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RESUMO

Os organismos benténicos sdo utilizados como organismos-teste em ensaios
ecotoxicoldgicos por viverem parte do ciclo de vida no compartimento sedimento e terem
contato com contaminantes conservativos. Protocolos elaborados pela USEPA (2000) e
ASTM (2000) utilizam larvas de Chironomus, espécies tentans e riparius, respectivamente,
com esta finalidade. No Brasil, estudos desenvolvidos por Fonseca e Rocha (2004) indicaram
a espécie endémica de Chironomus xanthus, como promissora. Porém, frente a grande
biodiversidade dos trépicos faz-se necessario a busca de outras alternativas. Neste sentido, o
presente trabalho teve como objetivo estabelecer as condi¢cdes de cultivo em laboratorio de
Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014), de ocorréncia subtropical, determinar os estagios
larvais, por medicGes biométricas (biomassa corporea, comprimento do corpo, comprimento
ventral da capsula cefélica e largura e comprimento da capsula cefalica), bem como mensurar
os valores de fecundidade, fertilidade e a porcentagem de eclosdo para posterior aplicagdo nos
testes ecotoxicologicos com as substancias de referéncia (KCl e CdCl,). A metodologia de
cultivo seguiu a estabelecida por Fonseca e Rocha (2004). Para as medic¢des biométricas, apds
a eclosao das larvas, diariamente foram coletadas 10 exemplares e fixados em solucdo de
alcool 70 % e Glicerol (3:1) até a fase de emergéncia dos adultos. A mensuracdo dos dados
biométricos foi realizada sob microscépio éptico com auxilio de ocular micrométrica e de
paquimetro para as medidas do comprimento do corpo e tamanho da massa ovigera. Para
obtencdo da biomassa foram utilizadas 15 larvas/dia até a emergéncia dos adultos. Tal
resultado mostrou o ganho médio didrio de massa de cada estagio larval. A fecundidade,
fertilidade e a porcentagem de ecloséo foram obtidas através da metodologia estabelecida por
Viveiros (2012). Os ensaios ecotoxicolégicos tiveram a duracao de 96h em todos 0s estagios
larvais analisados, com exce¢do do primeiro estagio por ser planctdnico, com o KCI. Tais
resultados subsidiaram os ensaios com CdCl,. O célculo dos valores de CL50 (concentracéo
letal média a 50% dos organismos) foi estimado pelo programa JSPEAR- Karber e a carta
controle pela USEPA (2000). A duracgdo do ciclo de vida da espécie foi de 15 a 16 dias (Ovo
— adulto). O tamanho médio da massa ovigera foi de 16727um (c = 6072). A curva de
crescimento obtida com valores do comprimento médio diario ventral da capsula cefalica e
comprimento médio diario do corpo em relacdo ao tempo apresentou 4 estagios bem
diferenciados: estagio | (5 dias), estagio Il (2 dias), estagio Il (3 dias) e estagio IV (2 dias).
Com relacdo a biomassa, para estagio I a massa corpérea média foi de 87,83ug (o = 39,27),
estagio II de 70,00 pg (o = 10,00), estagio III 300,00pg (o = 3,33) e estagio IV 761,22 pug (6 =
25,14). A fecundidade média foi de 437 ovos (c = 120) e a fertilidade de 260 larvulas (c =
101) com 58,63% de eclos&o. Os valores médios de CL50 com o KCl foi de 4,19 g.L.™* (3,21 a
5,18 g.L ") 6 = 0,49 e Coeficiente de Variagdo (CV) de 11,76; 4,29 g.L ™, (2,83a5,74 gL o
= 0,73) e CV de 16,95 e de 2,90 g.L™ (1,35 a 4,45 g.L™" 6 = 0,78) CV de 26,80 para os
estagios 11, 11 e IV respectivamente. Considerando o menor CV e o fato de que as larvas no
estagio IV empulpam durante o teste, foi selecionado apenas o estagio Il para ensaios com
CdCl,, que resultou em CL50 média de 0,61 mg.L™ (0,12 a 1,0 mg.L™ & = 0,24). Comparando
as percentagens de eclosdo obtidas no presente estudo com as obtidas por Viveiros (2012)
para Chironomus sancticaroli, tais valores se mostraram mais promissores para Chironomus
affinis xanthus (PINHO, 2014). Ja os resultados dos ensaios com KCI foram similares aos
obtidos por Fonseca (1997) com o C. xanthus. Os resultados obtidos no presente estudo
permitem indicar o uso de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) nos ensaios
ecotoxicoldgicos com amostras de sedimentos contaminados, ap0s a devida descricdo
taxondmica.

Palavras-chave: Chironomus sp, Ciclo de Vida, Organismo-Teste.



ABSTRACT

Benthic organisms are used as test organisms in ecotoxicological assays because they live part
of the life cycle in the sediment compartment and have contact with conservative
contaminants. Protocols developed by USEPA (2000) and ASTM (2000) use Chironomus
larvae, tentans and riparius respectively. In Brazil, studies carried out by Fonseca and Rocha
(2004) indicated the endemic species of Chironomus xanthus, as promising. However,
compared to the great biodiversity of the tropics it is necessary to search for other alternatives.
In this sense, the present study aims first to establish the culture conditions in the laboratory
of Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014). In this step were determined duration of the
larval stages, by biometric measurements (body biomass, body length, length of ventral
cephalic capsule and width and cephalic capsule length) and measure the values of fecundity,
fertility and hatching rate, for further application in the ecotoxicological assays with reference
substances (KCI and CdCl,). The culture system was established following by Fonseca and
Rocha (2004). For the biometric measurements, the larvae were collected daily after hatching
10 organisms and fixed in 70% alcohol and glycerol (3:1) until to emergence. The
measurement of biometric data was performed under light microscope with the ocular
micrometer and a caliper was used to the body length measures and size of the egg mass. For
15 larvae were used biomass / day until emergence, the result was used to calculate the
average biomass for each larva. Fecundity, fertility and hatching rate were obtained according
to Viveiros (2012). The duration of assays were 96 hours for KCI of all larval stages, except
the first stage, because it is planktonic. These results allowed the tests with CdCl,. The
calculation of LC50 values (lethal concentration average 50% of organisms), was estimated
by JSPEAR- Karber program and the control-chart by USEPA. (2000). The duration of the
life cycle was 15-16 days (egg to adult). The average size of the egg mass was 16727um (c =
6072). The growth curve with values from the ventral daily average length of head capsule
and body daily average length/time had 4 different stages: Stage | (5 days), stage Il (2 days),
stage 11l (3 days) and stage IV (2 days). With regard to biomass, for stage | the average body
mass was 87,83ug (o = 39,27), stage 11 70,00 pg, (o = 10,00), stage III 300,00ug (o = 3,33)
and stage IV 761,22 ug (o = 25,14). The fecundity mean was 437 eggs, (c = 120) and the
fertility of 260 larvulas (¢ = 101) with 58, 63% hatching. Mean LC50 values with KCI was
4,19 g.L" (3,21 to 5,18 g.L™") 6 = 0,49 and coefficient of variation (CV) 11,76; 4,29 g.L™
(2,83 10 5,74 g.L! 6 = 0,73) and CV of 16,95 and 2,90 g.L™ (1,35 to 4,45 g.L™" ¢ = 0,78)
26,80 CV for stages Il, 111 and IV respectively. Considering the low CV and the larvae pupate
in stage IV, was used the stage Il for assays with CdCl, The results were the LC50 = 0,61
mg.L™ (0,12 to 1,0 mg.L" & = 0,24). Life cycle data obtained in the present study were
similar to Viveiros (2012) with Chironomus sancticaroli and the bioassays with KCI for
reference substance were similar to those obtained to Fonseca (1997) with C. xanthus. The
results obtained in this study allows indicate the use of Chironomus affinis xanthus (PINHO,
2014) in the ecotoxicological tests with contaminated sediment samples, after proper
taxonomic description.

Keywords: Chironomus sp, Lyfe Cycle, Test—organism.
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INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sdo considerados como 0s maiores receptores de
contaminantes, sejam por fontes pontuais tais como os efluentes domésticos e industriais, ou
ndo pontuais, como aguas de chuvas e lixiviados advindos de regides agricolas (IPEN, 2013).

O acumulo e a persisténcia de contaminantes nos ambientes aquaticos, principalmente
no compartimento sedimento, constituem uma ameaga & biota, uma vez que podem ser
toxicos, além da propria degradacdo do ecossistema (WHITE; RASMUSSEN, 1998;
FLEEGER et al., 2003 apud PANTALEAO, 2006).

De acordo com Silvério (1999) o sedimento de um sistema aquatico é considerado um
compartimento dindmico, capaz de criar habitats favoraveis a permanéncia da biota béntonica,
visto que é constituido de matéria organica e de particulas de diferentes tamanhos
granulométricos.

Um dos principais grupos de organismos viventes no sedimento Sd0 0S
macroinvertebrados bentbnicos. Tais organismos apresentam ciclos de vida relativamente
longos e em sua maioria sdo sesseis e detritivoros, dentre outras caracteristicas. Por estas
razdes sao recomendados como bioindicadores de qualidade de agua, com énfase para
amostras de sedimentos contaminados (OLIVEIRA, 2009).

A comunidade de macroinvertebrados bentdnicos de &gua doce é composta por
organismos com tamanho superior a 0,5 mm, sendo visiveis a olho nu (PEREZ, 1996). Ela é
representada principalmente pelos Filos Arthropoda, Platyhelminthes, Nematoda, Anellida e
Mollusca (KANNO, 2013). Dentro do filo Arthropoda, a Classe Insecta (Diptera,
Ephemeroptera, Odonata, Hemiptera e Coleoptera) contém mais de 750.000 espécies
descritas, sendo, portanto, 0 maior grupo de animais existentes no planeta (WETZEL, 1991).

Como componente da Classe Insecta, a familia Chironomidae (Ordem Diptera)
apresenta ampla distribuicdo geogréafica (TRIVINHO - STRIXINO; STRIXINO, 1995) e seus
representantes juntamente com os da classe Oligochaeta, constituem 0s grupos mais
abundantes da comunidade benténica (FONSECA; ROCHA, 2004). Os quironomideos sdo
compostos de organismos adaptaveis a muitos tipos de ambientes e apresenta uma grande
riqueza de espécies (JANKE, 2009). Possuem papel importante na ciclagem de nutrientes e
sdo importantes na dieta de passaros e peixes de agua doce (BAUDIN; NUCHO, 1992,
FONSECA, 1997).
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Tais organismos tém sido utilizados como organismos-teste nos ensaios
ecotoxicoldgicos com amostras de sedimentos contaminados, como por exemplo: Chironomus
tentans e Chironomus riparius com protocolos e procedimentos padréo estabelecidos pela
USEPA (United States Environmental Protection Agency), 2000 e ASTM (American Society
for Testing and Materials), 2000 respectivamente (JANKE, 2009). No Brasil, a espécie C.
xanthus, foi proposta por Fonseca e Rocha (2004) para uso como organismo-teste. Porem o
mesmo ainda ndo possui protocolos ou procedimentos padrdo para usos estabelecidos pela
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), que 6rgédo responsavel pela normalizagdo
técnica no Brasil.

Em face da grande biodiversidade nos tropicos e sub tropicos, faz-se necessario o
estudo de outras espécies de ocorréncia nestas regides, visando avaliar sua sensibilidade, bem
como aumentar a disponibilidade de organismos a serem utilizados em programas de
biomonitoramento com abordagem ecotoxicoldgica.

Neste sentido, o presente trabalho inicialmente isolou uma espécie de Chironomus,
estabeleceu as condigdes de cultivo em laboratorio e obteve informacdes sobre o ciclo de vida
do organismo. Com o auxilio do taxonomista Dr. Luiz Carlos Pinho a espécie isolada foi
denominada de Chironomus affinis xanthus, pois esta se assemelha a espécie Chironomus
xanthus, quando os individuos machos adultos sdo comparados, porém na fase larval existem
caracteristicas morfoldgicas no 4° dente lateral do mento e no pente epifaringeo que a destigue
da espécie de C. xanthus. Tais informacGes sdo apresentadas no primeiro capitulo da presente
dissertacéo.

Posteriormente com intuito de avaliar sua potencialidade para uso em estudos
ecotoxicoldgicos, foram realizados ensaios de efeito agudo com substéncias de referéncia. O

contetdo desta abordagem encontra-se no capitulo 2.
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CAPITULO 1 — ASPECTOS DO CICLO DE VIDA DE
Chironomus affinis xanthus (INSECTA: DIPTERA:
CHIRONOMIDAE)
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1 - CONSIDERACOES GERAIS

Chironomidae (Diptera) é o grupo mais abundante de insetos aquéticos de agua doce,
possuem ampla distribuicdo e alta densidade. Seus estdgios larvais estdo associados ao
sedimento e a presenca de macrdéfitas. Algumas espécies sao tolerantes ao estresse ambiental
podendo ocorrer em varios habitats diferentes, desde rios, lagos a grandes reservatorios.
Existem espécies tipicas de &guas frias e outras de agua quente. Podem ocorrer em habitats
pobres em oxigénio ou bem oxigenados. Os individuos imaturos destes organismos
representam um importante papel na cadeia alimentar, j& que sdo fonte de alimento para
peixes, aves e anfibios (FONSECA; ROCHA, 2004; ZILLI et al.,, 2008; CANTEIRO;
ABERTONI, 2011).

A variabilidade das condi¢cBes ambientais onde os Chiromonidae sdo encontrados é
mais extensa do que qualquer outro grupo de insetos aquaticos. Essa amplitude ecoldgica esta
relacionada com as adaptacdes morfologicas, fisioldgicas e comportamentais desta familia
(CANTEIRO; ABERTONI, 2011). As larvas de Chironomidae participam da ciclagem de
nutrientes e devido a sua abundancia anual contribuem para a produtividade dos sistemas
aquaticos (ZILLI et al. 2008). Séo organismos holometabolos, pois apresentam metamorfose
completa (ovo, larva, pupa e adulto).

Segundo Zilli e outros (2008) a identificacdo da espécie Chironomus ¢é dificil ja que
muitos espécimes nao podem ser separados por sua morfologia externa larval e os adultos
mostram grande variacdo intraespecifica de caracteres morfoldgicos, sendo assim,
recomenda—se uma andlise das caracteristicas de todo o ciclo de vida, juntamente com a
andlise cito-taxondmica de cromossomos, tendo como exemplo Chironomus reissi
(CORREIA; TRIVINHO-STRIXINO; MICHAILOVA, 2005), Chironomus plumosus
(BORIS; MICHAILOVA, 2008) e Chironomus amissum sp.n. (CORREIA; TRIVINHO-
STRIXINO; MICHAILOVA, 2013), que ja possuem cariotipos definidos.

O conhecimento do ciclo vida e seus atributos biondmicos tais como: duracdo do
desenvolvimento larval, taxas de eclosdo e de emergéncia sdo essenciais para compreender
melhor a biologia e ecologia desta familia, principalmente quando se pretende verificar a
utilizacdo destes organismos em bioensaios de toxicidade, ja que estes organismos Sao

amplamente utilizados como biondicadores de condi¢6es ambientais.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

e Cultivo em laboratério de uma espécie subtropical de Chironomus (Diptera:
Chironomidae).

2.2 - ESPECIFICOS

e Estabelecer a duracdo do ciclo de vida da espécie selecionada em condi¢des
laboratoriais;

e Conhecer os atributos bionémicos e reprodutivos, com énfase na fecundidade e
sobrevivéncia das larvas;

e Estabelecer as melhores condi¢fes de cultivo em laborat6rio para uso nos ensaios
ecotoxicologicos.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - CHIRONOMIDAE: ASPECTOS DO CICLO DE VIDA E BIOLOGIA

Em Chironomidae, o ciclo de vida inicia com a deposi¢do dos ovos na agua pelas
fémeas fertilizadas pelos machos, apds o v6o de acasalamento (TRIVINHO-STRIXINO,
2011) (Figura 1).

