo ou recreativas. E de ter em conta a
variabilidade dos ensaios, que indica a necessidade de testar sempre novos lotes de bactérias
com as substancias de referéncia reportadas na norma 1SO 11348-3:2007, a fim de confirmar a
viabilidade das mesmas. As condi¢cbes ambientais também devem ser tidas em consideracao:
por exemplo, as alteracbes repentinas na temperatura ou até na luz, pois estes fatores podem
afetar o resultado final dos ensaios. Tendo em conta essa variabilidade, e tratando-se de testes

biolégicos, estes devem sempre acompanhados por outros ensaios.
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As variagdes que estes tipos de ensaios apresentam, podem ser consideradas como uma
desvantagem do método, devendo, sempre que possivel, efetuar réplicas dos ensaios a fim de
obter resultados mais robustos e trazer conclusdes mais satisfatorias.

Sendo uma nova &rea de investigacdo e como ainda ndo existe bibliografia disponivel
relativamente a ensaios de toxicidade com alguns destes compostos, torna-se bastante dificil
tirar conclusbes sobre a toxicidade dos mesmos, utilizando bactérias Aliivibrio fischeri. No
entanto, uma das perspetivas futuras de trabalho seria a de aprofundar este estudo, através da
realizacdo de mais testes, seja com as substancias previamente estudadas, seja testando outras
substancias toxicas frequentemente encontradas no ambiente.

Salienta-se, como conclusdo final, que o objetivo deste trabalho foi plenamente
alcangado, uma vez que foi possivel implementar, e validar, com sucesso, 0 método de ensaio
para a avaliacdo da toxicidade usando a bactéria bioluminescente Aliivibrio fischeri com o
equipamento Microtox® FX, para que seja possivel uma avaliagdo da toxicidade em diferentes
matrizes de agua no laboratério. Com base neste trabalho foi ainda elaborado um procedimento
de andlise, com base na norma ISO 11348-3:2007, que ja estd a ser utilizado, no laboratério,
para as analises de rotina de toxicidade e, eventualmente, paraa futura acreditacdo deste método

de ensaio.
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Apéndice |- Ensalos com matrizes de
Agua
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Aguas Brutas

1) 23,62C teste 81,9 diluigfes Exposicdo 15 min

Dark B3/28/19
Control(s)

tem DateTime
18,24  B83/28/19
28,48 B3/28/19
48,95 B3/28/19
81,90 B3/28/19

15:18:28

15:18:58
15:19:12
15:19:32
15:19:54

23

B3/28/19 15:18:32
Result

-4
-8
12

11236647 9699599
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
16954893 9982586
18868555 18283586
18878836 18597743
11836167 11488586

-12

2) 24,8°C teste 81,9 diluicfes exposicdo 15 min

Dark B3/28/19
Control(s)

Item DateTime
18,24 83/28/19
28,48 B3/28/19
48,95 B3/28/19
81,9@ B3/28/19

3) 23,82C teste

Dark B3/29/19
Control(s)
Ttem DateTime

83/29/19 11:47:14

4) 21,82C teste 81,9 Exposicdo 15 min

Dark B3/29/19

Control(s)

ITtem DateTime
B3/29/19

5) 24,42C 81,9 exposicdo 30 min

Dark B3/29/19

Control(s)

Item DateTime
B3/29/19

16:33:39

Result

16:41:13
16:41:37
16:41:57
16:42:21

81,9 exposicao

11:4@8:53

29

83/28/19 16:48:55

2784597 2218372

RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

-3
-18
-9
-14

5 min

26

83/29/19 11:46:57

3351716 2347962
3476916 3146887
3768996 3378098
4451768 4163498

2857358 2485341

Fesult RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

-12

14:12:89

2811421

18

83/29/19 14:26:89

27442238

11314183

9318860

Fesult RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

14:28:33

15:56:19

-6

33

83/29/19 16:27:18

11884577

7261256 4922356

18393487

FResult RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

16:27:34

-15

86

7129388 5579962



Aguas brutas Subterraneas

1) 81,9 ¥ tempo exposicdo 38 min

Dark 04/83/19 11:42:54 19

Control(s) 04/83/19 12:15:41 7580693 5753800

Item DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
18,24 84/83/19 12:15:58 1 7733468 58044089

20,48 84/83/19 12:16:15 -2 7580693 5925669

408,95 ©94/083/19 12:16:34 -6 7756181 6277735

81,9 04/83/19 12:16:56 -16 7417638 6547690

2) 24,49C Teste 81,9 % Exposicdo 5 min

Dark 04/84/19 14:47:15 19

Control(s) 04/04/19 14:56:43 18179933 6745644
Item DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
8,32 84/84/19 14:57:08 -1 11833748 18323856
8,64 84/84/19 14:57:19 -3 9801237 8684582

1,28 04/84/19 14:57:38 -5 18694238 9694249
2,56 84/84/19 14:57:57 -3 168385138 9219203
5,12 84/84/19 14:58:16 8 18444834 9811814
18,24 ©84/84/19 14:58:33 -4 18276436 9263749
28,48 84/84/19 14:58:51 -b 18463818 9605949
48,95 B4/84/19 14:59:08 -7 18786547 9892293
81,99 ©84/84/19 14:59:25 -14 18493569 18326161
Agua Tratada

1) 22,12C teste 81,9% exposigdo 5 min

Dark 84/89/19 11:47:89 20

Control(s) 04/09/19 11:53:14 182785964 9106295
Item DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 84/09/19 11:53:31 -18 18423772

87

18217197



Agua de Barragem

1) 23,4°9C T:45 %
Dark B84,/89/19
Control(s)