As massas ovigeras podem ser cilindricas, esféricas ou em fita. No interior dessa
massa gelatinosa, 0 ovo inicia seu desenvolvimento embrionario que dura em média 40 horas
a uma temperatura de 22 a 25°C (TRIVINHO STRIXINO, 2011).

As larvas de Chironomidae passam por cinco ecdises durante seu desenvolvimento,
primeiro e segundo estagio, segundo e terceiro estagio, terceiro e quarto estagio, quarto
estagio e pupa e por ultimo, pupa e adulto (FONSECA, 1997; CANTEIRO; ABERTONI;
2011). Na fase larval, os organismos visam armazenar energia necessaria para a fase adulta,
que dura poucos dias e 0 organismo, na maioria das vezes, ndo se alimenta (FONSECA,
1997).

Os quironomideos comegam a construcdo de seus casulos, formados por seda e lodo e
localizados a poucos centimetros do sedimento, a partir do segundo estagio larval, pois no
primeiro estagio as larvas tém o habito plancténico. Quando as larvas atingem o quarto
estagio 0s organismos passam para o estagio de pupa que possui coloracdo vermelha escura,
sendo esta a ultima fase antes atingir a fase adulta, que é aérea (FONSECA; ROCHA, 2004).

De acordo com Trivinho-Strixino (2011)

“As larvas de Chironomidae possuem uma cabeca bem desenvolvida, ndo retratil,
com pecas bucais mastigadoras; o corpo consistindo de 13 segmentos (3 toracicos e
10 abdominais); o primeiro segmento toracico e o Ultimo segmento abdominal
carregam ventralmente pares de pseuddpodos dotados de numerosas garras. Estas
garras irdo auxiliar na locomocdo, na alimentacdo e na fixacdo da larva no interior
do casulo. Em alguns grupos de aguas correntes estas garras sdo mais fortes e
auxiliam na fixacdo da larva a rocha. No ultimo segmento abdominal estdo
localizadas dorsalmente duas projec8es tubulares denominadas précercos, contendo
tufos de cerdas nas suas extremidades”.
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Massa ovigera

- ] —

Larva IV

Larva Il

Larfva lll

Agua I

Figura 1 — Ciclo de vida de Chironomidae (sem escala). Fonte: Trivinho-Strixino, 2011.

A fase de pupa é relativamente curta, mais é neste ponto que a larva apds a
metamorfose e consequente ecdise muda para forma adulta (CANTEIRO; ABERTONI,
2011).

As pupas tém vida efémera emergindo em poucos segundos, quando vém a superficie
da &4gua e é neste momento e que estas se tornam mais vulneraveis a predacao (TRIVINHO-
STRIXINO, 2011). Os machos adultos geralmente formam bandos para atrair as fémeas
(CANTEIRO; ABERTONI, 2011) e ambos os adultos requerem apenas um abrigo para o
acasalamento e posterior oviposicdo (FONSECA; ROCHA, 2004).

Como ja mencionado os ovos ficam contidos numa massa gelatinosa que em contato
com a agua se expande e adquire diferentes formas de acordo com o taxon (TRIVINHO-
STRIXINO, 2011). Segundo esta mesma autora, as fémeas normalmente realizam uma Unica
postura, mas de acordo com a estrutura dos ovariolos, outras massas ovigeras menores podem
acontecer.

Os ovariolos de Chironomidae iniciam seu amadurecimento no 4° estagio larval e
guando as fémeas emergem, o0s ovOcitos estdo quase maduros. Espécies que habitam
ambientes instaveis, como as zonas intertidais, podem apresentar os ovocitos ja& maduros ao
emergirem as fémeas (TRIVINHO-STRIXINO, 2011).

Além de pequenas modificacbes morfologicas, € possivel diferenciar os estagios
larvais pelo tamanho da cabeca, ou por outras estruturas cefalicas (TRIVINHO-STRIXINO,
2011).
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O crescimento deste grupo segue uma curva logistica e é dependente da temperatura.
No ambiente a fase larval pode durar desde poucos dias (7 dias em Apedilum elachistus), até
semanas para (Chironomus e Goeldichironomus) e em regides frias pode durar 1 ano ou até
mais (TRIVINHO-STRIXINO, 2011).

3.2- ESTUDOS TAXONOMICOS SOBRE CHIRONOMIDAE NO
BRASIL

Os Chironomidae pertencem a Classe Insecta, ordem Diptera, subordem
Culicomorpha. A origem do nome provém do grego chir(o), que transmite a idéia de “mao”,
ja que os adultos tem o habito de manter levantados os apéndices anteriores, como se fossem
bracos estendidos (TRIVINHO-STRIXINO; STRIXINO, 1999).

Segundo Mendes e Pinho (2008) os Chironomidae possuem uma ampla distribuicao
geogréfica reunindo 11 subfamilias num total de 355 géneros. Estimativas rudes dizem que o
namero de espécies desta familia pode ser 10.000 ou 20.000, sendo mais de 4000 espécies
viventes na agua doce (FERRINGTON, 2008, apud CANTEIRO, 2008). Cinco destas
subfamilias ocorrem no Brasil (MENDES; PINHO, 2014a).

Na regido Neotropical, onde o Brasil estd inserido, existem 109 géneros e 1500
espécies (ASHE et al., 1987; FITTKAU; REISS, 1979 apud CANTEIRO, 2008), com 374
espécies registradas no Brasil, sendo 21 espécies do género Chironomus (MENDES; PINHO,
2014b).

Os primeiros estudos taxondmicos de Chironomidae no Brasil datam de 1940 pelo Dr.
Sebastido José de Oliveira. Na década de 60 teve inicio os trabalhos na Amazonia pelo Dr.
Ernest Joseff Fittkau e na década de 70 o grupo do Dr. Giovanni Strixino comega 0s seus
estudos no Estado de Sdo Paulo (CANTEIRO, 2008).

Posteriormente outros estudos foram realizados sobre os ciclos de vida e
desenvolvimento de Chironomidae no Brasil, por exemplo: Trivinho-Strixino e Strixino
(1982, 1989 e 1995), Strixino e Trivinho-Strixino (1985); Correia (2004); Corbi e Trivinho-
Strixino (2006) (CANTEIRO; ALBERTONI, 2011) e Mendes e Pinho (2012, 2013 e 2014).

Embora ja exista uma grande quantidade de trabalhos envolvendo os Chironomidae,
estes apenas abrangem o “status” taxondémico de familia ou subfamilia e sdo considerados
pouco abrangentes, principalmente no que diz respeito as formas imaturas (CORBI,;
TRIVINHO-STRIXINO, 2006, MENDES; PINHO, 2008; CANTEIRO, 2008).
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No Estado de Minas Gerais estdo registradas 4 espécies de Chironomidae sendo elas:
Axarus froehlichi ( ANDERSEN; MENDES, 2002) Chironomus xanthus (REMPEL,
1939) Goeldichironomus holoprasinus (GOELDI, 1905) e Nilothauma reissi (SOPONIS,

1987) (MENDES; PINHO, 2008).

Segundo Mendes e Pinho (2014b) as principais espéecies de Chironominae encontradas

no Brasil estdo listadas abaixo:
Aedokritus Roback, 1958;
Aedokritus coffeatus Trivinho-Strixino, 1997;
Aedokritus sartis Roback, 1960;
Aedokritus souzalopesi Oliveira; Messias, 1989;
Apedilum Townes, 1945;
Apedilum elachistum Townes, 1945;
Asheum Sublette; Sublette, 1983;
Asheum beckae Sublette; Sublette, 1964;
Axarus Roback, 1980;
Axarus corycus Mendes; Andersen, 2010;
Axarus froehlichi Andersen; Mendes, 2002;
Axarus villosus Mendes; Andersen, 2010;
Beardius Reiss; Sublette, 1985;
Beardius abbadi Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius arawak Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius bizzoi Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius bucephalus Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius cristhinae Trivinho-Strixino; Siqueira, 2007,
Beardius curticaudatus Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius dioi Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius fittkaui Pinho; Mendes; Andersen, 2009;
Beardius hirtidorsum Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius krenak Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius kumadueni Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius longicaudatus Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius mileneae Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius nebularius Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius neusae Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius novoairensis Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius parcus Reiss; Sublette, 1985;
Beardius phoenix Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius phytophilus Trivinho-Strixino; Strixino, 2000;

Beardius roquei Trivinho-Strixino; Siqueira, 2007;

Beardius sapiranga Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius tupinamba Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius urupeatan Pinho; Mendes; Andersen, 2009;
Beardius vanessae Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beardius xylophilus Trivinho-Strixino; Strixino, 2000;
Beardius yperoig Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Beckidia Sether, 1979;

Caladomyia Sawedal, 1981;

Caladomyia adalberti Sdwedal, 1981;

Caladomyia angelae Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia bruneola Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia canine Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia capaopreto Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia carolae Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia carolensis Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia castelnaui Séwedal, 1981,

Caladomyia comunis Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia curumim Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia erikae Reiff, 2000;

Caladomyia fittkaui Reiff, 2000;

Caladomyia friederi Trivinho-Strixino; Strixino, 2000;
Caladomyia hero Reiff, 2000;

Caladomyia hoefleri Reiff, 2000;

Caladomyia humboldti Sawedal, 1981;

Caladomyia jaragua Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia kapilei Trivinho-Strixino, 2012;
Caladomyia kraussi Sdwedal, 1981;

Caladomyia mulleri Sdwedal, 1981;

Caladomyia orellanai Reiff, 2000;

Caladomyia ortoni Séawedal, 1981;

Caladomyia poppigi Sawedal, 1981;

Caladomyia reissi Reiff, 2000;

Caladomyia riotarumensis Reiff, 2000;



Caladomyia spixi Sawedal, 1981;

Caladomyia tuberculata Reiss, 1972;

Caladomyia yara Trivinho-Strixino, 2012;
Chironomus Meigen, 1803;

Chironomus amissum Correia; Trivinho-Strixino;
Michailova, 2013;

Chironomus antonioi Correia; Trivinho-Strixino, 2007;

Chironomus atripennis Rempel, 1939;

Chironomus brasiliensis Wiedemann, 1928 nomen dubium;

Chironomus calligraphus Goeldi, 1905;

Chironomus columbiensis Wilker; Sublette; Morath ;
Martin, 1989;

Chironomus detriticola Correia; Trivinho-Strixino, 2007;
Chironomus ferrugineus Macquart, 1838 nomen dubium;
Chironomus fittkaui Correia; Trivinho-Strixino, 2007;
Chironomus gigas Reiss, 1974;

Chironomus inquinatus Correia; Trivinho-Strixino;
Michailova, 2006;

Chironomus latistylus Reiss, 1974;

Chironomus oliveirai Correia; Trivinho-Strixino, 2007,
Chironomus paragigas Reiss, 1974;

Chironomus reissi Correia; Trivinho-Strixino;
Michailova, 2005.

Chironomus stigmaterus Say, 1823;

Chironomus strenzkei Fittkau, 1968;

Chironomus trilobatus Rempel, 1939 nomen dubium;

Chironomus trimaculatus Macquart, 1838 nomen dubium;

Chironomus xanthus Rempel, 1939;

Cladopelma Kieffer, 1921;

Cladopelma forcipis Rempel, 1939;

Cladotanytarsus Kieffer, 1921;

Constempellina Brundin, 1947

Cryptochironomus Kieffer, 1918;

Cryptochironomus brasiliensis Silva; Trivinho-Strixino;
Oliveira, 2010;

Cryptochironomus mantiqueira Silva; Trivinho-Strixino;
Oliveira, 2010;

Cryptochironomus reshchikovi Silva; Trivinho-Strixino;
Oliveira, 2010;

Cryptotendipes Lenz, 1941;
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Cyphomella Sather, 1977;

Demicryptochironomus Lenz, 1941;

Dicrotendipes Kieffer, 1913;

Dicrotendipes amazonicus Epler, 1988;
Dicrotendipes dasylabidus Epler, 1988;
Dicrotendipes demissus Epler, 1988;
Dicrotendipes fittkaui Epler, 1988;

Dicrotendipes paradasylabidus Epler, 1988;
Dicrotendipes paterjohni Epler, 1988;
Dicrotendipes radinovskyi Epler, 1988;
Dicrotendipes reissi Epler, 1988;

Dicrotendipes sinoposus Epler, 1988;
Dicrotendipes soccus Epler, 1988;

Dicrotendipes tritomus Kieffer, 1916;

Einfeldia Kieffer, 1924;

Endochironomus Kieffer, 1918;

Endotribelos Grodhaus, 1987;

Endotribelos albatum Sublette; Sasa, 1994;
Endotribelos calophylli Roque; Trivinho-Strixino, 2008;
Endotribelos euterpe Roque; Trivinho-Strixino, 2008;
Endotribelos ficus Roque; Trivinho-Strixino, 2008;
Endotribelos grodhausi Sublette; Sasa, 1994;
Endotribelos talaumae Roque; Trivinho-Strixino, 2008;
Fissimentum Cranston;Nolte, 1996;

Fissimentum desiccatum Cranston; Nolte, 1996;
Fissimentum fordlandense Pinho; Froehlich, 2011;
Fissimentum guairense Pinho; Froehlich, 2011;
Fissimentum mateusi Pinho; Froehlich, 2011;
Gillotia Kieffer, 1921;

Glyptotendipes Kieffer, 1913;

Goeldichironomus Fittkau, 1965;
Goeldichironomus amazonicus Fittkau, 1968;
Goeldichironomus fluctuans Reiss, 1974;
Goeldichironomus holoprasinus Goeldi, 1905;
Goeldichironomus luridus Trivinho-Strixino;
Strixino, 2005;

Goeldichironomus maculatus Trivinho-Strixino;
Strixino, 1991;

Goeldichironomus natans Reiss, 1974;

Goeldichironomus neofulvus Rempel, 1939 nomen dubium;



Goeldichironomus neopictus Trivinho-Strixino;
Strixino, 1998;

Goeldichironomus petiolicola Trivinho-Strixino;
Strixino, 2005;

Goeldichironomus pictus Reiss, 1974;
Goeldichironomus serratus Reiss, 1974;
Goeldichironomus xiborena Reiss, 1974;
Harnischia Kieffer, 1921;

Hyporhygma Reiss, 1982;

Kiefferulus Goetghebuer, 1922;

Lauterborniella Thienemann; Bause, 1913;
Manoa Fittkau, 1963;

Manoa obscura Fittkau, 1963;

Microchironomus Kieffer, 1918;

Micropsectra Kieffer, 1909;

Microtendipes Kieffer, 1915;

Nandeva Wiedenbrug; Reiss; Fittkau, 1998;
Nandeva gaucha Wiedenbrug; Reiss; Fittkau, 1998;
Nandeva latiloba Sather; Roque, 2004;

Nandeva tropica Wiedenbrug; Reiss; Fittkau, 1998;
Nandeva strixinorum Sether; Roque, 2004;
Nandeva verruculata Andersen; Seether;
Contreras-Ramos, 2011,

Nilothauma Kieffer, 1920;

Nilothauma amazonense Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma aripuanense Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma calori Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma complicatum Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma fazzariense Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma fittkaui Soponis, 1987;

Nilothauma involucrum Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma jaraguaense Mendes; Andersen, 2009;

Nilothauma longissimum Mendes; Andersen, 2009;

Nilothauma matogrossense Mendes; Andersen, 2009;

Nilothauma amazonense Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma reissi Soponis, 1987;

Nilothauma roquei Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma sooretamense Mendes; Andersen, 2009;
Nilothauma zitoi Mendes; Andersen, 2009;

Omisus Townes, 1945;
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Oukuriella Epler, 1986;

Oukuriella albistyla Epler, 1986;

Oukuriella antonioi Fusari; Rogue; Hamada, 2008;
Oukuriella baiana Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Oukuriella digita Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Oukuriella epleri Messias; Fittkau, 1997;
Oukuriella fasciata Epler, 1986;