Item DateTime
Sample# 5,63
Sample# 11,25
Sample# 22,58
Sample# 45,08

Fxposicdo 5 min
15:21:85 25
84,/89/19 15:28:21

84,/89/19 15:25:38
84,/89/19 15:28:56
84,/89/19 15:29:12
84,/89/19 15:29:27

88

2869876 1818745
Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark

-1
-1
e
2

2133276 1988270
2154668 1922582
3694784 3262961
2687998 3880888



Apéndice II- Calculo da Razéo dos
Brancos
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Dicromato de Potassio 108 mg/L

1)t:23,089C
Dark

04/16/19 11:04:45

14

Control(s) 84/16/19 11:39:45 18664978 7565834
Ttem DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-DarK
Sample# 1 04/16/19 11:40:08 29 18418156
Sample# 2 84/16/19 11:48:33 35 9p84608

Sample# 3 84/16/19 11:48:56 46 9146805

Sample# 4 84/16/19 11:41:21 66 11841422

2)T: 25,74C

Dark 85/31/19 14:21:35 38

Control(s) 85/31/19 14:54:.68 18123274 11752251
Ttem Datelime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 85/31/19 14:54:24 13 22084644
Sample# 2 85/31/19 14:54:46 22 25679546
Sample# 3 85/31/19 14:55:11 37 25653656
Sample# 4 85/31/19 14:55:34 66 25144392
3)T:23,49C

Dark 07,/82/19 11:33:58 27

Control(s) 07,/82/19 12:18:36 19978327 12962185
Ttem DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 87/82/19 12:18:56 19 19385667
Sample# 2 87/82/19 12:11:16 93 23687835
Sample# 3 87/82/19 12:12:84 48 23448641
Sample# 4 07/82/19 12:12:33 68 23479585
4)T:23,49C

Dark 87,/84/19 11:39:57 16

Control(s) 87/84/19 12:14:14 9991559 7833243

Ttem DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 07/84/19 12:14:41 28 13182761
Sample# 2 87/84/19 12:15:14 28 19724938
Sample# 3 87/84/19 12:15:42 44 19758674
Sample# 4 87/84/19 12:16:12 65 196812126

90

5208218
4136046
3448744
2623868

9418941
18436143
8369271
5149631

9186980
862194

7188522
4392622

5885806
7888313
6199271
3718441



5)T:22,32C

Dark 87/24/19 09:47:18
Control(s) B7/24/19 1@:22:
Item DateTime Result
Sample# 1 87/24/19 16:22
Sample# 2 87/24/19 16:22:
Sampled# 3 87/24/19 10:23:
Sample# 4 87/24/19 16:23:
6)T:21,12C

Dark g8/82/19 11:24:18
Control(s) B8/@2/19 11:57
Item DateTime Result
Sample# 1 B8/82/19 11:58:
Sample# 2 g8/82/19 11:58:
Sample# 3 ge/82/19 11:58:
Sample# 4 g8/82/19 11:58:
7)T:25,12C

Dark 8/88/19 16:21:13
Control(s) p8/88/19 16:56
Item DateTime Result
Sample# 1 g8,/88/19 16:57:
Sample# 2 B8/88/19 16:57:
Sample# 3 g8/88/19 16:57
Sample# 4 B8/88/19 16:58:

91

16
23 13515816
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
: 48 18 14573797
59 30 14426855
19 43 14373261
37 60 14624489
15
147 20662311 13916695
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
a2 24 20782297
21 38 21743827
38 51 21172855
59 &7 20544811
28
142 13554189
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
ge 21 16486749
24 32 16446788
:49 49 16404878
13 71 16476788

7154237
6826324
4396087
3588933

18568737
9885668
6878887
4533641

68080226
5856933
4316573
2518999



8) T:22,62C

Dark B8/19/19 89:26:31 25

Control(s) g8/19/19 89:54:38 17967697 12147965

ITtem DateTime Result RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

Sample# 1 B8/19/19 89:54:47 21 19758245 9444839
Sample# 2 B8/19/19 89:55:81 32 198685721 8133518
Sample# 3 88/19/19 89:55:208 46 19549423 64398608
Sample# 4 88/19/19 89:55:35 67 19612887 39085574
9)T:27,92C

Dark B8,/28/19 16:21:084 48

Control(s) g8/28/19 16:55:11 11289882 8355149

Item DateTime Result RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

Sample# 1 g8/28/19 16:55:29 28 21887346 6894364
Sample# 2 g8/28/19 16:55:58 36 28757646 5432345
Sample# 3 g8/28/19 16:56:14 45 28232744 44887186
Sample# 4 g8/28/19 16:56:35 73 284786088 22552327

18)T:23,92C

Dark B8/27/19 17:13:16 27

Control(s) @8/27/19 17:47:26 08008216 6665368

ITtem DateTime Result RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

Sample# 1 B8/27/19 17:47:43 15 12213681 55778708
Sample# 2 B8/27/19 17:48:81 32 28626841 7527389
Sample# 3 Ba/27/19 17:48:18 42 18437253 5733686
Sample# 4 @8/27/19 17:48:36 69 18258583 3821289

11)T:22,32C

Dark 89/11/19 11:48:14 18

Control(s) 89/11/19 12:13:82 9489713 6273582

Ttem DateTime Result RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

Sample# 1 g9/11/19 12:13:19 29 9184238 4263211

Sample# 2 g9/11/19 12:13:36 39 13918275 5595383
Sample# 3 @9/11/19 12:13:54 49 12894643 4317822
Sample# 4 @9/11/19 12:14:18 65 124975088 2896600