Oukuriella froehlichi Fusari; Bellodi; Lamas, 2014;

Oukuriella gracilis Messias; Oliveira; Fittkau, 2000;

Oukuriella intermedia Messias; Fittkau; Oliveira, 2000;

Oukuriella jatai Trivinho-Strixino; Messias, 2005;

Oukuriella matogrossensis Fusari; Roque; Hamada, 2013;

Oukuriella minima Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Oukuriella oliveirai Messias; Fittkau, 1997;
Oukuriella pesae Fusari; Roque; Hamada, 2009;
Oukuriella pinhoi Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Oukuriella reissi Messias, 2000;

Oukuriella rimamplusa Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Oukuriella sublettei Messias; Oliveira, 1999;
Parachironomus Lenz, 1921;

Parachironomus apalai Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus atroari Spies, Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus camajura Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus cayapo Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus guarani Spies; Fittkau; Reiss, 1994;

Parachironomus longistilus Paggi, 1977;

Parachironomus lupus Trivinho-Strixino, Silva; Roque, 2010;

Parachironomus manaos Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus matapi Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus mirim Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus supparilis Edwards, 1931,
Parachironomus ticuna Spies; Fittkau; Reiss, 1994;
Parachironomus tirio Spies; Fittkau; Reiss, 1994;

Parachironomus waika Spies; Fittkau; Reiss, 1994;

Parachironomus yanomani Spies; Fittkau; Reiss, 1994;

Paracladopelma Harnisch, 1923;
Paralauterborniella Lenz, 1941,
Paratanytarsus Thienemann; Bause, 1913;
Paratanytarsus corbii Trivinho-Strixino, 2010;

Paratanytarsus silentii Trivinho-Strixino, 2010;



Paratendipes Kieffer, 1911;

Pelomus Reiss, 1990;

Pelomus notabilis Reiss, 1990;

Pelomus psammophilus Trivinho-Strixino; Strixino, 2008;
Pelomus secundus Reiss, 1990;

Pelomus sophiae Trivinho-Strixino; Silva, 2011;
Pelomus tertius Reiss, 1990;

Phaenopsectra Kieffer, 1921;

Polypedilum Kieffer, 1912 ;

Polypedilum amataura Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum aparai Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum apiaka Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum arara Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum aripuana Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum arua Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum aruakan Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum asurini Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum atroari Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum bakairi Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum baniva Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum branquinho Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum canoeiro Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum carib Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum carijona Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum chiriguano Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum cocama Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum curticaudatum Rempel, 1939;
Polypedilum feridae Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum ge Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum guarani Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum irapirapi Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum jawaperi Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum juruna Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum kaingangi Pinho; Mendes; Andersen, 2013;
Polypedilum kajapo Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum kamajura Bidawid; Kafka, 1996;
Polypedilum karaja Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum karyana Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum kaxuyana Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum kuikuro Bidawid; Fittkau, 1996;
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Polypedilum marauia Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum marcondesi Pinho; Mendes, 2010;
Polypedilum mehinaku Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum mundurucu Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum nahukuwa Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum okueima Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum paulusi Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum purus Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum sabbuhi Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum salavoni Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum salwiti Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum solimoes Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum tirio Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum trombetas Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum tupi Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum txicao Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum wayana Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum xamatari Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum xavante Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum xiborena Bidawid-Kafka, 1996;
Polypedilum yanomami Bidawid; Fittkau, 1996;
Polypedilum yavalapiti Bidawid; Fittkau, 1996;
Pseudochironomus Malloch, 1915;
Rheotanytarsus Thienemann; Bause in Bause, 1913;
Rheotanytarsus pantanalensis Andersen; Kyerematen, 2001;
Riethia Kieffer, 1917 ;

Riethia truncatocaudata Edwards, 1931;

Riethia manauara Neubern; Trivinho-Strixino; Silva, 2011;
Robackia Sether, 1977;

Saetheria Jackson, 1977;

Skutzia Reiss, 1985;

Skutzia bahiensis Reiss, 1985;

Stempellina Thienemann; Bause in Bause, 1913;
Stempellinella Brundin, 1947;

Stempellina cururui Sawedal, 1984;
Stempellina tarumai Séawedal, 1984;
Stempellinella chambiensis Goetghebuer, 1935;
Stempellinella lamellata Ekrem, 2007;
Stenochironomus Kieffer, 1919;

Stenochironomus aculeatus Borkent, 1984 ;



Stenochironomus albidorsalis Borkent, 1984;
Stenochironomus atlanticus Pinho; Mendes, 2005;
Stenochironomus bacrionis Borkent, 1984;
Stenochironomus fittkaui Borkent, 1984;

Stenochironomus impendens Borkent, 1984;
Stenochironomus jubatus Borkent, 1984;

Stenochironomus licinus Borkent, 1984;

Stenochironomus maikeae Andersen; Mendes; Pinho, 2008;
Stenochironomus messias Reis; Serpa-Filho; Ferreira-Keppler,
2013;

Stenochironomus nudipupa Borkent, 1984;
Stenochironomus oliveirai Reis; Serpa-Filho; Ferreira-Keppler,
2013;

Stenochironomus palliaculeatus Borkent, 1984;
Stenochironomus pectinatus Borkent, 1984;
Stenochironomus prolatus Borkent, 1984;
Stenochironomus reissi Borkent, 1984;

Stenochironomus roquei Dantas; Hamada; Mendes, 2010;
Stenochironomus sebastiao Andersen; Mendes; Pinho, 2008;
Stenochironomus triannulatus Borkent, 1984;
Stenochironomus vatius Borkent, 1984;

Stenochironomus zonarius Borkent, 1984;
Stictochironomus Kieffer, 1919;

Sublettea Roback, 1975;

Synendotendipes Grodhaus, 1987;

Tanytarsus van der Wulp, 1874;

Tanytarsus alfredoi Sanseverino; Trivinho-Strixino, 2010;
Tanytarsus amazonicus Sanseverino; Fittkau, 2006;
Tanytarsus branquini Fittkau; Reiss, 1973;

Tanytarsus caipira Trivinho-Strixino; Strixino, 2007;
Tanytarsus cuieirensis Fittkau; Reiss, 1973;

Tanytarsus cururui Fittkau; Reiss, 1973;

Tanytarsus digitatus Sanseverino; Fittkau, 2006;
Tanytarsus fastigatus Reiss, 1972;

Tanytarsus fittkaui Sanseverino; Trivinho-Strixino, 2010;
Tanytarsus friburgensis Sanseverino; Fittkau, 2006;
Tanytarsus giovannii Sanseverino; Trivinho-Strixino, 2010;
Tanytarsus hastatus Sublette; Sasa, 1994;

Tanytarsus impar Trivinho-Strixino; Strixino, 2004;

Tanytarsus jacaretingensis Sanseverino; Fittkau, 2006;
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Tanytarsus lenyae Sanseverino; Trivinho-Strixino, 2010;
Tanytarsus ligulatus Reiss, 1972;

Tanytarsus magnus Trivinho-Strixino; Strixino, 2004;
Tanytarsus marauia Sanseverino; Wiedenbrug; Fittkau 2003;
Tanytarsus monospinosus Ekrem; Reiss, 1999;

Tanytarsus obiriciae Trivinho-Strixino; Sonoda, 2006;
Tanytarsus oligotrichus Rempel, 1939 nomen dubium;
Tanytarsus revolta Sanseverino; Wiedenbrug; Fittkau, 2003;
Tanytarsus rhabdomantis Trivinho-Strixino; Strixino, 1991;
Tanytarsus riopreto Fittkau; Reiss, 1973;

Tanytarsus tumultuarius Ekrem; Reiss, 1999 ;

Tanytarsus waika Sanseverino; Wiedenbrug ;Fittkau, 2003;
Tanytarsus xingu Sanseverino;Wiedenbrug; Fittkau, 2003;
Tapajos Trivinho-Strixino; Silva; Oliveira, 2013;

Tribelos Townes, 1945;

Xenochironomus Kieffer, 1921;

Xenochironomus alaidae Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Xenochironomus amazonensis Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Xenochironomus ceciliae Roque; Trivinho-Strixino, 2005;
Xenochironomus grini Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Xenochironomus martini Fusari; Roque; Hamada, 2013;
Xenochironomus mendesi Fusari; Rogue; Hamada, 2013;
Xenochironomus xenolabis Kieffer, 1916;

Xestochironomus Sublette; Wirth, 1972;

Xestochironomus dickinsoni Pinho; Souza, 2013;
Xestochironomus virgoferreae Pinho; Souza, 2013;
Zavrelia Kieffer, 1913;

Zavreliella Kieffer, 1920;

Zavreliella acuta Reiss, 1990;

Zavreliella brauni Reiss, 1990;

Zavreliella curta Reiss, 1990;

Zavreliella fittkaui Reiss, 1990;

Zavreliella furcata Reiss, 1990;

Zavreliella junki Reiss, 1990;

Zavreliella lata Reiss, 1990;

Zavreliella levis Reiss, 1990;

Zavreliella lobata Reiss, 1990;

Zavreliella longiseta Reiss, 1990;

Zavreliella molesta Reiss, 1990;

Zavreliella verrucosa Reiss, 1990.
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4 - MATERIAL E METODOS

41- COLETA DO ORGANISMO EM CAMPO, ISOLAMENTO,
CULTIVO E MANUTENCAO EM LABORATORIO

A captura do organismo ocorreu no campus da Universidade Federal de Itajuba
(UNIFEI) numa parede localizada na parte externa dos banheiros do NEST (Nucleo de
Exceléncia em Geragdo Termelétrica e Distribuida), proximo a uma caixa de esgoto.

Com o auxilio de um tubo Falcon de 50 mL, uma fémea ovada de Chironomus affinis
xanthus (PINHO, 2014) foi capturada e transportada até o laboratdrio de Ecotoxicologia
Aquatica do Instituto de Recursos Naturais (IRN) da Universidade (Figura 2).

Figura 2 - Fémea de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) capturada.

No laboratorio esta fémea foi transferida para uma gaiola de nylon, com uma bandeja
de polietileno contendo apenas dgua de cultivo na parte inferior, com intuito de que a mesma
realizasse a postura dos ovos.

Sendo assim, quando se detectou a desova aderida a bandeja, esta foi transferida, com
auxilio de pipeta de Pasteur adaptada, para um béquer de 1 litro, contendo: 500 mL de agua de
cultivo e 5 mL da solucdo de algas cloroficeas. Este béquer foi entdo coberto com um vidro de
relégio e mantido em sala climatizada com variacdo de temperatura entre 23 a 26°C, sem
aeracdo, com temperatura da agua em torno de 22 a 23°C e fotoperiodo de 12h até a eclosdo
das larvas e posterior abandono da bainha mucilaginosa. Este procedimento serviu para
obtengdo dos individuos jovens. Posteriormente foram montados os cultivos, segundo a
metodologia estabelecida por Fonseca e Rocha (2004), com modificacBes. Este método foi
escolhido pelo fato de ja ser utilizado no cultivo de Chironomus xanthus no laboratério de
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Ecotoxicologia Aquatica da UNIFEI.

Ap0s a eclosdo, cerca de 150 larvas recém-eclodidas foram quantificadas, com auxilio
de um estereomicroscopio e de uma pipeta Pasteur adaptada, e transferidas para 3 bandejas
plasticas (42 cm de comprimento por 28 cm de largura e 7 cm de altura), contendo: 500g de
areia lavada incialmente em &gua corrente, finalizada com 4gua destilada e esterilizada em
forno mufla a 550°C por 2h, para eliminagdo da matéria orgénica, nas proporcoes
granulométricas estabelecidas na Tabela 1 e 4 litros de agua de cultivo.

Como alimento foram adicionados a cada bandeja 20 ml (0,005 ml. L) da solugéo de
algas cloroficeas (10° cels.mL™) e 80 mL (0,02 ml.L™") da solucdo de racdo de peixes
floculada TetraMin® Tropical Flakes nas propocdes de 0,002 mg.mL de sélidos totais (ST) e
0,002 mg.mL de solidos volateis (SV). E importante salientar que a solugdo de algas
cloroficeas foi oferecida apenas no primeiro dia de cultivo, por ser o primeiro estagio larval
de habito planctdnico. Posteriormente, a cada dois dias, foi adicionado as bandejas apenas 80
mL (0,02 ml.L™) da soluco de racdo de peixes até a emergéncia dos adultos. Estas bandejas
foram mantidas sob aeracdo continua e branda, com temperatura da agua em torno de 23°C
(+/-0,5°C), monitoradas por termémetro flutuante para aquéario e cobertas por gaiolas de nylon
(48 cm de comprimento por 34 cm de largura e 38 cm de altura). Tal sistema tem a finalidade
de reter os adultos ao final do desenvolvimento larval. Todo o sistema foi mantido em sala
climatizada com temperatura variando de 23 a 26 °C e fotoperiodo de 12 horas com
luminosidade em torno de 645 a 670 lux (9.03 a 9.38 fdtons) (Figura 3).

Sand layer Culture water

Detaill

3
| “Aeration

Figura 3 - Esquema do sistema aplicado no cultivo de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014). Fonte:
Fonseca e Rocha (2004) (A). Sistema de cultivo implantado no laboratério de Ecotoxicologia Aquética da
Universidade Federal de Itajuba (B).
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Tabela 1 - Fragfes granulométricas do sedimento utilizado para cultivo da espécie Chironomus xanthus,
Fonseca e Rocha (2004), com modificacBes na quantidade utilizada.

Peneira (mm) Porcentagem (%) Quantidade em (g)
1,000 1,0 5
0,500 8,0 40
0,250 50 250
0,106 40 200
0,053 0,5 2,5
Silte e Argila 0,5 2,5

Com o auxilio de uma esponja estéril e de um pequeno pucé para aquario, as laterais
das bandejas e a superficie da dgua eram limpas a cada dois dias, sendo retirados restos de
alimento, excesso de algas e organismos mortos.

Quando o cultivo atingia 16 ou 17 dias de idade, eram retiradas algumas desovas de
mesma idade para montagem de um novo cultivo, seguindo o mesmo procedimento para
obtencéo dos individuos jovens ja descrito.

Apds 20 dias ou depois da morte de todos os adultos, as culturas eram descartadas e o
sistema desmontado. A areia era lavada primeiramente em agua corrente para retirada de todo
residuo de matéria organica, finalizada com &gua destilada e esterilizada novamente em forno
mufla a 550°C por 2 horas para uma nova reutilizacdo. Ja as bandejas eram lavadas com
detergente neutro (pH 7,0) e muita dgua corrente. Todo este procedimento esta resumido no

anexo | deste capitulo.

4.1.1 - Preparo do Alimento: Solucdo de Racgdo de Peixes e de Algas Cloroficeas

A racdo floculada de peixes TetraMin® Tropical Flakes é um suplemento alimentar
para peixes tropicais composto de arroz integral, etoxiquin, extrato de levedura, farelo de
aveia, farelo de soja, farinha de algas marinhas, farinha de camaréo, farinha de peixe, fosfato
de célcio, gluten de trigo hidrolisado, lecitina de soja, levedura inativa, 6leo de peixe refinado,
6leo de soja refinado, proteina de batata, sorbitol, vitamina C, premix vitaminico e corantes
(Figura 4).

O preparo desta solucdo consistiu na pesagem de 5g da racdo e transferéncia desta
quantia para o copo do liquidificador juntamente com um litro de agua destilada. Essa mistura
foi processada por 1 minuto e transferida para frasco de polipropileno e mantida sob-
refrigeracdo. Vale ressaltar que a validade desta solugéo era de uma semana e que sua

homogeneizacdo na hora do trato é imprescindivel, ja que a solucdo tende a decantar.
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Figura 4 - Racdo Floculada de Peixes TetraMin® Tropical Flakes.

As proporcdes da solucdo em solidos totais (ST) e solidos volateis (SV) foram
quantificados conforme NBR 10.664 (1989).

Ja a alga utilizada como suplemento alimentar somente para o primeiro estagio larval
foi a Selenastrum capricornutum (Figura 5 - A), esta alga cloroficea, unicelular, de agua doce
é mantida e cultivada em laboratorio (Figura 5 - B) segundo NBR 12.713 (2009) e NBR
13.373 (2010) e oferecida como principal alimento para Daphnia spp. e Ceriodaphnia spp. A
concentracdo celular oferecida aos organismos foi de 10° cels.mL™, quantificada com auxilio

de hemacitbmetro Neubauer.

Figura 5 - Selenastrum capricornutum. Fonte: http://algalweb.net/plankton.htm (A). Cultivo da alga no
Laboratorio de Ecotoxicologia da UNIFEI (B).

4.1.2 - Agua de Cultivo

A &gua utilizada no cultivo destes organismos provém de uma fonte natural localizada
na comunidade Sol de Deus, sob as coordenadas geograficas: 22 26' 37.77026"S e 45 25'


http://algalweb.net/plankton.htm
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16.04277"0, no bairro Santa Rosa, em Itajub4-MG (Figura 6). Esta fonte foi escolhida, pelo
fato de possuir caracteristicas fisicas e quimicas padrdes para o cultivo de micro crustaceos
(NBR 12.713, 2009 e NBR 13.373, 2010) e para o cultivo de Chironomus sancticaroli
(Viveiros, 2012). Além disso, esta fonte é considerada livre de contaminantes, por ser mais
afastada do meio urbano. Essas varidveis fisicas e quimicas foram mensuradas seguindo as

metodologias descritas no quadro 1.

Quadro 1 — Materiais e métodos utilizados para mensurar as varidveis: pH, condutividade (uS.cm™),
temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg.L™), dureza (mg CaCOs.L) da agua de cultivo de Chironomus affinis
xanthus (PINHO, 2014).

Variavel Equipamento Marca Modelo Método
oH Potenm&Tetro de Digimed® DM - 20 B
Condutividade Condutivimentro | Alfa Mare® | mCa 150 _
Oxigénio Dissolvido | Multiparametros InoLab® Terminal _
Level 3
Titulométrico
Dureza

- - - (APHA, 2005).

®¥ ComunidadelSolfde

Figura 6 - Vista espacial do ponto de coleta da 4gua. Fonte: Google Earth (A). Comunidade Sol de Deus (B).
4.1.3 - Substrato de Cultivo

Com relagdo ao substrato de cultivo para Chironomus pode — se adotar a areia (ASTM,
2000; USEPA, 2000; FONSECA; ROCHA, 2004;) ou o papel toalha deixado de molho em
agua por varios dias (ASTM, 2000; USEPA, 2000).

Para este trabalho optou — se por utilizar um substrato proveniente da propria regido,
isento de contaminantes e com caracteristicas de sedimento arenoso.

Para tanto, o mesmo foi coletado as margens do rio Lourenco Velho no Bairro do Rio
Manso em Itajubd — MG. Sob as coordenadas geograficas: 22 22' 10.70562"S e 45 20'
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16.61350"0 (Figura 7) e transportado até Laboratdrio de Solos do Instituto de Recursos
Naturais da Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI) para as quantificacfes do percentual de

matéria organica e fracdes granulomeétricas.

Figura 7 - Vista espacial do ponto de coleta do sedimento. Fonte: Google Earth (A). Local da coleta no Rio
Lourengo Velho (B).

4.1.3.1 - Determinacao do Percentual de Matéria Organica e Fracdes granulométricas

Todo o sedimento coletado foi previamente seco em estufa a 100°C por 24 horas para
eliminacdo da umidade.

Para a determinacdo do percentual de matéria organica por digestdo, foi feita uma
juncdo das metodologias de Fonseca (1997) e do Instituto Nacional de Pesquisas do
Amazonas (INPA, 2013). As principais etapas deste processo podem ser visualizadas na
Figura 8.

A matéria organica foi determinada pela diferenca entre o peso inicial (PO — frasco

vazio) e final (P1 — ap6s digestdo) multiplicado por 100% (Equagédo 1).

%MO = (P1-Pg)*100

Equacéo 1 — Estimativa da porcentagem de Matéria Organica.
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Figura 8 — Quantificacacdo das amostras de sedimento em triplicatas (A). Efervescéncia das amostras
provocada pela adicdo de Perdxido de Hidrogénio (B). Sifonacdo do sobrenadante (C). Secagem das amostras
em estufa a 105°C por 24 horas (D).

As fraces granulométricas foram determinadas conforme o método da pipeta descrito
no Manual de Métodos de Anélise de Solo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa-Solos) (2012). As principais etapas deste procedimento podem ser visualizadas na

Figura 9.
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Figura 9 - Homogenizacdo da amostras (A). Retiradas das aliquotas de Argila (B). Lavagem das amostras de
sedimento para retirada de Silte e Argila (C). Secagem do sedimento em estufa (D).

4.1.3.2 - Peneiramento

Ap0s as determinacgdes do teor de matéria organica e das fragdes granulométricas, todo
sedimento coletado no campo, previamente seco, foi peneirado com auxilio de um peneirador
mecanico nas granulometrias 1,000 mm, 0,500 mm, 0,250 mm, 0,106 mm e 0,053 mm, Silte e
argila. (Figura 10). O conteddo proveniente deste peneiramento foi transferido para potes
plasticos, separados pela fracdo granulométrica, para que posteriormente fosse montado o
substrato o de cultivo conforme mencionado na tabela 1 do item 4.1.
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Figura 10 - Peneirador utilizado para separar as fracdes granulometricas pré — estabelecidas por Fonseca e
Rocha (2004).

4.2 - PARAMETROS DO CICLO DE VIDA DE Chironomus affinis
xanthus (PINHO, 2014) E DURA(;AO DOS ESTAGIOS LARVAIS EM
CONDI(;C)ES LABORATORIAIS

Com intuito de estabelecer a duracédo do ciclo de vida da espécie previamente isolada e
cultivada em laboratorio, diariamente, logo apos a eclosdo, foram retirados 10 larvas de cada
bandeja de cultivo. Estes organismos foram transferidos para frascos ambar de 15 mL
devidamente identificados (Espécie, Data) e fixados em solucdo de alcool 70 % e Glicerol
(3:1). Este processo foi realizado até a fase de pupa.

Posterirormente 10 destas larvas/dia foram utilizadas para confeccdo de laminas
permanentes imersas em Euparal (EPLER, 2001) com a finalidade de realizar as medices
biométricas.

Tal metodologia consiste basicamente da insercdo das larvas em solugdo de hidroxido
de potassio (KOH) a 10% em temperatura ambiente por um periodo de 12h com intuito de
digerir o tecido muscular interior e deixar as por¢des esclerotizadas do exoesqueleto das
larvas, incluindo o corpo.

Em seguida foi realizado o processo de desidratacdo (&gua destilada/5min,
neutralizacdo do KOH através da insercdo em &cido acético/Smin e por fim propanol

(95%)/5min). E importante ressaltar que devido ao tamanho de algumas larvas e por ndo
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serem facilmente visiveis, foi utilizado esteromicroscopio com iluminagdo de baixo e/ou luz
diascopia.

Na etapa seguinte algumas gotas de Euparal foram colocadas sobre uma lamina e com
auxilio de pinca fina, as larvas foram transferidas e organizadas, e uma laminula foi colocada
sobre a ldmina e pressionada bem levemente. Em seguida, as ldminas foram colocadas em
estufa de secagem por 24 horas a 55°C.

As larvas restantes nas bandejas de cultivo foram suficientes para emergéncia dos
individuos adultos (machos e fémeas), permitindo assim o acasalamento e producdo de novas

desovas, as quais foram utilizadas em novos cultivos (Figura 11).

Figura 11 - Macho de Chironomus affinis xanthus (PINHO,2014) (A). Fémea de Chironomus affinis xanthus
(PINHO,2014) (B).

4.2.1 - Determinacéo dos dados biométricos larvais

Para a caracterizacdo dos estdgios larvais, foram medidos o comprimento ventral da
capsula cefalica (um) (apice do dente mediano até a regido pds-occipital) (Figura 12 - A) a
largura (um) (Figura 12 - B) e o comprimento total da Cépsula cefalica (um) (Figura 12 — C)
das larvas contidas nas laminas permanentes (n=36).

A mensuracdo desses dados biométricos foi realizada sob microscépio Optico com
auxilio de ocular micrométrica no aumento de 20 x.
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Figura 12 - Comprimento ventral da Cépsula cefélica (A). Largura da Céapsula cefalica (B). Comprimento da
Cépsula cefélica (C).

Para as medidas do comprimento do corpo (um) (primeiro segmento toracico e a

regido do procerco, localizada no final do ultimo segmento abdominal) foi utilizado um

paquimetro (Figura 13).

%

Ilvan Nunes

Figura 13 - Comprimento do corpo (A). Paquimetro utilizado na medicéao (B).
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A regra de Dyar (1890) foi aplicada para determinar a razdo de crescimento (r).
Segundo esta regra, rl é a média de crescimento do segundo estagio dividida pela média de
crescimento do primeiro; r2 é a média de crescimento do terceiro estagio dividida pela média
de crescimento do segundo e r3 é a média de crescimento do quarto estagio dividida pela
média de crescimento do terceiro estagio. Essa regra tem sido utilizada em artrépodes em
geral e em diversos estudos sobre o ciclo de vida de Chironomidae para se estabelecer a
duracdo dos estagios larvais (CORBI; TRIVINHO-STRIXINO, 2006).

4.2.2 - Determinacao da biomassa — Fase Larval

Para a determinacdo da biomassa diaria (ug) dos diferentes estagios larvais, foram
retiradas 15 larvas/dia provenientes das trés bandejas de cultivo até a fase de pupa. (5
exemplares de cada bandeja/dia). As larvas foram lavadas com agua destilada, com auxilio de
uma peneira de 60pum e inseridas em mini cadinhos de 10 mL previamente esterilizados a
600°C em forno mufla por 1 hora, esfriado em dessecador com silica e inicialmente pesados
(PO) em balanca analitica (0,001g) (Figura 14).

Em seguida, os individuos foram desidratados em estufa a 60°C por 24h, para
obtencdo do peso seco. Logo ap0s este processo, 0s mini cadinhos foram esfriados e pesados
novamente (P1). A diferenca (P1 — PO0) foi dividida pelo nimero de larvas inseridas no mini
cadinhos (15 exemplares). O resultado serviu para mensurar o ganho médio diario de massa

de cada larva.

Figura 14 - Determinagdo da biomassa.
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4.2.3 - Duracdo e Tamanho das Pupas e dos Individuos Adultos

O tempo de duracdo das pupas foi mensurado assim que as mesmas surgiram nas
bandejas de cultivo. 20 exemplares foram coletados e colocados individualmente em potes
plasticos de 300 mL com tampa e 50 mL de agua de cultivo pré aerada (Figura 15 — A). Este
sistema foi mantido sob fotoperiodo de 12 horas e observado o momento da emergéncia dos
individuos adultos.

Cerca de 25 pupas e 52 individuos adultos (machos (n=26) e fémeas (n=26))
provenientes das bandejas de cultivo foram coletados e fixados na solucéo de alcool 70 % e

Glicerol (3:1), para posterior mensuracgéo, com auxilio de um paquimetro, do tamanho médio

das pupas (um) (Figura 15 - B) e dos adultos (um) (machos e fémeas) (Figura 15 - C).

Ivan Nunes

Figura 15 - Isolamento das pupas (A). Comprimento da Pupa (B). Comprimento do individuo adulto (C).

4.3 - DURACAO E DESENVOLVIMENTO DA MASSA OVIGERA,
TAMANHO DA MASSA OVIGERA, DETERMINACAO DAS TAXAS DE
FECUNDIDADE, FERTILIDADE E PORCENTAGEM DE ECLOSAO

A determinacdo do tempo de desenvolvimento embrionario teve inicio logo apés a
oviposicdo (Figura 16), quando as massas ovigeras (n=20) foram coletadas das bandejas de
cultivo e inseridas em placas de Petri contendo agua de cultivo. Estas desovas foram entdo
fotografadas sob esteromicroscépio com auxilio de uma camera digital. Posteriormente essas
desovas foram colocadas em uma incubadora para DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
a 23,5°C e novamente fotografadas decorridas 24h e 48h. A figura 17 ilustra este

procedimento.
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Figura 16 - Massa ovigera aderida a bandeja.

Figura 17 - Desova ap0s postura (A). Apos 24 h (B). Ap6s 48 h (C).

4.3.1 - Tamanho médio dos ovos

Algumas desovas (n=5) foram retiradas das bandejas e montadas em laminas
permanentes imersas em Euparal (EPLER, 2001), para posterior mensuragdo do tamanho
médio (um) dos ovos (n=10). Para isto utilizou — se um microscopio Optico com auxilio de
ocular micrométrica no aumento de 20x como mostra figura 18.
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Figura 18 - Tamanho do ovo.

4.3.2- Tamanho da massa ovigera, Determinacdo da Fecundidade,

Fertilidade e Taxa de Eclosao

Para tais determinacdes, foram montadas cinco bandejas de cultivo, monitoradas
regularmente até a emergéncia dos adultos. Assim que observou - se 0s primeiros individuos
adultos, iniciou-se a observagédo duas vezes ao dia (7 horas da manh& e 19 horas da noite) com
intuito de detectar as primeiras massas ovigeras (primeira desova) proveniente da nuvem de
mosquitos formada em cada sistema. Foram retiradas ao todo 22 desovas, provenientes das
cinco bandejas de cultivo. Estas desovas foram entdo inseridas sob laminas de vidro e
cuidadosamente esticadas para que, com auxilio de um paquimetro fosse medido o tamanho
(um) das mesmas.

Para se determinar a fecundidade, fertilidade e a porcentagem de eclosédo utilizou-se a
metodologia proposta por Viveiros (2012) com modificacdes. Tais analises foram realizadas
com auxilio de imagens fotogréaficas.

Com o auxilio de uma laminula, a desova, ja inserida em uma lamina, foi manipulada
para reduzir a sobreposicdo das fileiras de ovos e levadas ao microscépio para obtencdo da
imagem fotografica digital no aumento dptico de 4x, sem aumento digital da camera. As
imagens obtidas foram entdo visualizadas no software Microsoft Paint® 2009 para a
contagem manual do nimero de ovos, no qual corresponde a estimativa da fecundidade.

Em seguida a desova foi colocada em uma placa de Petri, contendo 10 mL de agua
de cultivo e 3 gotas da solucdo de algas cloroficeas e transferida para uma incubadora de
DBO a 23,5°C por 48h. Este periodo foi adequado para a eclosdo dos ovos e liberagdo das
larvas. Ap0s este periodo foi realizado a contagem manual das larvulas sobre luz intensa com

auxilio de uma pipeta Pasteur adaptada. O numero de larvas obtido representou a fertilidade
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e/ou 0 nimero de ovos férteis. Este mesmo procedimento (Figura 20) foi realizado nas 22
desovas obtidas.

Os dados de fecundidade (numero de ovos produzidos) e fertilidade (nimero de
larvas eclodidas) foram utilizados para o célculo da porcentagem de eclosdo no periodo de
48h. No anexo Il estdo os dados biométricos de tamanho, fertilidade, fecundidade e a
porcentagem de ecloséo de cada desova.

Ivan Nunes

Figura 19 — Comprimento da desova (A). Fotografia da desova (B). Contagem manual dos ovos em Microsoft
Paint® versdo 2009 (ovos contados marcados em vermelho) (C). Incubadora de DBO utilizada na para manter as
desovas por 48 horas (D). Contagem das larvas em luz intensa (E).
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4.4 - CONFIRMACAO TAXONOMICA

Exemplares de larvas, pupas, exuvias e individuos adultos foram coletados apos
fortalecimento das condi¢cGes de cultivo em laboratério e fixados em alcool 70%.
Posteriormente estes organismos foram encaminhados aos taxonomistas de insetos aquaticos,
Prof. Dr. Humberto Fonseca Mendes da Universidade Federal de Alfenas e Prof. Dr. Luiz
Carlos de Pinho da Universidade Federal de Santa Catarina para identificacdo e confirmacéo

da espécie isolada.