92



12)T:25,09C

Dark 89/11/19 17:18:83

Control(s) 89/11/19 17:56:
Item DateTime Result
Sample# 1 @9/11/19 17:568
Sample# 2 89/11/19 17:51:
Sample# 3 89/11/19 17:51:
Sample# 4 89/11/19 17:51

13)T:23,7¢9C

Dark 89/12/19 18:51:24

Control(s) 89/12/19 11:24:
Item DateTime Result
Sample# 1 g9/12/19 11:24:
Sample# 2 89/12/19 11:25:
Sample# 3 A9/12/19 11:25:
Sample# 4 89/12/19 11:25:

14) T:25,12C

Dark 89/12/19 17:87:42

Control(s) 89/12/19 17:48:
Item DateTime Result
Sample# 1 @9/12/19 17:48
Sample# 2 g9/12/19 17:41:
Sample# 3 @9/12/19 17:41:
Sample# 4 g9/12/19 17:41

23

32 7202449 5891362
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

:49 33

93

9857388 3486677

a7 38 15877893 4939538
24 49 14456328 3882493

141 63 14586461 2841198
23

21 11629347 7588074
RawBefore-Dark RawAfter-Dark

39 38 15811235 5148733
12 29 18155857 5988511
38 42 165608185 4481224
51 61 16632874 2984768
48

31 19561668 12998174
RawBefore-Dark RawlAfter-Dark

149 22 18489524 8141162
a7 29 28221232 8049363
32 44 20630634 6442411

149 68 19942244 3525529



Dicromato de Potassio 129 mg/L

1) 24,52C

Dark le/82/19 18:4:11 36

Control(s) 18/82/19 16:37:47 4584868 2766563

Item DateTime Result FRawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 18/82/19 18:338:082 38 4418958 1891295
Sample# 2 le/82/19 18:338:21 42 5529287 1969832
Sample# 3 le/82/19 16:38:38 51 5396942 1624823
Sample# 4 18/82/19 168:38:57 72 5664779 943281
2)25,12C

Dark 18/82/19 11:46:55 58

Control(s) le/82/19 12:28:17 8873488 5476892

Item DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 18/82/19 12:28:33 36 8506848 3354485
Sample# 2 le/82/19 12:208:58 45 9419884 3146458
Sample# 3 le/82/19 12:21:87 53 8863348 2559618
Sample# 4 le/82/19 12:21:24 72 9708587 1636443
3) 28,82C

Dark 18/82/19 18:36:43 22

Control(s) le/82/19 11:18:87 16231546 18981973
Item DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 18/83/19 11:18:22 38 14768514 6144637
Sample# 2 18/83/19 11:18:48 47 14881973 5223124
Sample# 3 le/82/19 11:18:59 55 15844455 4487686
Sample# 4 le/82/19 11:11:21 75 14926824 2585395
4) 22,22C

Dark 18/84/19 168:28:06 31

Control(s) le/84/19 11:8:34 24554169 17521313
Item DateTime Result RawBefore-Dark RawAfter-Dark
Sample# 1 le/84/19 11:88:51 37 24969569 11288687
Sample# 2 18/84/19 11:81:88 43 21925679 8089685
Sample# 3 18/84/19 11:81:32 61 21878481 5738066
Sample# 4 le/84/19 11:81:54 a8l 21235131 2688349
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5) 23,92C

18538157
Result RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

Dark 18/38/19 18:34:38 93
Control(s) 18/38/19 19:86:25

Item DateTime

Sample# 1 18/38/19 19:06:41 28
Sample# 2 18/38/19 19:87:06 39
Sample# 3 18/38/19 19:87:26 46
Sample# 4 18/38/19 19:87:45 71

95

6192597

77360689 3271954
7458883 2658783
6939158 2183514
6954562 1162962



3,5 Diclorofenol & mg/L

1) 23,42°C
Dark  10/29/19 17:04:38

Control(s) 18/29/19 17:37:
Item DateTime Result
Sample# 1 16/29/19 17:37:
Sample# 2 16/29/19 17:37
Sample# 3 16/29/19 17:38:
Sample# 4 16/29/19 17:38:
2)24,82C

Dark 186/38/19 13:84:57

Control(s) 18/38/19 13:38:
Item DateTime Result
Sample# 1 16/36/19 13:38:
Sample# 2 18/38/19 13:38:
Sample# 3 16/38/19 13:39:
Sample# 4 16/38/19 13:39
Sample# 5 16/368/19 13:46:
3) 23,92C

Dark 16/38/19 16:11:47
Control(s) 16/38/19 16:45
Item DateTime Result
Sample# 1 16/38/19 16:46:
Sample# 2 16/38/19 16:46:
Sample# 3 16/38/19 16:47:
Sample# 4 16/38/19 16:47

Sample# 5 18/38/19 16:48:

4
86

21

143

a3
26

gl
8e

23
52
18

148

a2

187

: 49

16
A4
18

141

83

14958551 18558988
RawBefore-Dark RawhAfter-Dark

62
85
17

94

14746316 3918743
168865068 1638446
15764183 9198692
15827682 5385991

11854271 7221935
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

47
8b
25
5

95

3423886
RawBefore-Dark

35
77
4

-9
93

96

8752283 2812284
16318613 1389387
15845774 6863359
16721644 9628174
24211763 674927

2228806
RawAfter-Dark
3369755 1428378
9498417 1415143
9256996 5728396
0379472 67082632
6967863 381467



4) 24,32C

Dark 18/38/19 16:59:24
Control(s) 1le/38/19 17:32:
Item DateTime Result
Sample# 1 le/3a@/19 17:32
Sample# 2 1e/38/19 17:33:
Sample# 3 18/38/19 17:33:
Sample# 4 le/38/19 17:33:
Sample# 5 18/38/19 17:34:
5) 23,7°C