4.5 - ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico para confirmacdo de cada estagio larval e confeccdo das curvas
de crescimento a partir dos dados dos valores médios diarios do comprimento ventral da
capsula cefalica e do comprimento do corpo de cada estagio em relacdo ao tempo (dias) foi
realizado aplicando o teste One Way ANOVA, com Pds Teste de Tukey através do software
BioEstat® 5.0 (2012) e uma regressdo linear realizada com auxilio do software Microsoft
Excel® (2010).

Para os resultados da biomassa foi aplicada uma regressdo exponencial realizada com
auxilio do software Microsoft Excel® (2010).

O programa computacional BioEstat® 5.0 (2012) também foi utilizado para os calculos

das variaveis: média, desvio padrdo e coeficiente de variacao.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

51- COLETA DO ORGANISMO EM CAMPO, ISOLAMENTO,
CULTIVO E MANUTENCAO EM LABORATORIO

A metodologia aplicada na captura do organismo, mesmo que inadequada e/ou
inapropriada, ja que para este tipo de coleta sdo utilizadas redes entomoldgicas (Organismos
Adultos), surber (Larvas), armadilhas ou substratos artificiais (Adultos e Larvas), dentre
outras, garantiu a captura do organismo pretendido e seu isolamento em laboratdrio.

Segundo Corbi e Trivnho-Strixino (2006) algumas espécies de Chironomus tém
exigéncias fisiologicas bem definidas e, portanto, a sua reproducdo em laboratério é mais
dificil. Entre essas exigéncias se destacam a presenca de tronco como substrato, altos teores
de oxigénio dissolvido, circulacdo da agua constante e exigéncias alimentares pouco
conhecidas.

O sistema de cultivo, método desenvolvido por Fonseca e Rocha (2004) empregado no
cultivo de Chironomus xanthus e adotada no presente trabalho também se mostrou eficaz,
uma vez que, garantiu a sobrevivéncia das larvas, emergéncia dos adultos, copula e posterior
producdo de novas desovas.

O tipo e a quantidade de alimento (20 mL da solucéo de algas cloroficeas no primeiro
dia de cultivo e 80 mL solucdo de racdo de peixes floculada TetraMin® Tropical Flakes a
cada dois dias) fornecidos a espécie de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) também
se mostrou eficaz, uma vez que garantiu a nutricdo e bom desenvolvimento metabdlico das
larvas. A escolha deste alimento se deve ao fato de ser utilizado em sistemas de cultivos de
outros organismos como o C. tentans USEPA (2000).

A escolha do alimento pelas larvas de Chironomidae pode ser baseada em varios
fatores, tais como: o tamanho das particulas, o grau de digestibilidade e o valor nutricional
(ANJOS; TAKEDA, 2009).

Os Chironomidae tém diferentes habitos alimentares tais como: algas,
microrganismos, restos de madeira e outros invertebrados. Sendo assim, a introducédo de outro
complemento alimentar e necessario. A alga verde é uma importante fonte de alimento na
dieta de Chironomidae, além disso, microrganismos como: bactérias, fungos e protozoarios
podem ser utilizados como alimentos por estes organismos ou podem transformar residuos em
formas mais nutricionais e comestiveis (FONSECA; ROCHA, 2004).

A intensidade luminosa aplicada no presente trabalho também esta de acordo com o
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padrdo estabelecido pela USEPA (2000), ASTM (2000) que recomenda o valor de
aproximadamente 100 a 1000 lux. O tamanho da Gaiola também foi satisfatério.

De acordo com Strixino (1980) citado por Fonseca e Rocha (2004) para o sucesso do
cultivo alguns fatores devem ser levados em consideracao:

a) Quantidades adequadas de alimentos;

b) Oxigenacdo da &gua suficiente, de modo a evitar intensa fermentacéo;

c) Densidade de larvas adequada ao dimensionamento do recipiente;

d) Gaiola dimensionada adequadamente, de modo a permitir que o enxame de

adultos possa se acasalar e realizar a ovoposigao.

Com relacdo aos parametros de qualidade de agua utilizada no cultivo de Chironomus
affinis xanthus (PINHO, 2014) os resultados obtidos foram: pH de 7,13 (o = 0,11), dureza de
32,5 mg CaCO; L (o = 3,54), condutividade 90 pS.cm™ (o = 10) e oxigénio dissolvido 6,01
mg.L? (6 = 0,09). Tais valores obtidos em triplicata estdo em conformidade e/ou proximos
aos padrdes estabelecidos pela NBR 12.713 (2009) e NBR 13.373 (2010), as quais s&o
normas indicadas para o cultivo de cladoceros utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos, em que
o valor de pH deve estar entre 7,0 a 7,6, dureza 40 a 48 mg CaCOgs.L e por Viveiros (2012)
para o cultivo de Chironomus sancticaroli, onde o oxigénio dissolvido deve ser maior (>) que
50mg.L™" e a condutividade entre 72 a 212 pS.cm™.

A estimativa destes parametros faz-se necessaria antes do inicio do cultivo uma vez
que o pH é um fator limitante a colonizacdo dos ecossistemas aquaticos pelos diferentes
organismos devido a modificacdo na osmorregulacdo (THIENEMANN, 1918 apud.
ESTEVES, 2011).

Além disso, variagcBes no pH podem afetar a afinidade da hemoglobina, presente no
corpo de em algums organismos como: Moina e Chironomus, com o oxigénio por meio do
efeito Bohr em que 0 aumento da acidez estimula a liberacdo do oxigénio (STOCKMANN,
2010). Segundo este mesmo autor a hemoglobina presente na hemolinfa é responsavel por
carregar o oxigénio e transportar o didxido de carbono e os ions de hidrogénio, além de ser
uma proteina alostérica sensiveis as modificagdes do metabolismo.

J& o valor de dureza da &gua, esté relacionado com a manutencdo do exoesqueleto de
alguns organismos aquaticos como: Moina e os Chironomus, que e formado por quitina e
outras proteinas (ROTTMANN et al., 2003 apud STOCKMANN, 2010).

A condutividade elétrica que é a capacidade da agua em conduzir a corrente elétrica
devido a concentracdo dos fons H® e OH™ presentes, serd maior em meios de maior

concentracdo idnica (ESTEVES, 2011). A condutividade pode afetar o processo de
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osmorregulacdo, atuando diretamente nos processos de permeabilidade da membrana celular,
interferindo, portanto, no transporte idnico intra e extracelular. Porém o género Chironomus
consegue sobreviver em locais com alta condutividade elétrica. Silva e outros (2011)
evidenciaram em seu trabalho a maior prevaléncia do género Chironomus em locais com alta
condutividade, influenciada pelo excesso de matéria organica ionizavel e dissolvida na &gua.

Um dos gases mais importantes na dindmica e na caracterizagdo de ecossistemas
aquaticos é o oxigénio (GUIMARAES et al., 2004). De acordo com Trivinho-Strixino (2011)
0 oxigénio dissolvido € o principal fator que garante a cor da hemoglobina larval, além de
determinar a distribuicdo dos Chironomidae nos lagos e garantir a existéncia das larvas.

A temperatura da agua em torno de 23°C (+/-0,5°C) também se mostrou apropriada,
pois garantiu o bom desenvolvimento das larvas. Segundo Trivinho-Strixino (2011) o
crescimento destes organismos é dependente da temperatura.

O sedimento coletado e utilizado como substrato no presente trabalho foi submetido
apenas as analises granulométricas e percentual de matéria organica, uma vez que o local
escolhido foi considerado isento de contaminacdo, por estar em uma area distante do meio
urbano e, portanto, ndo foi necessario a analise de contaminantes (metais e organoclorados),
porém recomenda- se que esta analise seja realizada em amostras de sedimentos de origem
desconhecida.

Os resultados das analises que comprovam que o sedimento coletado possui mais
areia, quando comparado ao silte e a argila, com porcentagem muito baixa de matéria

organica, estdo demostrado na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2 - Resultados das fragdes granulométricas obtidas das amostras de sedimento coletado no rio Lourengo
Velho, Itajuba - MG.

Fracdes Granulométricas Porcentagem (%)
Matéria Organica 0,0027
Areia 79,3
Argila 1,50
Silte 19,2

Sabe- se que o sedimento é o compartimento que reflete todos os processos que
ocorrem nos sistemas aquaticos e sua composi¢do deve indicar o estado trofico do ambiente.

De acordo com Naumann (1930) citado por Esteves (2011) o sedimento encontrado
em lagos oligotréficos, existentes em regides temperadas, € caracterizado pelo baixo teor de
matéria organica e baixa concentragdo de nutrientes. Ja nos lagos mesotréficos e nos lagos
eutréficos, o teor de matéria orgdnica e a concentracdo de nutrientes aumenta

consideravelmente. Desta maneira pode-se dizer que o sedimento coletado as margens do Rio
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Lourenco Velho é um sedimento oligotrofico devido a baixa porcentagem de matéria
organica, menos de 1%.

Ja a coloracdo das larvas, observada diariamente, mostra que o sedimento utilizado
também apresenta um baixo teor de oxigénio dissolvido, ja que as larvas apresentavam uma
coloragdo vermelho vivo (Figura 20). Trivinho-Strixino (2011) mencionam que as larvas de
Chironomus quase sempre estdo associadas a sedimentos ricos em detritos organicos, mais
pobres em oxigénio dissolvido e que a cor vermelho vivo e/ou intenso e observada em

organismos que vivem em sedimentos eutroficos.

Figura 20 — Larvas de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) em coloracéo vermelho vivo.

A composicdo granulométrica do sedimento também pode nos fornecer informacdes
sobre a capacidade de adsor¢cdo do mesmo. De acordo com Burton (2002), sedimentos
arenosos favorecem a disponibilizagdo de poluentes para a coluna d’agua. J4 sedimentos onde
a granulometria de silte e argila é maior, ttm menor capacidade de adsor¢do e maior
capacidade de retencdo de poluentes ja que apresentam maior area superficial em relagdo ao
volume.

Amaral (2014) também acrescenta que o alto teor de areia indica pouca afinidade de
minerais pelo sedimento e que esta condi¢do associada a altos teores de matéria inorganica e a
acidez do sedimento, favorecem a liberacdo de minerais para a coluna d"agua. Portanto, o
sedimento coletado pode ser considerado um sedimento com pouca capacidade de adsorgédo
de contaminantes.

Além disso, sabe-se que algumas espécies de Chironomidae, durante seu estagio
larval, s@o construtoras de tubos arenosos (TRIVINHO-STRIXINO, 2011). Portanto,
sedimentos arenosos permitem uma maior adequacao para a manutencdo e desenvolvimento

destes organismos, o que foi constatado no presente trabalho.
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Segundo Fonseca e Rocha (2004) a montagem do substrato arenoso com maior
quantia de particulas entre 250 e 106 mm facilita 0 organismo na construcdo dos casulos. De
acordo com 0s mesmos autores, algumas espécies de quironomideos costumam construir
casulos no substrato em que vivem formados por particulas do proprio substrato reunidos por
uma secrecao semelhante a fios de seda, o qual é liberado pelas glandulas salivares.

Partindo da premissa, que este organismo cultivado em laboratério tenha por
finalidade a aplicacdo em ensaios ecotoxicoldgicos com amostras de sedimento contaminado,
0 uso de um substrato de cultivo constituido de um sedimento arenoso € o mais recomendavel.
Uma vez que o cultivo em laboratério deve ter como prioridade, deixar o ambiente artificial o
mais proximo do natural, onde vivem estes organismos, para que as larvas, que
posteriormente serdo utilizadas nestes ensaios, ndo sintam diferenca capaz de causar alguma
alteracdo fisioldgica ou metabolica no organismo gerando um resultado falso-positivo.

Mesmo ndo sendo realizadas as analises de contaminantes (metais e organoclorados)
necessarias para comprovar que o sedimento esta isento de contaminagdo, podemos dizer que
o0 sedimento utilizado como substrato de cultivo no presente trabalho estd livre de
contaminagfes quimicas, uma vez que 0 mesmo ndo causou nenhum dano metabolico ou

fisioldgico aparente nas larvas.

5.2- PARAMETROS DO CICLO DE VIDA DE Chironomus affinis
xanthus (PINHO, 2014) E DURACAO DOS ESTAGIOS LARVAIS EM
CONDICOES LABORATORIAIS

A duracdo de todo periodo larval para as condi¢bes de cultivo estabelecidas em
laboratério foi de 12 dias (eclosdo até o estagio de pupa). Este resultado foi determinado por
meio das medi¢Bes biométricas das larvas, com excecdo da biomassa, conforme tabela 3. No
entanto apenas os dados do comprimento ventral da capsula ceféalica e comprimento do corpo
foram utilizados para estimar os estgios larvais a serem utilizados nos ensaios
ecotoxicoldgicos (Capitulo — 2). No Anexo Il estdo os graficos com os resultados brutos em

relacdo ao tempo de cada dado biondmico.
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Tabela 3 — Valores maximo e minimo (um) dos comprimentos ventral e total da Capsula cefalica, largura da
Capsula cefalica, comprimento do corpo das larvas de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) e tempos de
duracdo dos estagios larvais, sob condic6es de cultivo em laboratorio.

o Vce:r?trp;rda Compr. da Larg. da Comp. Corpo Tempo
Estagio C. C. (um) C.C.(um) C.C.(um) (um) (Dias)
(n _ o1) (n=88) (n=187) (n =105)
| 58 — 88 84 — 148 106 — 192 668 — 2650 5
(0 =11,94) (o =25,82) (o =35,00) (0 =776,81)
I 167 — 196 247 — 284 326 — 396 4000 — 4550 5
(6 =32,19) (6 =52,94) (o =83,66) (o =572,96)
i 258 — 276 394 — 405 524 — 553 6550 — 9350 3
(0 =23,74) (0 =36,38) (o =50,66) (6 =1412,28)
Y, 284 -285 423 — 435 557 — 569 9950 — 10250 5
(6 =13,27) (6 =21,50) (o =32,88) (6 =1209,61)

Legenda: C.C. = Cépsula Cefélica
O grafico da curva de crescimento obtida com valores médios diarios do comprimento

ventral da capsula cefélica em relacdo ao tempo teve um alto coeficiente de determinacéo (R?2
= 0,9056). O modelo de regressédo que melhor se adaptou foi o linear (y = 26,682x — 1,1818)
onde y = comprimento médio diario ventral da capsula cefalica (um) e x = tempo (dias)
(Figura 21). Neste grafico foi possivel observar os 4 estagios larvais bem distintos,
comprovados estatisticamente pelo teste One Way ANOVA com Pés Teste de Tukey, (F =
567,28, P < 0, 0001). Neste teste foi possivel observar que todos 0s estagios larvais séo
diferentes entre si com excecao dos estagios Il e IV onde a diferenca ndo foi significativa

devido ao crescimento ter sido relativamente pequeno.
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Figura 21 - Curva de crescimento de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) obtida a partir do comprimento
médio diério ventral da Capsula cefalica em relagdo ao tempo, em condicdes laboratoriais (23°'C, fotoperiodo:
12/12h).
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O resultado obtido com os valores medios diarios do comprimento do corpo com
relacdo ao tempo (dias) obteve um coeficiente de determinagéo de R2 = 0,9593. O modelo de
regressdo que melhor se adaptou a estes dados foi o linear (y = 1017,1x 1607,8) onde y =
comprimento médio didrio do corpo (um) e x = tempo (dias) (Figura 22). Nestes dados
também foi possivel observar os 4 estagios larvais bem distintos. O valor do teste One Way
ANOVA com Pés Teste de Tukey (F= 259,01, p < 0, 0001), também apresenta um resultado
significativamente diferente para todos 0s estagios.
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Figura 22 - Curva de crescimento de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) obtida a partir do comprimento
médio diério do corpo em relagéo ao tempo, em condicdes laboratoriais (23°C, fotoperiodo: 12/12h).