Dark 18/31/19 14:59:15
Control(s) 18/31/19 15:33:
Item DateTime Result
Sample# 1 18/31/19 15:33
Sample# 2 18/31/19 15:34:
Sample# 3 18/31/19 15:34:
Sample# 4 18/31/19 15:34:
Sample# 5 18/31/19 15:35:
6) 24,92C

Dark 18/31/19 16:41:00
Control(s) 18/31/19 17:14:
Item DateTime Result
Sample# 1 18/31/19 17:14:
Sample# 2 18/31/19 17:15:
Sample# 3 18/31/19 17:15
Sample# 4 18/31/19 17:16:
Sample# 5 18/31/19 17:16:

18817217 7869316
RawBetore-Dark Rawlfter-Dark

12385348

11466779 3818844
3864546 545830
3835911 1962619
3749922 2182858
14694881 488476

8204863

RawBefore-Dark Rawlfter-Dark

97

5596255

138
24
:45 49
16 78
38 21
59 14
17 a5
112
38
148 45
14 81
36 15
56 -1
14 94
1688
26
RawBefore-Dark
42 48
14 25
148 68
a1 a7
208 96

7458249 2687890
18853624 1213832
9825248 5513386
9938324 6748397
12585588 485924

5867559
RawhAfter-Dark
11746288 6278358
5648497 3826124
13194779 4753559
12348884 1458829
12796441 3986638



Cloritos 25 mg/L |

1) T:23,22C

Dark 84,/38,/19 11:29:29
Control(s) e4/38/19 11:58
Item DateTime Result
Sample# 1 84,/30/19 11:58:
Sample# 2 84/36/19 11:58:
Sample# 3 84,/38/19 11:51:
Sample# 4 84/38/19 11:51:
Sample# 5 84/36/19 11:52:
Sample# 6 84,/36/19 11:52:
2)T:22,19C

Dark B6,/27/19 11:39:26

Control(s) 86/27/19 11:59:
Item DateTime Result
Sample# 1 @6/27/19 11:59
Sample# 2 B6/27/19 12:806:
Sample# 3 86/27/19 12:06
Sample# 4 @e/27/19 12:81:
Sample# 5 86/27/19 12:81:
Sample# 6 @e/27/19 12:81:
3)T:22,29C

Dark 87/26/19 12:27:13

Control(s) 87/26/19 12:45
Item DateTime Result
Sample# 1 a7/26/19 12:45
Sample# 2 87/26/19 12:45
Sample# 3 87/26/19 12:46
Sample# 4 @7/26/19 12:46:
Sample# 5 87/26/19 12:46
Sample# 6 87/26/19 12:47:

33
:16 12473986 9722782
RawBefore-Dark RawlAfter-Dark
38 e 12239553 9466344
54 3 11239654 8426461
15 7 11449462 8211798
39 17 115186368 7419889
a7 27 11612936 6561146
38 76 11537336 2118998
28
24 14563942 11333237
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
:49 3 14264587 18658267
16 1 19196654 147196186
142 5 19816556 13928768
a5 14 196356368 13856547
28 22 9743724 5875351
54 46 Q778283 4869332
13
;11 23689615 18998659
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
126 -32 23852495 25248453
146 3 24843917 19267715
185 6 24778125 18541967
24 19 25799439 16651468
:47 39 24469285 11833482
11 69 24797809 6018523

98



4)T:23,4°C
Dark  ©7/26/19 17:31:06

Control(s) B7/26/19 17:56:
Item DateTime Result
Sample# 1 87/26/19 17:51:
Sample# 2 87/26/19 17:51:
Sample# 3 87/26/19 17:51:
Sample# 4 87/26/19 17:52:
Sample# 5 87/26/19 17:52:
Sample# 6 87/26/19 17:52:
5)T:25,82C

Dark @8/19/19 16:57:82
Control(s) 88/19/19 17:22:
Item DateTime Result
Sample# 1 88,/19/19 17:23:
Sample# 2 88,/19/19 17:23:
Sample# 3 88,/19/19 17:23
Sample# 4 88/19/19 17:24:
Sample# 5 88/19/19 17:24:
Sample# 6 B88,/19/19 17:24:
6)T:23,12C

Dark @8/28/19 89:18:42
Control(s) @8/20/19 89:38:
Item Datelime Result
Sample# 1 88/28/19 @9:38:
Sample# 2 88/20/19 89:38
Sample# 3 88/20/19 89:39:
Sample# 4 88/20/19 89:39:
Sample# 5 88/28/19 89:39:

Sample# b B8/28/19 89:39:

99

7864180 61320889

41

57 8471524 6527734
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
13 -1

34 18 19594839

51 9 18437427

18 14 18852131

38 34 18285841

58 b4 18836717
34

51 22467674
RawBefore-Dark RawhAfter-Dark
a5 -3 22182554

24 1 23266744

143 2 22292666

a4 3 23058286

25 18 18759972

47 35 18676234
15

12 23118143
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
27 2 22946055

146 4 23545785

a5 5 23128943

22 11 24823685

38 24 24184285

58 43 23981943

16359472

18311541

13659484
12846349
11882831
9146247
4913298

lebd8237
16697188
15771292
16142511
11188788
8911946

17718573
17737983
17273281
16788385
14444368
18665754



7)T:26,42C
B8/29/19 16:27:53
88/29/19 16:51:
Result
16:
16:
16:
16:
16:
16:

Dark

Control(s)
DateTime

Ttem
Sample# 1
Sample# 2
Sample# 3
Sample# 4
Sample# 5
Sample# b

8)T:23,52C
ga/3a/19 16:46:19
ga/38/19 17:86:
Result
17:
17:
17:
17:
17:
17:

Dark

Control(s)
DateTime

Ttem
Sample# 1
Sample# 2
Sample# 3
Sample# 4
Sample# 5
Sample# 6

B8/29/19
B8/29/19
B8/29/19
B8/29/19
B8/29/19
B8/29/19

B8/38/19
B8/38/19
B8/38/19
B8/38/19
B8/38,/19
B8/38/19

L2:
L2:

52

53:
53:

53

B6:
B6:
a7:
a7:

a7

aa:

38
46 19755532
RawBefore-Dark RawlAfter-Dark

82 2 28299183

24 4 22173516

142 5 21386224

a4 18 221088556

22 54 23967476

141 58 23841718
22

16 14716121 113880885
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
36 4 14856587

54 6 13975831

18 13 14533987

27 24 144862088

45 48 14377382

a4 69 14847529

100

14112498

14163864
15182749
14379489
128685155
7791232
b788642

18359133
18825929
9641872
8431727
6531677
3454436



Bnatoxina-a

1)T:25,42C

Dark B8/89/19 12:36:59
Control(s) B8/89/19 13:006:
Item DateTime Result
Sample# 1 B8/89/19 13:06:
Sample# 2 B8/89/19 13:06:
Sample# 3 Ba/89/19 13:01:
Sample# 4 Ba/89/19 13:081:
2)T:25,52C

Dark B8/89/19 14:14:39
Control(s) 88,/89,/19 14:38:
Ttem DateTime Result
Sample# 1 BE/89/19 14:39:
Sample# 2 Ba/89/19 14:39
Sample# 3 B8/89/19 14:46:
Sample# 4 B8/89/19 14:46:
3) T:25,22C

Dark B8,/89/19 15:081:186
Control(s) 88,/89,/19 15:21:
Item DateTime Result
Sample# 1 Ba8/89/19 15:21:
Sample# 2 B8,/89/19 15:21:
Sample# 3 B8/89/19 15:22:
Sample# 4 Ba/89/19 15:22:
AT:24,62C

Dark B8/12/19 17:31:52
Control(s) B8/12/19 17:49:
Ttem DateTime Result
Sample# 1 Ba/12/19 17:56:
Sample# 2 Ba/12/19 17:58:
Sample# 3 Ba;/12/19 17:568:
Sample# 4 B8/12/19 17:51:

101

33
17 18836379
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
34 L3 18449911
55 a7 18517185
15 93 18484971
37 99 18272235
41
59 12693478
RawBefore-Dark Rawlhfter-Dark
16 38 12662457
: 468 B6 12225852
2e 91 12429126
24 o8 128689816
38
18 13893314
RawBefore-Dark Rawlifter-Dark
32 18 13478827
52 35 14157189
11 63 13327976
33 91 13636332
32
55 24787878
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
13 9 25869974
39 26 25299944
59 Bl 25813874
22 a7 24774948

13825931

18562618

18348926

5559824
1762242
2586089
24661

6523396
2998517
817957
169623

9153821
6914836
3168974
921544

16631586
13828176
7218228
2358575



5)T:24,72C
Dark  ©8/13/19 17:39:07

Control(s) 88/13/19 17:58:
Ttem DateTime Result
Sample# 1 @8,/13/19 17:59:
Sample# 2 @8,/13/19 17:59:
Sample# 3 @8,/13/19 17:59;
Sample# 4 @8,/13/19 18:86:;
6)T:24,8°C

Dark Ba,/14,/19 17:31:25
Control(s) 88,/14/19 17:49:
Item DateTime Result
Sample# 1 @8,/14/19 17:49;
Sample# 2 @8,/14,/19 17:56:
Sample# 3 @8,/14,/19 17:56:

Sample# 4 @8,/14/19 17:58:

211197869
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
20457247
20647745
28721679
20878633

15336487

14138495
125129684

28718871
RawBefore-Dark RawAfter-Dark
20708537
20868637
20677527
28969387

15555976

14826623
14349766
18563155



Saxitoxina

1)T:25,52C

Dark B8/89/19 16:58:53
Control(s) gg8/89/19 17:13:
ITtem DateTime Result
Sample# 1 ga/89/19 17:18
Sample# 2 Ba,/89/19 17:18
Sample# 3 ga/e9,/19 17:19
Sample# 4 ga/89/19 17:19:
2)T:25,52C

Dark B3/89,/19 17:35:19
Control(s) A8/09/19 17:54:
ITtem DateTime Result
Sample# 1 B8,/89/19 17:54:
Sample# 2 @8,/89,/19 17:54.
Sample# 3 @a,/89/19 17:55
Sample# 4 ga/89/19 17:55

103

34
15 17967658 12894476
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
138 16 18589172
146 1@ 17762868
187 22 17767948
25 37 17813568
38
18 11363579
RawBefore-Dark Rawlfter-Dark
33 3 11115987
51 1@ lac914al
118 22 11594216
133 432 12812839

11945653
11458632
9819791
7998244

7699719
6926892
64968164
4955386
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Apéndice Ill- Tabelas com resultados
das concentracOes/efeito e respetivos
valores de ECsg EC2 e EC1p
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Dias