A figura 23 mostra os resultados referentes a curva de crescimento obtida com a
correlacdo entre os valores do comprimento médio diario ventral da capsula cefalica e os
valores do comprimento médio diario do corpo. O modelo de regressao que melhor se ajustou
foi o linear (y = 0,0262x + 41,039), onde y = comprimento médio diério ventral da cpsula
cefalica (um) e x = comprimento médio diario do corpo. O valor do coeficiente de
determinacéo (R?) foi de: 0,9419.

A curva de crescimento assintota obtida mostra uma primeira fase de baixo
incremento para o estagio I, seguida por um aumento rapido correspondente aos estagios II,

IIT e finalmente, chegando a uma assintota que correspondeu ao ultimo estagio larval.
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Figura 23 - Relag&o entre o comprimento médio diario ventral da cépsula cefélica e o comprimento médio diario
do corpo de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014).

Cada espécie tem um tempo diferente de desenvolvimento para cada estagio larval,
dependendo das condicdes laboratoriais, ou mesmo da propria fisiologia dos organismos
(CANTEIRO; ABERTONI, 2011).

Alguns autores utilizaram os dados biométricos obtidos em seus trabalhos para estimar
a duracdo dos estagios larvais de algumas espécies neotropicais de: Chironomus tentans
(ASTM, 2000), Chironomus xanthus (FONSECA; ROCHA, 2004), Goeldichironomus luridus
e Goeldichironomus maculatus (CORBI; TRIVINHO-STRIXINO, 2006), Chironomus
calligraphus (ZILLI et al., 2008), Goeldichironomus holoprasinus (ZILLI et al., 2009) e
Chironomus calligraphus (CANTEIRO; ALBERTONI, 2011). Os resultados obtidos pelos
autores com tais espécies estdo demostrados na Tabela 4, juntamente com as respectivas
condicdes laboratoriais de cultivo. O objetivo destes autores, além das informacdes
bionémicas, foi gerar subsidios para bioensaios ecotoxicolégicos com as larvas.

Dos seis organismos citados acima, 3 sdo utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos
(Capitulo — 2): C. tentans, C. xanthus e C. calligraphus. O C. tentans ja possui um protocolo
estabelecido pela USEPA, enquanto os outros dois, C. xanthus e C. calligraphus, apesar de ja
serem utilizados em trabalhos de avaliacdo ecotoxicologica com amostras de sedimento
contaminado no Brasil e na Argentina ainda ndo possuem protocolos.

Em estudos desta natureza dois pontos devem ser levados em consideracdo: a
qualidade e quantidade de alimento e os valores de temperatura que influenciam a
sobrevivéncia e a reproducéo das espécies em cultivo. Tais resultados permitem a utilizagédo
destas espécies em diferentes abordagens, incluindo a ecotoxicologica (CORBI; TRIVINHO-
STRIXINO, 2006; TRIVINHO-STRIXINO, 2011).
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Tabela 4 - Valores comparativos do comprimento ventral da Cépsula cefalica (um), Comprimento da Capsula cefalica, largura da Capsula cefalica e Comprimento do corpo,

obtido por diferentes autores e espécies de Chironomidae, em cultivo laboratorial.

Estagio | Estagio 11 Estagio 111 Estagio IV
Comp. Comp. Comp. Comp.
Organismo Condicoes Ventral Tempo  Ventral Tempo Ventral Tempo Ventral ~ Tempo Autores
Laboratoriais C.C (Dias) C.C (Dias) C.C (Dias) C.C (Dias)
(Lm) (um) (um) (um)
CORSBI;
G.luridus Tetramim® 60 - 63 3 90-98 2 150 - 165 3 225 - 270 10 TRIVINHO-
G.maculatus 21-26°C 60 - 64 6 76 - 142 3 180 - 201 5 225 - 300 14 STRIXINO,
2006.
Alcon basic®/
- CANTEIRO;
. Spirulina e ad 66,3 102,2 159 249,2 '
C. calligraphus libitum seca (c=122) 32 (c=4.1) 4+1 (6 =24.6) 4+3 (6 =29.6) 8+2 ALBERTONI,
95 0C 2011.
Chironomus aff. Tetramim® Presente
wanthus. 93 0C 58 - 88 5 167 - 196 2 258 - 276 3 284 - 285 2 Trabalho.
Comp. Tempo Comp. Tempo Comp. Tempo Comp. Tempo
CC sy & Dy CC (Dias) €L (Dias)
(um) (um) (um) (um)
Tetramim® FONSECA,;
C. xanthus 930C 88 - 94 4 157 - 159 2 260 - 270 2 430 - 460 5 ROCHA. 2004.
Chironomusaff. - Teramim® 55 195 5 326 306 2 524553 3 557-569 2 resete

xanthus. 23°C

Legenda: C. C. = Cépsula Cefélica.

Continua pg. 57.
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Estagio | Estagio 11 Estagio 111 Estagio IV
Organismo Condicdes Largura  Tempo Largura Tempo Largura Tempo Largura  Tempo Autores
Laboratoriais (um) (Dias) (um) (Dias) (um) (Dias) (um) (Dias)
C. tentans mgﬁ‘ém(@ 90-130 l1a44 180-230 44a85 330-450 85-125 630-710 125  ASTM, 2000.
Tetramim® FONSECA,;
C. xanthus 930C 80 - 100 4 150 - 170 2 240 - 280 2 380 - 490 5 ROCHA. 2004.
C calliaraphus Tetramim® 115,2 5 182,2 3 295,3 6 472,8 10 ZILLl etal.,
-catligrap 22,5 - 31°C (£6,9) (+10,8) (£19,1) (£30,9) 2008.
G.holobarasinus Tetramim® 96,4 95 170,8 3 2739 35 427,4 6.5 ZILLl etal.,
-nolop 18 - 31°C (6,61) ’ (6,96) (£13,70) ’ (£29,93) ’ 2009.
Chironomus aff. - Tetramim® ;56 190 5 326306 2 524 — 553 3 557-569 2 Presente trabalho.
xanthus. 23°C
Comp. Comp. Comp. Comp.
Tempo Tempo Tempo Tempo
Corpohiasy  COPOpjagy GO0 pagy  COMRO (Dias)
(pm) (1m) (pm) (pm)
Tetramim® FONSECA,;
C. xanthus 930C 820 - 1570 4 2870 - 4310 2 5120 - 6600 2 9370 - 15100 5 ROCHA. 2004.
CORBI;
G. luridus Tetramim® 510- 975 3 1750 - 1800 2 2100 - 3450 3 3750 - 5080 10 TRIVINHO-
G. maculatus 21-26°C 900 - 1688 6 1750 - 5980 3 2490 - 6330 5 4410 - 9459 14 STRIXINO,
2006.
G. Tetramim® 640,9 95 1869,8 3 3099,4 35 5720,3 6.5 ZILLl etal.,
holoparasinus 18 - 31°C (£224,83) ’ (£529,25) (£1047,41) ’ (£898,78) ’ 2009.
Alcon basic®/ ]
C. Spirulina e ad  612,8 . 993,5 . 1324.6 . 42581 ; ACLAB[\IETRI?S(I\DH
calligraphus  libitum seca (6=229,3) (06=72,2) (0=160,6) (c=1744,7) 2011 '
22,5 -31°C '
Chironomus Tetramim® Presente
aff. xanthus 930C 668 —2650 5 4000 — 4550 2 6550 — 9350 3 9950 — 10250 2 Trabalho.

Legenda: C.C.= Cépsula Cefélica
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Comparando os dados, podemos observar que o primeiro estagio de C. calligraphus
(ZILLI et al., 2008; CANTEIRO; ALBERTONI, 2011) apresentaram 0 mesmo tempo de
duracdo para o primeiro estagio de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) para os dados
biométricos de largura da Capsula cefalica e comprimento ventral, mesmo com alimento
diferente.

Ja 0 2° e 3° estagio de G. luridus (CORBI; TRIVINHO-STRIXINO, 2006) e o 2°
estagio de C. xanthus (FONSECA; ROCHA, 2004) foram idénticos em termos de duracdo aos
obtidos no presente trabalho com Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014).

Nenhum dos dados biométricos obtidos com G. holoparasinus e G. maculatus em
termos de duragdo foram iguais aos obtidos com Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014).
Assim como, nenhuns dados biométricos do 4° estagio larval dos referidos organismos citados
na tabela 4 foi igual ou semelhante em termos de duracdo. Todos os autores obtiveram um
tempo de duragdo bem superior ao registrado no presente trabalho. De acordo com Canteiro e
Albertoni (2011) o tempo mais elevado neste estagio é devido a agregacdo de energia para 0
individuo que sera gasta no processo de acasalamento.

Com excec¢do dos métodos de cultivo utilizados por ASTM (2000) e Fonseca e Rocha
(2004) nenhum dos outros autores utilizaram algum tipo substrato no cultivo nos organismos,
sendo 0s mesmos, cultivados apenas em agua aerada. Isso pode ter prejudicado o
desenvolvimento metabolico das larvas, pois segundo Trivinho-Strixino (2011) as larvas de
Chironomidae, em ambientes dulciaquicolas, sdo colonizadoras do sedimento ou vegetacéao
aquatica.

Segundo Trivinho-Strixino e Strixino (1982) a temperatura constante 25 °C pode
acelerar o desenvolvimento das larvas e emergéncia dos adultos. Canteiro e Albertoni (2011)
dizem que alguns estudos tém demonstrado que a taxa de crescimento das larvas é aumentada
a temperaturas mais altas.

Muitos fatores, tais como a filogenia, a disponibilidade de recursos, a temperatura,
estabilidade de habitat entre outros pode determinar e afetar o desenvolvimento de insetos. A
curta duracdo do ciclo de vida garante um crescimento populacional bem visivel (ZILLI et al.,
2008).

Além disso, fatores como: alimento e a disponibilidade de espaco fisico também
podem afetar no desenvolvimento larval (CARTER, 1980; HOOPER et al., 2003 apud
CANTEIRO; ALBERTONI, 2011).

O ciclo de vida considerado o mais curto encontrado foi o de Chironomus strenzkei
(FITTKAU, 1968), que durou 12 dias, seguido por C. xanthus (STRIXINO e TRIVINHO-
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STRIXINO, 1985) e C. calligraphus (ZILLI et al., 2008) que dura 15 dias. O Ciclo de vida
mais longo foi registrado por Butler (1982) no Alaska para Chironomus sp. onde o ciclo dura
7 anos.

Os valores médios de r (Dyar) obtidos (Tabela 5) foram semelhantes para as medi¢oes
do comprimento ventral capsula cefalica e comprimento total da Capsula cefalica (1,78um e
1,75um). Ja os valores médios da taxa de crescimento (r) para a largura da Cépsula cefélica e
comprimento do corpo apesentaram uma variabilidade tendo como médias: 1,82um e 1,95um.
Levando-se em consideracao as médias obtidas em cada dado biométrico analisado, o valor da
taxa de crescimento média para Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) foi 1,82 um (¢ =
0,088).
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Tabela 5 — Taxa de crescimento (r) entre os estagios larvais para as medigdes de comprimento médio ventral da Capsula cefalica (C.C.), comprimento da Capsula cefalica,
largura da Céapsula cefalica e comprimento do corpo com seus respectivos desvios-padrao para Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014).

Estagio Comp. Ventral r Comp. C. C. N ] Larg. C. C. N " Comp. Corpo N ]
9 C. C. (um) (DP) (um) (DP) (um) (DP) (um) (DP)
6520 100,00 124,40 157971
! (6=1120 2 (c=2581) 2 (6=3500) 22 (6=77681) °°
281 2,68 2,92 271
183,13 268,13 363,75 4275,00
. (c=3219)  © (c=5204)  © (c=8365) O (6=572,96) 20
1,47 150 1,48 1,90
269,31 401,85 537,60 8416,67
o ©=2374) 2 ©=3637) 2’ (c=4004) 2 (6=141228) °°
1,06 175 1,05 1,24
284,76 429,00 562,82 10100,00
v c=1337) c=2149 0 (c=3288) % (6=120061) 20
Média () 178 175 182 195

Legenda: C.C.= C4psula Cefalica

O valor de r (Dyar) obtido por Zilli e outros (2008) para Chironomus calligraphus para a largura capsula ceféalica e do comprimento do

corpo foi menor (1,60 um £ 0,02) que os obtidos no presente trabalho.

Corbi e Trivinho-Strixino (2006) também obtiveram valores menores de r (Dyar) para Goeldichironomus maculatus 1,75um e

Goeldichironomus luridus 1,62um para os valores de comprimento da capsula cefélica e do comprimento do corpo. Para C. xanthus o valor de r
foi de 1,70 (£ 0,032) (TRIVINHO-STRIXINO; STRIXINO, 1982). Ja para Zilli e outros (2009) com Goeldichironomus holoprasinus obteve

resultados menores para as medic¢Oes largura e comprimento ventral da capsula cefélica (1,65 pum e 1,63um), no entanto um valor maior para o

parametro comprimento do corpo (2,14 um).

O uso do r (Dyar) é muito importante para 0s organismos benténicos e para os insetos onde o primeiro estagio e menos provavel de serem

encontrados e muito das vezes deve ser feito por estimativa (ZILLI et al., 2008).
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O presente trabalho também avaliou o ganho de biomassa diaria das fases larvais de
Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014). O valor encontrado para o estagio | foi de
87,83ug (o = 39,27), para o estagio II de 70,00 pg, (c = 10,00), estagio III 300,00ug (c =
3,33) e estagio IV 761,22 pg (o = 25,14).

A figura 24 mostra os dados da curva de crescimento obtida através da correlagéo entre
os valores médios da biomassa diéria em relacdo ao tempo, que teve um alto coeficiente de
determinacéo (R®> = 0, 8822), sendo o modelo de regressdo exponencial o que melhor se
adaptou (y = 19,172 €%31%) onde: y = biomassa média diéria (1g) e x = tempo (dias). Nesta
figura também foi inserido a correlagdo entre o comprimento médio diario do corpo em
relacdo ao tempo. Dessa forma é possivel observar que durante a primeira fase larval, de 5
dias de duracdo, o ganho de massa e o crescimento corpdreo seguem praticamente similares
durante os primeiros 4 dias. No quinto dia é possivel observar um aumento no comprimento
do corpo e queda na massa corpérea. Isto se deve & troca de estagio larval (do | —II) no qual
exige um maior consumo de energia para este processo.

No segundo estagio larval (entre 0 6° e 0 7° dias), observa-se um aumento no tamanho
do corpo e uma perda de massa corporea referente a troca de estagio e consequente ecdise.
Outros dois fatores que também ajudam a entender esta perda na massa corpOrea neste
estagio, estd relacionado a troca de habito alimentar do organismo, que deixa a fase
planctnica, onde se alimentava de bactérias e inicia sua alimentacdo por nutrientes contidos
e/ou aderidos ao sedimento (FONSECA; ROCHA, 2004; ALMEIDA, 2007). Outro fator esta
ligado a producdo dos casulos/tubo que se inicia nesta fase. Ambos os fatores necessitam de
uma grande quantidade de energia (ALMEIDA, 2007).

Na fase seguinte o organismo tende a crescer e armazenar grande quantidade de massa
corporea, tendo um apice no 10° dia do ciclo de vida. Este ganho de biomassa é necessario,
uma vez que no 4° estagio do organismo terd um gasto energético devido a transformacéo
para o estagio de pupa.

Segundo Almeida (2007), que avaliou o balanco energético cumulativo de C. xanthus,
organismos com alta eficiéncia de assimilacdo é uma caracteristica de organismos
detritivoros, principalmente organismos que estdo em fase larval, pois estes devem acumular
energia para as drasticas transformacdes ocorridas na fase de pupa (metamorfose). Almeida
(2007) encontrou um declinio de 35 % na biomassa da fase 4 para a biomassa da fase pupa.