16/abr

31/mai

02/jul

04/jul
24/jul
02/ago

08/ago

19/ago
20/ago
27/ago
11/Set
11/Set
12/Set

12/Set

Dricromato de Potéssio 100 mg/L

T°C

23,0
25,7

234

234

22,3

211

251

22,6

279

239

22,3

250

23,7

251

Brancos

0,709

0,65

0,65

0,70

0,67

0,67

0,65

0,67

0,74

0,68

0,66

0,71

0,68

0,66

81,9 40,95 20,48 10,24
mg/L mg/L mg/L mg/L
Efeitos (%) apc_js~30 min de
exposi¢do
66 46 35 29
60 37 22 18
68 48 93* 19
65 44 28 20
60 43 30 18
67 51 38 24
71 49 32 21
67 46 32 21
73 45 36 20
69 42 32 15
65 49 39 29
63 49 38 33
61 42 29 30
68 44 29 22

106

CEso
Probit
mg/L

40,74

62,95

41,28

4757
53,7
37,24

38,72
43,00
38,03
44,46
37,75
39,14
53,31

44,01

CE2o
mg/L

6,50

14,39

11,16

11,58

11,83
8,02
10,69
10,47
10,67
1352
5,67
4,14
6,72

10,73

CEwo
mg/L

2,49
6,65
5,62
5,52
5,37
3,59
5,44
4,99
5,48
7,25
2,10
1,27
2,27

512

CEso
Software
Microtox

mg/L

42,9

57,5

40,8

46,3

539
384
37,2
42,2
359
42,0
40,1
418
514

42,2

CEsxo
Método
Estatistico

39,18

59,62

41,99

46,43

47,64

34,78

39,22

41,97
40,50
46,27
34,71
34,53
47,24

45,17



Dicromato de Potassio 129,2 mg/L

105,65 52,83 26,41 13,21 CEso CEso CEso

Dias | T°c | Brancos mg/L  mg/L mg/L  mg/L Probit CEo  CEw | Software Metgd_o

Efeitos (96) apds 30 min de mg/L mg/L ~ mg/L | Microtox | Estatistico
" mg/L mg/L
exposicdo

02/out | 245 0,61 72 51 42 30 39,42 7,58 3,19 41,22 4141
02/out | 251 0,62 72 53 45 36 3390 4,96 181 37,07 37,08
03/out | 2038 0,67 75 55 47 38 29,81 4,69 1,78 32,88 36,19
o4iout | 222 | O™ 81 61 48 37 | 2655 61 283 | 2879 31,87
30/out | 239 0,61 71 46 36 28 47,14 9,57 4,15 46,74 49,86
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3,5-Diclorofenol 8 mg/L

Dias

29/out

30/out

30/out

30/out

31/out

31/out

T°C

234

240

239

243

23,7

249

B rancos

6,55 536 439 369 344 3728
mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

Efeitos (%) ap6s 30 min de exposicéo

071

0,61

0,65

0,65

0,67

09

94 85 62 - - 17
95 86 47 - 25 5

93 77 35 - 4 +9
95 78 49 - 21 14
94 81 54 - 15 +1

96 87 60 25 40 -

108

CEso
Probit
mg/L

4,15

4,38

4,77

4,33

4,37

4,22

CEx CEuw
mg/L  mg/L
343 3,03
3,61 3,27
4,05 3,74
3,47 3,09
3,55 3,18
3,46 3,12

CEso
Software
Microtox

mg/L

3,88

3,82

4,15

3,87

4,08

4,14

CEso
Método
Estatistico
mg/L

4,27

4,68

4,99

4,69

4,55

4,18



Cloritos 25 mg/L

Dias

30/abr
27/jun
26/jul
26/jul
19/ago
20/ago
29/ago

30/ago

T°C

232

22,1

22,2

234

250

231

264

235

20,48 10,24 512 256 1,28 0,64
Brancos | mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Efeitos (%) ap6s 15 min de exposicéo

0,78 76 27 17 7 3 0
0,78 46 22 14 5 1 3
0,80 69 39 19 6 3 0
0,77 64 34 14 9 10 0
0,73 35 18 3 2 1 +3
0,79 43 24 11 5 4 2
0,71 58 54 18 5 4 2
0,77 69 40 24 13 6 4

109

CEso
Probit
mg/L

1343
33,65

1312

17,58
41,58
33,06
14,66

12,89

CEx
mg/L

5,12
7,94
4,99
441
13,00
8,18
4,58

3,48

CEuw
mg/L

3,09

3,72

3,01

2,14

7,08

3,94

2,49

1,75

CEso
Software
Microtox

mg/L

91

252

10,9

131

378

27,73

13,45

10,62

CEso
Método
Estatistico
mg/L

15,19
22,38
13,88
15,83
26,90
24,37
11,63

13,01



Dias

9/Ago

9/Ago

9/Ago

12/ago

13/ago

14/ago

Anatoxina-a 0,15 pg/L

T°C

254

255

25,2

24,6

247

24,0

Brancos

0,73

0,74

0,76

0,74

0,73

0,75

12,29x10°% 6,14x10°% 3,07x10°% 1,54x10%° 0,77x10° 0,38x10°
Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L
Efeitos (%) ap6s 15 min de exposicéo
99 98 87 58 - -
- 98 91 66 30 -
- - 91 68 35 10
i i 87 61 26 9
i i 83 49 16 4
- - 69 31 8 4

110

CEso
Probit

Ho/L

1,12x10°3
1,22x10°3
1,05x103
1,21x103
1,54x103

2,22x10°3

CEx
Hg/L

5,06x10*
6,15x10*
5,39x10*
6,03x10*
8,06x10*

10,36x10*

CEw
Ho/L

3,3x10*
4,46x10*
3,79x10*
4,18x10*
5,75x10*

6,94x10*

CEsxo
Software
Microtox

Ho/L
1,72x10°3

1,34x10°®
0,86x10°3
0,98x103
1,16x10®

1,79x10°

CEsxo
Método
Estatistico

1,75x10°3

1,26x10°®

1,12x103

1,33x10°3

1,80x103

2,3x10°3



Saxitoxina 10 pg/L

8190 4095 2048 1024 0512| CEs .o S(thEso CEss
i /L /L /L /L /L ; 20 10 oftware ;
Dias | T°C | Brancos | MO Hg Hg Hg Hg PJg/bth ug/L  pg/L | Microtox Método

Efeitos (%) apds 15 min de exposicéo

ug/L Estatistico
09/ago | o565 | 072 ] 37 2 10 10 | 95 = 169 068 | 709 5,82
09/ago | oo | 72 42 2 10 3 - 976 201 088 | 1208 9,78

111
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Apéndice IV-Modelo Probit
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Dicromato de Potassio 100 mg/L

Concentragdes Lo Respostas
(mg /L) L)
10,24 101 29
20,48 131 35
40,95 1,61 46
81,9 191 66
Concentragdes Lo Respostas
(mg /L) L)
10,24 101 18
20,48 131 22
40,95 161 37
81,9 191 60

Respostas
Probit
4,45
4,61
49
541

Respostas
Probit
4,08
4,23
4,67
5,25

Respostas PROBIT

114

Respostas PROBIT

5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60

4,40

4,20
4,00

5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

.o
or”

1,00 1,20

y =1,0532x + 3,3029
R2=10,9418

1,40 1,60

Log10 Concentragdes

y=1,3123x + 2,6391

Logl10 concentragdes

1,80

R2=0,9428

1,80

2,00

2,00



Concentragdes
(mg /L)
10,24
40,95
81,9

Concentragdes
(mg /L)
10,24
20,48
40,95
81,9

Log (%)
1,01 19
161 48
191 68
Log (%)
1,01 20
1,31 28
161 44
191 65

Respostas  Respostas

Probit
412
4,95
547

Respostas  Respostas

Probit
4,16
4,42
4,85
5,39

115

Respostas PROBIT

Respostas PROBIT

5,60

5,40
5,20
5,00
4,80
4,60

4,40
4,20
4,00

5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

y=1,4784x + 2,6113 4

1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Lo10 Concentragdes

y=1,3688x + 2,7041 °®
R?=0,9772 .
......... .
1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Log10 Concentragdes



Concentragdes
(mg /L)
10,24
20,48
40,95
81,9

Concentragdes
mg/L
10,24
20,48
40,95

819

Log
101
131
1,61
191

Log

1,01
131
161
191

Respostas
(%)

24
38
51
67

Respostas

%
21
32
49
71

Respostas

Probit
4,29
4,69
5,03
5,44

Respostas
Probit

4,19
4,53
497
5,55

Respostas PROBIT

116

5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

Respostas PROBIT

y=12502x +3,0218
R? = 0,9988...-""

1,00

5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Log10 Concentragdes

y=15017x +2,6148 @
R?=10,986 ..

o
ot

ot

1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Log10 Concentragdes



5,60 y=1,3688x + 2,7641

5,40 R2=0,9872 ——
= e
©520 [ e
o | e
€50 e
@
g 480 e
Concentragdes Lo Respostas  Respostas g 4,60 e
mg/L 9 % Probit gas e
10,24 1,01 21 4,19 420 g
20,48 131 32 4,53 4,00
40,95 1,61 46 49 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00
81,9 191 67 5,44 Log10 Concentracgdes
5,80 y=1,5217x +2,5956
5,60 R?=0,9582 °
R e S I e S
8 520 ——
Concentracdes Lo Respostas  Respostas ©500 e
mg/L 9 % Probit Sag0 [ e o
10,24 101 20 4,16 g por ol R o
[0 e
I~
20,48 131 36 4,64 420 g
40,95 161 45 487 4,00
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00
81,9 191 73 5,61

Log10 Concentragdes
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Concentragdes
mg/L
10,24
20,48
40,95
819

Concentragdes
mg/L
10,24
20,48
40,95

819

Log

1,01
131
1,61
191

Respostas
%

15
32
42
69

Respostas
%

29
39
49
65

Respostas
Probit

3,96
4,53
48
55

Respostas
Probit

4,45
472
497
5,39

118

Respostas PROBIT

Respostas PROBIT

5,5
5,3
51
4,9
4,7
4,5
4,3
4,1

5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

1,00

ot
o

1,20

1,20

y=1,6247x + 2,3226

ot

1,40 1,60

Log10 Concentragdes

1,40 1,60

Log10 Concentragdes

.
O
o
o

1,80

y=1,02x+3,3915
R?=0,9845
o

1,80

2,00

2,00



Concentracdes
mg/L
10,24
20,48
40,95

819

Concentragdes
mg/L
10,24
20,48
40,95

819

Log

1,01
131
161
191

Respostas
%

33
38
49
63

Respostas
%

29
30
42
61

Respostas
Probit

4,56
4,69
497
533

Respostas
Probit

4,45
4,48
48
5,28

119

Respostas PROBIT

Respostas PROBIT

5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20
4,00

1,00

et
.

1,00

y = 0,8605x + 3,6296

""""
.....

1,20 1,40 1,60 1,80

Log10 Concentragdes

y =0,9336x + 3,3878

....
....