Zilli e outros (2008) mencionam que a fase de transicdo entre larva e pupa exige uma
grande quantidade de energia adicional, devido & mudangas que ocorrem nesta etapa

(metamorfose).
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Figura 24 - Curva de crescimento de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) obtida a partir do comprimento
médio diario verltral da Cépsula cefalica e da biomassa média diaria em relacdo ao tempo, em condicdes
laboratoriais (23 C, fotoperiodo: 12/12h).

A relacdo entre a biomassa média diaria e o comprimento médio diario do corpo

00003 “onde: y = biomassa

também seguiu um modelo de regressao exponencial (y = 32,526 e
média diaria (ug) e x = comprimento do corpo) e o coeficiente de determinagéo obtido (R?)

foi de: 0,886 (Figura 25).
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Figura 25 - Relacéo entre a biomassa média diaria e o comprimento médio diario do corpo de Chironomus
affinis xanthus (PINHO, 2014).

Estudos como estes podem servir de subsidio aos bioensaios, fornecendo informag6es
essenciais sobre efeitos sub letais ndo identificados quando organismos sdo expostos a
contaminantes que afetam a biomassa dos mesmos (ALMEIDA, 2007). Além disso, estes
estudos podem viabilizar o cultivo destas larvas em laboratério para serem usadas como
alimento para peixes (RECH, 2011).

Com relacéo ao estagio de pupa, este durou cerca de 24 horas e o tamanho das pupas
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foi de 6580 um (c = 400). A fase de pupa comeca ainda no casulo, posteriormente estas larvas
nadam até a superficie e 14 permanecem até o momento do surgimento do adulto. Para
Chironomus calligraphus (ZILLI et al., 2008) a fase de pupa durou cerca de 10 + 2,4 dias. Ja
para Goeldichironomus holoprasinus (ZILLI et al., 2009) a fase de pupa durou em média de
4.5 dias.

Sobre os individuos adultos, os machos de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014)
mediram em média 5462 um (o = 398) e as fémeas 5288 um (c = 322), ambos sobrevivem
em média 6 a 7dias.

Segundo Trivinho-Strixino (2011) pouco alimento pode reduzir a sobrevivéncia dos
organismos adultos, principalmente as fémeas, que ficam menores e menos fecundas. Além
disso, as baixas temperaturas também pode reduzir a sobrevivéncia dos organismos adultos,
porém produzem fémeas maiores e mais fecundas.

Avaliar o balanco adequado entre a quantidade de alimento e a temperatura pode
resultar em um potencial reprodutivo mais elevado, o que € muito importante quando se

pretende cultivar estes organismos em laboratorio.

5.3- DURACAO E DESENVOLVIMENTO DA MASSA OVIGERA,
TAMANHO DA MASSA OVIGERA, DETERMINACAO DAS
TAXAS DE FECUNDIDADE, FERTILIDADE E PORCENTAGEM
DE ECLOSAO

A fase embrionéria durou 48 horas a uma temperatura de incubagdo de 23,5°C. Este
mesmo tempo foi registrado por Corbi e Trivinho-Strixino (2006) para Goeldichironomus
luridus e Goeldichironomus maculatus.

Para C. sancticaroli o periodo de incubacdo foi de 72 horas (Viveiros 2012) e de 44 a
48 horas para C. xanthus (FONSECA; ROCHA, 2004). Ja Zilli e outros (2008) encontraram
um periodo de incubacdo de 3 dias para C.calligraphus e de apenas 36 horas para C.
holoprasinus (ZILLI et. al., 2009).

Estas diferengas no periodo de incubacdo sdo consequéncias de estratégias adaptativas
em relagdo ao clima dos habitats destes organismos (ZILLI et al., 2009), ou seja, em climas
mais frios o periodo de incubacdo é maior do que clima mais quentes.

Segundo Sander (2000) mencionado em Corbi e Trivinho-Strixino (2006) logo apos a
ovoposicdo, 0s ovos passam por um periodo de desenvolvimento que é comum ao Filo

Arthropoda, Classe Insecta, na qual o embri&o sofre uma série de divisdes nucleares.
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De acordo com Tokeshi (1995) citado por Canteiro e Albertoni (2011), o
desenvolvimento dos ovos de Chironomidae parece acontecer em um tempo relativamente
curto, dentro de alguns dias a um més, e de ser positivamente relacionado com a temperatura.

O tamanho médio da massa ovigera de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014)
nas condi¢des de cultivo estabelecida foi de 16727um (o = 6072) e ovo em torno de 178um (o
=9,80). O formato da massa ovigera é helicoidal. Este resultado foi maior quando comparado
com os valores obtidos por Canteiro e Albertoni (2011) com Chironomus calligraphus em
que a massa ovigera mediu 9000 £ 1000 um e ovo 160,3 + 17,7um.

Segundo Nolte (1993) as massas ovigeras de Chironomidae sdo compostas por uma
massa gelatinosa que protege 0s ovos e em contato com a dgua incha. O formato dessa massa
€ uma caracteristica de alguns grupos de Chironomidae.

De acordo com Fonseca e Rocha (2004) essa massa ovigera fica pendurada por um
pedunculo logo abaixo da superficie da agua e é composta de hidratos de carbono, além de ser
um importante suporte para as larvas na fase de dispersé&o.

A fecundidade média observada foi de 437 ovos (c = 120) e a fertilidade de 260
larvulas (o = 101) resultando em 58,63% de eclosdo. No entanto, Zilli e outros (2008)
registraram valores menores para C.calligraphus (369-374 - nUmero de ovos por massa). Ja
Trivinho-Strixino e Strixino (1982) e Fonseca e Rocha (2004) com C. xanthus obtiveram uma
gama maior (500 a 1045 ovos) e (500 a 600 ovos) respectivamente. Viveiros (2012) para
Chironomus sancticaroli, obteve uma taxa de fecundidade de 530 ovos e fertilidade 225
larvulas, resultando em uma taxa de eclosdo média de 42%, taxa estd menor comparada a
encontrada no presente trabalho.

Corbi e Trivinho-Strixino (2006) para G. maculatus e G. luridus obtiveram valores
maiores, entre 780 e 600 respectivamente e Zilli e outros. (2009) com G. holoprasinus
apresentaram uma massa de ovos menor, com meédia de 382 + 10 ovos. Todas estas variacdes
podem ser reflexos das diferentes condi¢cbes de cultivo, ou tdo pouco pelo proprio
metabolismo nos organismos.

De acordo com Nolte (1993), as variacGes intraespecificas na quantidade de ovos séo
comuns nos Chironomidae, e pode haver uma relacdo proporcional entre tempo de
desenvolvimento do aparelho ovipositor feminino na fase larval e o nimero de ovos na

postura, sendo assim, uma fémea mais desenvolvida pode produzir mais ovos.
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5.4 - CONFIRMACAO TAXONOMICA

Analisando as larvas de Chironomus enviadas para taxonomista Dr. Luiz Carlos
Pinho, o pesquisador descobriu que o 4° dente lateral desta espécie € maior que o 5° dente
(Figura 27 - A), e que o formato e 0 numero de dentes do pente epifaringeo também ¢é
diferente (Figuras 27 - B). Tais caracteristicas diferenciam est& espécie da de C. xanthus em
sua fase larval, porém ndo sdo caracteristicas indicativas de outra espécie ja descrita. Sendo
assim, a sugestao dada pelo taxonomista foi de nomear esta espécie como: Chirononus affinis
xanthus, j& que a espécie mencionada é relacionada, mais ndo idéntica a C. xanthus, sendo
necessaria uma andlise cito-taxénomica para que se possa diferencia-las ou mesmo agrupé-
las.

Vale ressaltar que, pelo fato do Laboratorio de Ecotoxicologia da UNIFEI manter em
cultivo permanente a espécie de C. xanthus, para uso nos ensaios ecotoxicoldgicos, foi
estabelecido uma parceria cientifica com o professor Dr. Luiz Carlos Pinho, de modo a
contribuir com esta informacdo. Foi enviado ao professor todo o material de cultivo das duas
espécies.
A

Figura 26 - Vista do 4° dente lateral do mento larval de Chirononus affinis xanthus (PINHO, 2014) (A). Vista
do pente epifaringeo larval de Chirononus affinis xanthus (PINHO, 2014) (B).
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6 - CONCLUSOES

As condicdes de cultivo adotadas para a espéecie de Chirononus affinis xanthus (PINHO,
2014) indicaram o uso potencial deste organismo nos ensaios ecotoxicoldgicos com amostras
de sedimento contaminadas pelas seguintes razdes: Alta fertilidade, alta fecundidade e um
ciclo de vida relativamente curto (15 a 16 dias (Ovo — adulto)).

O organismo também se adaptou as condi¢bes impostas, principalmente ao substrato

utilizado, que se mostrou apropriado para este tipo de cultivo.
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ANEXO | - Pardmetros e Condicbes necessarias para o Cultivo e Manutencdo da Espécie de

Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014).

CULTIVO
PARAMETRO CONDICAO
Temperatura da Agua 23° C (+/- 0,5°C)
Temperatura do ambiente 23426°C
Luminosidade 645 a 670 Lux (9.03 a 9.38 fotons)
Fotoperiodo 12 horas

Recipiente
Quantidade de Sedimento

Agua de Cultivo

Bandejas de polietileno com capacidade de 7 L
500 gramas (Arenoso)

Proveniente de fonte natural com pH (7,0 a 7,6),
Condutividade (72 a 212 uS.cm™), Dureza (40 a
48 mg CaCOs.L) e Oxigénio Dissolvido (>5,0

mg.L™).
Volume de 4gua 4L
Idade dos individuos 1° instar
Numero de organismos por cultura 150 & 200
MANUTENCAO

Alimentacao

Aeracéo

Limpeza

Duracéo da Cultura

Retiradas das desovas

1° dia: 20 mL da solucdo de algas cloroficeas
(10° cels.mL™) e 80 mL da solucio de racdo de
peixes (0,002 mg.mL de solidos totais (ST) e
0,002 mg.mL de solidos volateis (SV)).
Posteriormente: a cada dois dias 80 mL da
solucdo de racdo de peixes até o surgimento dos
individuos adultos.

Continua e Branda

Semanal: laterais das bandejas e superficie da
agua.

19 a 20 dias.

3 a 4 vezes por semana.
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ANEXO Il — Tamanho, Fecundidade, Fertilidade e Porcentagem de Ecloséo por Desova

Analisada.
Tamanho Totalde Totalde Porcetagem de
Desova/N° (Lm) Ovos Larvulas  Eclosdo (%)

1 6000 291 198 68.04
2 14000 421 257 61.05
3 34000 750 367 48.93
4 28000 458 276 60.26
5 14000 425 259 60.94
6 15000 398 253 63.57
7 15000 293 121 41.30
8 20000 398 67 16.83
9 21000 547 460 84.10
10 14000 246 101 41.06
11 14000 435 317 72.87
12 15000 401 263 65.59
13 13000 261 182 69.73
14 17000 416 253 60.82
15 14000 365 222 60.82
16 26000 521 268 51.44
17 14000 466 275 59.01
18 17000 636 477 75.00
19 11000 464 306 65.95
20 18000 559 339 60.64
21 15000 364 159 43.68
22 13000 497 289 58.15
Média 16727 437 260 58.63

DP 6072 120 101 14

CV(%) 36,30 27,47 39,00 24,15
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ANEXO Il — Dados Brutos do Comprimento Ventral da Capsula Cefalica (n=91) Comprimento da Cépsula Cefalica (n=88), Largura da

Cépsula Cefalica (n=87) e Comprimento do Corpo (n=105) em Relagdo ao Tempo.
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CAPITULO 2 - SENSIBILIDADE DE Chironomus affinis
xanthus (PINHO, 2014) AS SUBSTANCIAS DE
REFERENCIA: CLORETO DE POTASSIO E
CLORETO DE CADMIO.
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1 - CONSIDERACOES GERAIS

O crescimento populacional, acompanhado do aumento do consumo de combustiveis
fésseis, devido a expansdo industrial, vem acelerando os impactos ambientais como o despejo
efluentes nos corpos hidricos (ALMEIDA, 2007). Segundo Jardim (1992), a principal fonte
de degradacdo dos ecossistemas aquaticos sdo o0s lancamentos de esgotos industriais e
domeésticos néo tratados.

Apesar da grande gama de técnicas analiticas existentes, apenas estas ndo sdo
suficientes para garantir os programas de biomonitoramento ambiental, j& que os resultados
obtidos por estas andlises, apenas indicam a concentracdo da substancia poluente, mas ndo o
seu efeito aos organismos ou mesmo a sua biodisponibilidade (ALMEIDA, 2007). Para isso
0S ensaios ou bioensaios ecotoxicoldgicos com organismos aquaticos Sao necessarios como
complemento nestes programas.

O primeiro ensaio de toxicidade aquatica registrado tem mais de 2000 anos e foi
realizado por Aristoteles que teve como objetivo avaliar a reacdo de organismos dulcicolas
guando em contato com agua salgada (ALMEIDA, 2007).

Os organismos aquaticos utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos devem pertencer a
certos grupos taxonémicos representativos dos ecossistemas aquaticos (CARVALHO et al.,
2012). Dentre os mais utilizados para estes fins se destacam os cladoceros, macroinvetebrados
bentbnicos e 0s peixes.

Segundo Carvalho e outros (2012) outro fato que deve ser levado em consideracao € a
sensibilidade dos organismos a exposi¢do da substancia de referéncia. Para tanto é necessario
gue o organismo escolhido seja bastante sensivel a uma diversidade de agentes quimicos e
estejam facilmente disponiveis e em abundéncia tanto na natureza como nos sistemas de
cultivo laboratorial.

Segundo Magalhdes e Ferrdo-Filho (2008) alguns critérios devem ser levados em
consideracdo para a escolha do organismo-teste tais como: representacdo ecoldgica;
cosmopolitismo; ter conhecimento da sua biologia, fisiologia e habitos alimentares;
estabilidade genética e uniformidade das populacGes; baixo indice de sazonalidade;
sensibilidade constante e apurada; importancia comercial; facilidade de cultivo em laboratério
e, se possivel, a espécie deve ser nativa.

A utilizacdo de comunidades bioldgicas nos ensaios ecotoxicologicos é uma das
maneiras de se obter uma maior relevancia ecologica, que visa tanto a preservacao da fauna

aquatica como do préprio ecossistema em que a mesma esta inserida (CETESB, 2010).
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De acordo com Fonseca e Rocha (2004) os Chironomidae sdo utilizados em ensaios
ecotoxicologicos com amostras de sedimentos contaminados. Esses organismos, segundo
estes autores, sdo considerados bons bioindicadores devido a sua abundancia na comunidade
bentbnica, importancia na cadeia alimentar e por alimentarem-se de particulas de sedimento
que estdo diretamente expostos aos compostos toxicos e em contato com o corpo do
organismo.

Dentre as espécies mais comumente utilizadas destacam-se o género Chironomus
como, por exemplo, o Chironomus tentans (EUA) e Chironomus riparius (Europa). No Brasil
a espécie de Chironomus xanthus vem sendo utilizada neste tipo ensaio, porém a mesma ainda
ndo possui um protocolo normatizado para os ensaios ecotoxicologicos, diferentemente das
outras duas espécies citadas.

As espécies de Chironomidae, em sua fase larval, apresentam adaptacGes para viver
em extremos de temperatura, pH, salinidade, profundidade, velocidade de correnteza,
produtividade, em locais com baixas concentragdes de oxigénio dissolvido e podem ser os
unicos insetos presentes no sedimento (CRANSTON, 1995 apud CALLISTO; ESTEVES,
1998). Ja a distribuicdo e a abundéncia dos Chironomidae sdo influenciadas pelas condi¢cbes
fisicas e quimicas da agua, assim como pelas caracteristicas do substrato e as relagGes troficas
com outros organismos (JOHNSON et al. 1992 apud SILVA et al. 2008).