1,20 1,40 1,60 1,80

Log10 Concentragdes

2,00

2,00



Concentracgdes
mg/L
10,24
20,48
40,95
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Dicromato de Potassio 129,2 mg/L
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mg/L
1321
26,41
52,83

105,65

112
142
1,72
2,02

112
1,42
1,72
2,02

Respostas

%
30
42
51
72

Respostas

%
36
45
53
72

Respostas
Probit

448
480
503
5,58

Respostas
Probit

4,64
4,87
5,08
5,58

5,80
5,60

- 5,40

o

8520

[a's

a 5,00

e

24,80

g

2 4,60

(O]

& 4,40
4,20

4,00
1,00

5,80
5,60
5,40
5,20
5,00
4,80
4,60
4,40
4,20

4,00
1,00

Respostas PROBIT

121

1,20

1,20

ot
.o

.
.

et
.o

.
.o
oo
0ot
.o
), o

y=1,1728x + 3,1285

R2=0,9664

et
.
.

1,40 1,60 1,80

Log10 Concentragdes

.

2,00

y =1,0066x + 3,4597

R2=0,9522

o*
.®
.
et
.o

1,40 1,60 1,80

Log10 Concentragdes

2,00

2,20

2,20



Concentracdes
mg/L
1321
26,41
52,83

105,65

Concentracdes
mg/L
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3,5-Diclorofenol 8 mg/L

Concentragdes
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Concentracdes
mg/L
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Cloritos 25 mg/L

Concentracdes
(mg/L)
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Concentracdes
(mg/L)
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Anatoxina-a 0,15 pg/L

Concentracoes (ug/L) LoglO Respostas %

0,0015375
0,00307
0,00614
0,01229

Respostas
Probit
-2,81 58 5,20
-2,51 87 6,13
-2.21 98 7,05
-191 99 7,33

Concentragdes

(ho/L)
0,00077

0,0015375
0,00307
0,00614

Logl0 Res(;;;)stas Respostas Probit
-311 30 448
-2,81 66 541
-2,51 91 6,34
-2,21 98 733

Respostas PROBIT

Respostas PROBIT

-3,20
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y=2,4288x + 12,165
R?=0,9549
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y =2,8852x + 13,589 '
o Yo 6,50

—
Concentragdes Logl0 Respostas Respostas 3 Sl : ,'65.

(Hg/L) % Probit § gl oo
0,00038 -3,42 10 3,72 . N N o -
0,00077 -3,11 35 4,61 § ....... o 4,50
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Concentracdes Respostas Respostas
oLy Loglo TR0 probi
0,00038 -3,42 4 3,25
0,00077 -3,11 16 4,01

0,0015375 -2,81 49 497
0,00307 -2,51 83 5,95

Concentraces Respostas Respostas
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Saxitoxina 10 pg/L

Concentragdes
(L)
4,095
2,048
1,024
0,512

Concentracdes
(H/L)
8,19
4,095
2,048
1,024

Log

0,61
031
001
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Logl0
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Apéndice V- Método Estatistico
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Dicromato de Potassio 100 mg/L
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Dicromato de Potassio 129,2 mg/L
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3, 5-Diclorofenol
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Anatoxina-a 0,15 pg/L
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Anexo | — Procedimento Microtox FX
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Microtox FX EC50 Procedure L)

MODERN

81.9 % Basic Test

I. Place cuvettes in cuvette rack
a. Al through to A5 and Bl through to BS
Add 1,000 uL of Microtox Diluent to cuvettes Al through A4
Add 2,000 uL of sample to cuvette AS.
Add 200 ul of Microtox Osmotic Adjusting Solution to cuvette A5 and mix using pipettor.
Make 1:2 serial dilutions by transferring 1000 ul, moang after each transfer:
2. ASto Ad
b. Adto A3
a. A3 to A2, discarding 1000 uL from A2. (Al should remain as a negative control and
should just contain diluent)

vk W

6. Reconstitute 2 vials of Microtox SOLO Reagent using 300 uL of Microtox Diluent per vial.

7. Combine vials and mix with pipettor.

8. Transfer 100 ul of reconstituted reagent into cuvettes Bl through BS

9. WWait |5 minutes to allow reagent to equilibrate.

10. From the MAIN MENU, press the DOWN ARROW key until B-Tox is selected.

I'l. Without a cuvette in the Sample Chamber press the enter key. The instrument will display
“Tuning PMT’. During this time the instrument creates and opens a record. The screen
will then display BTOX: CONTROL, Insert Cuvette.

12. Place the control cuvette (B1) into the Sample Chamber. Close the lid. Press the ENTER
key to take a reading of the control cuvette. The instrument will then display ‘PMT
Settling Please Wait’

I3. The instrument will then prompt the user to Insert Sample |. Place the cuvette B2 into the
sample chamber. Close the lid. Press the ENTER key to take a reading, continue reading all
the cuvettes in row B.

4. After all cuvettes have been read, use the arrow keys to scroll to DOMNE. Start a five
minute countdown on a timer.

15. Immediately add 900 ul as follows, mixing the contents of each cuvette by gently swirling:

a. From Al to Bl
b. From A2 to B2
¢. From A3 to B3
d. From A4 to B4

16. Following the 5 minute countdown an alarm will sound and the instrument will prompt the
user to ‘Reinsert Cuvette, Reread Control’. Insert the Bl (control cuvette) in the
sample chamber. Close the lid. Press the ENTER key.

I7. The instrument will then prompt the user to ‘Reinsert Cuvette |, Reread Sample’.
Place the cuvette from B2 into the Sample Chamber. Close the lid. Press the ENTER key to
take a reading, continue rereading all cuvettes in row B.

a. MNOTE: As the instrument read, the analyser will display % light loss or gain for each
dilution. This is then stored in the DATA section.

18. Once all samples have been read the instrument will display DOMNE press ENTER.

9. Once the data has been downloaded onto Note Pad it will need to be entered into the
Microtox FX EC50 81.9% graph.
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