Trivinho-Strixino e Strixino (1982) iniciaram o desenvolvimento da metodologia de
cultivo de C. xanthus e evidenciaram a facilidade de sua manutencdo em laboratorio. A partir
de entdo, varios estudos buscam melhorar a técnica de cultivo e manutencdo desses
organismos como os de: Almeida (2002) e Fonseca e Rocha (2004). Estes autores estudaram
o0 ciclo de vida desta espécie visando sua utilizacdo como organismo-teste na avaliacdo de
efeitos toxicos em amostras de sedimentos contaminados pertencentes a ambientes agua doce.
Trata-se de uma espécie de ocorréncia nos tropicos e sub trépicos, porém com distribuicdo
geogréfica restrita ao Brasil e a Argentina (TRIVINHO - STRIXINO; STRIXINO 1982). Tem
sido utilizado em varios trabalhos, como por exemplo: Dornfeld, 2006, Calvalcanti, 2010 e
Emygdio, 2011.

Fatores como a facil manutencdo e cultivo em laboratério, além do ciclo de vida
relativamente curto, tem contribuido para a utilizacdo de algumas espécies de Chironomus em
programas de controle da qualidade da agua e sedimento, sendo assim, alguns procedimentos
padroes foram estabelecidos pela USEPA, APHA (American Public Health Association),
ASTM e FAO (Food and Agriculture Organization) para os testes de toxicidade de efeito

agudo ou crénico com amostras de sedimento contaminado utilizando estes organismos
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(USEPA, 2000; FONSECA; ROCHA, 2004; ALMEIDA, 2007), mas ainda faz-se necessario
a descoberta de outras espécies que também possam ser utilizados em programas de
biomonitoramento com amostras de sedimento, aumentando assim a disponibilidade de
organismos.

Como mencionado dentre os critérios de selecdo de organismos- teste, destacam-se a
avaliacdo da sensibilidade & substancias de referéncia, como os sais, entre eles: o cloreto de
sodio (NaCl) e o de potassio (KCI), o metais como: sulfato de cobre (CuSQ,), dicromato de
potassio (K,Cr,05) ou cloreto de cadmio (CdCl,), além de surfactantes como o dodecil sulfato
de sédio (Ci2H2sSO4Na) ou mesmo a amédnia (NH3). Todas estas substancias foram
selecionadas para serem utilizadas na avaliagdo da sensibilidade de potenciais organismos
teste.

Sendo assim, no presente capitulo a espécie isolada Chironomus affinis xanthus
(PINHO, 2014) teve sua sensibilidade avaliada por meio de duas substancias de referéncia: o
cloreto de potassio (KCI) e o cloreto de cadmio (CdCl,). Todos os ensaios foram realizados
através de exposicdo aguda (96h) em numero suficiente para se estabelecer uma carta-controle

para a substancia KCI que subsidiou os ensaios com CdCls,.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

e Avaliar o potencial uso de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) nos ensaios

ecotoxicoldgicos.

2.2 - ESPECIFICOS

e Verificar a sensibilidade dos diferentes estagios larvais de Chironomus affinis xanthus
(PINHO, 2014) ao Cloreto de Potassio e indicar o mais adequado a ser avaliado com
Cloreto de Cadmio;
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - ECOTOXICOLOGIA AQUATICA

O termo ecotoxicologia, foi mencionado pela primeira vez em junho de 1969, na
reunido do Committee of the International Council of Scientific Unions (ICSU), em
Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut, que definiu a ecotoxicologia como a
ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos,
populacdes e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aquaticos (MAGALHAES;
FERRAO FILHO, 2008).

Segundo Costa e outros (2008) a ecotoxicologia aquéatica € uma area especializada da
toxicologia ambiental, cujo objetivo é avaliar o efeito de substancias toxicas sobre organismos
representativos do ambiente aquatico por meio de ensaios de toxicidade.

Em comparacdo com as tradicionais analises fisicas e quimicas, estes ensaios possuem
uma maior relevancia ecoldgica, uma vez que 0s proprios organismos sdo 0S Sensores, por
terem seus sistemas bioldgicos afetados pelas substancias toxicas, porém sdo considerados um
complemento as avaliacdes dos parametros fisicos e quimicos (CARVALHO et al., 2012).

De acordo com Costa e outros (2008) os ensaios ecotoxicolégicos aquaticos podem ser
realizados com varios organismos, tais como: bactérias, algas, microcrustaceos, organismos
bentdnicos e peixes. Todos estes organismos possuem metodologias ja definidas, e estes
ensaios sdo conhecidos também como bioensaios. Diferentes abordagens podem ser realizadas
nestes ensaios, desde a molecular, quando se utiliza apenas o organismo, até o ecossistema,
em que a avaliacdo é feita em toda a comunidade e sua interacdo com o meio.

Estes ensaios sdo utilizados para avaliar os efeitos toxicos de substancias quimicas na
forma isolada ou de misturas complexas. S&o capazes de detectar efeitos deletérios, mesmo
guando estes compostos nao sdo passiveis de identificacdo ou estdo no limite de deteccao dos
métodos quimicos analiticos. Os ensaios ecotoxicologicos podem avaliar a influéncia de
interacdes aditivas e/ou antagdnicas que podem ocorrer entre 0s constituintes quimicos e 0s
processos de transformacdo e fatores fisicos e quimicos intrinsecos, que interferem na
biodisponibilidade e na toxicidade destes constituintes (BADARO-PEDROSO, 1999 apud
IHARA, 2008).

Os testes de toxicidade com organismos individualizados séo bioensaios laboratoriais
realizados em condic¢des experimentais especificas e controladas. Estes ensaios sao utilizados

para estimar a toxicidade de substancias, efluentes industriais e amostras ambientais como:
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aguas e sedimento. Neste tipo de ensaio, 0s organismos-testes sdo expostos a diferentes
concentracOes de uma determinada amostra e os efeitos toxicos produzidos sdo observados e
quantificados (COSTA et al., 2008). Por outro lado, o termo bioensaio é também empregado
em ecotoxicologia aquética, e normalmente utilizado para designar um teste que avalia a
poténcia relativa de um agente ou mais e é muito usado para se designar ensaios com
amostras ambientais (ZAGATTO; BERTOLETT], 2006).

Os ensaios de toxicidade ou bioensaios podem ser realizados em laboratério em
condicdes experimentais especificas e controladas ou in situ; e os efeitos observados aos
organismos expostos podem ser classificados como agudos ou cronicos (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2006).

Segundo Carvalho e outros (2012) os estudos realizados em campo (in situ) do tipo
mesocosmos, por utilizar varias espécies, sdo considerados mais realisticos quando
comparados aos ensaios laboratoriais, que utilizam, na maioria das vezes, uma Unica espécie.
No entanto, ensaios in situ também podem ser realizados com espécies individuais. Estes
ensaios tem a vantagem de que os organismos sofrem todas as variaces ambientais
juntamente com a exposi¢do aos contaminantes toXicos.

Os bioensaios de toxicidade aguda analisam o efeito deletério (letalidade) causado por
uma amostra, simples ou composta, aos organismos-teste em um curto periodo de exposicao,
em relacéo ao seu ciclo de vida (KNAPIK; ANDREATTA, 2013).

Uma exposicdo aguda trata-se da resposta de um organismo ou célula submetido a
uma alta concentracdo, num curto periodo de tempo, normalmente entre 24 e 96 horas para
microcrustaceos e peixes respectivamente, tendo como pardmetros de avaliacdo a letalidade
ou a imobilidade total. O resultado é expresso como Concentragdo Letal Média (CL50) para
peixes ou a Concentracdo Efetiva Media (CE50) para microcrustaceos, ou seja, a
concentracdo do agente tdxico capaz de causar mortalidade ou imobilidade, a 50% dos
organismos ap6s o tempo de exposicdo (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Ja o efeito de exposicédo cronica causado por amostra simples ou composta, a duragdo
do tempo de exposicdo é maior e 0s organismos sdo expostos a concentracfes subletais.
Normalmente o tempo de exposi¢édo € de 1/3 do seu ciclo de vida e os parametros avaliados
sdo os efeitos nas fungbes bioldgicas, tais como reproducdo, desenvolvimento de ovos,
crescimento e maturacdo destes organismos (COSTA et al., 2008; KNAPIK; ANDREATTA,
2013). S&o utilizados como efeitos preditivos na avaliagdo de risco ecoldgico.

Nos testes de toxicidade crénica determina-se a Concentracdo de Efeito N&o
Observado (CENO) e a Concentracdo de Efeito Observado (CEO). Pode-se determinar
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também o Valor Cronico (VC), que é a média geométrica entre 0 CENO e CEO e a
Concentracdo Percentual de Inibi¢do (ICp), que é a concentragcdo que causa um percentual de
inibicdo na reproducdo ou no desenvolvimento embrionario e/ou larval em um tempo
especifico de exposicdo. A CENO seria, portanto, uma concentracdo considerada segura do
agente toxico ou efluente toxico a ser langado num corpo d’agua, enquanto que a CL50 ou a
CES50 sdo parametros que indicam a toxicidade da substancia ou amostra testada. Quanto
menor os valores de CL50/CE50, maior o efeito tdxico da substdncia ou amostra
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Em todo mundo varios 6rgdos ambientais como USEPA (2000) e ASTM (2000) tém
utilizados protocolos de bioensaios de ecotoxicidade como ferramenta de regulamentacéo e
para selecdo de novos organismos-teste. Segundo Dellamatrice e Monteiro (2006) existe uma
grande variedade de espécies ja padronizadas, compreendendo os mais diferentes niveis
tréficos tais como: organismos produtores (algas), consumidores primarios (microcrustaceos),
consumidores secundarios (peixes) e decompositores (bactérias).

No Brasil, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) é a instituicdo
responsavel pela elaboracao e divulgacdo dos protocolos dos ensaios ecotoxicologicos, como
por exemplo, a NBR 12.648 (2011), NBR 12.713 (2009), NBR 13.373 (2010) e NBR 15. 088
(2011) (ZAGATTO; BERTOLETT], 2006).

Com relacdo a legislacdo até a década de 1980, somente 0 monitoramento quimico era
utilizado como forma de controle de poluentes em efluentes liquidos nos corpos hidricos. As
condicdes e padrdes de lancamentos de efluentes eram estabelecidos pela Resolugédo
CONAMA 20/86, que vigorou no periodo de 1986 a 2005 (PENIDO, 2010).

Entretanto, esta resolucdo tornou-se obsoleta e foi revogada pela CONAMA 357/05,
que incluiu os ensaios de toxicidade de efeitos agudos e cronicos na avaliacdo de lancamentos
de efluentes domésticos e industriais no ambiente aquatico, pois perceberam que somente o
monitoramento baseado nos parametros fisicos e quimicos ndo garantia a adequacdo dos
efluentes aos padrbes de langamentos e da ndo ocorréncia de impacto no corpo hidrico. A
Resolugdo CONAMA 344/04 também incluiu a avaliacdo ecotoxicolégica em amostras de
sedimentos a serem dragados (ALEGRE, 2009; PENIDO, 2010). Estas legislacdes tém
direcionado os 6rgdos ambientais em seus programas de biomonitoramento ambiental, com

énfase aos parametros de qualidade de agua.
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3.2 - BIOINDICADORES

O termo bioindicador tem sido usado para identificar respostas bioldgicas que indicam
a exposicdo ou os efeitos de poluentes em organismos, populacdes, comunidades e
ecossistemas (ANDREA, 2008). Esses organismos, plantas ou animais, sdo chamados de
indicadores bioldgicos ou bioindicadores da presenga - auséncia de contaminantes no
ambiente.

Os bioindicadores sdo espécies, grupos ou comunidades biologicas, onde a presenca,
quantidade e distribuicdo, indicam o tamanho dos impactos ambientais em um determinado
ecossistema aquético e sua bacia de drenagem (CALLISTO et al., 2002).

Segundo a USEPA (2008) mencionado por Andréa (2008), os efeitos de alteracdo ou
de saude do ambiente sdo chamados de indicadores ecoldgicos. Entretanto tem-se notado que
alguns organismos como peixes, insetos, algas, plantas sdo resistentes a alguns niveis de
contaminagdo, pois ndo morrem quando expostos a certos agentes toxicos e fornecem
informacdes precisas sobre a salde dos respectivos ambientes.

Os bioindicadores, quando nao sofrem efeitos agudos (morte) por alteragdes do
ambiente, respondem a elas por meio de reacbes comportamentais ou metabolicas
mensuraveis (concentracdes consideradas de efeitos cronicos), que indicam e refletem alguma
mudanca no ambiente onde eles vivem (ANDREA, 2008).

Além disso, sdo importantes ferramentas para a avaliacdo integrada dos efeitos
ecoldgicos causados por multiplas fontes de poluicdo. O uso dos bioindicadores é mais
eficiente do que as medidas instantaneas de pardmetros fisicos e quimicos como: temperatura,
pH, oxigénio dissolvido, teores totais e dissolvidos de nutrientes, que sdo normalmente
medidos no campo e utilizados para avaliar a qualidade das aguas. Por isso, a USEPA e a
Diretriz da Unido Europeia recomendam a utilizacdo de bioindicadores como complemento as
informacdes obtidas com os parametros fisicos e quimicos sobre a qualidade das aguas
(CALLISTO etal., 2013).

Segundo 0s mesmos autores, 0s bioindicadores mais utilizados sdo aqueles capazes de
diferenciar os fenbmenos naturais e o0 estresse de origem antropica, relacionados as fontes de
poluicdo. Alguns organismos estdo diretamente ligados a um determinado agente poluidor ou
a um fator natural potencialmente poluente como exemplo, pode-se mencionar as altas
densidades de Oligochaeta e de larvas de Chironomus (Diptera), em rios com elevados teores
de matéria organica. Estes organismos pertencem ao grupo dos macroinvertebrados

bentdnicos.
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Os macroinvertebrados bentonicos representam um elemento importante na estrutura e
funcionamento dos ecossistemas aquaticos e sua distribuicdo € influenciada pelas
caracteristicas do sedimento, morfologia das margens, profundidade, natureza quimica do
substrato, vegetacdo, competicdo entre as diferentes espécies e disponibilidade de fontes
alimentares (QUEIROZ et al., 2000). Estes organismos tém sido considerados bons
bioindicadores, desde os primordios dos estudos limnologicos.

O primeiro teste de toxicidade com insetos aquaticos que se tem noticia foi realizado
em 1816 (BUIKEMA; VOSHELL 1993 apud MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

3.3 - SENSIBILIDADE A SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

As substancias de referéncia sdo utilizadas nos laboratérios de ecotoxicologia para
garantir a qualidade analitica de estudos que realizam ensaios de toxicidade de efeitos agudos
e cronicos, bem como avaliar as alteragdes na sensibilidade de organismos testes mantidos em
cultivo laboratorial (ZAGATTO; BERTOLETT], 2006).

Segundo a ENVIRONMENT CANADA (1990) o objetivo dos ensaios
ecotoxicoldgicos com substancias de referéncia € avaliar a repetitividade do método analitico
em um laboratério ao longo do tempo e, também permitir comparagdes inter laboratoriais.
Além disso, estas substancias sdo selecionadas para indicar se aquele organismo serd mesmo
utilizado nos ensaios ecotoxicologicos.

Os resultados obtidos com as substéncias de referéncia sdo demostrados na forma de
cartas-controle onde os limites de aceitacdo dos resultados estdo compreendidos entre + 2
desvios-padrdo da média dos valores de CL50 ou CE50 de no minimo cinco ensaios. Tal
procedimento foi estabelecido pela USEPA. Estes valores indicam a qualidade do ensaio
ecotoxicologico (ENVIRONMENT CANADA, 1995; USEPA, 2002; apud KNAPIK;
ANDREATTA, 2013).

A selecdo de uma substancia de referéncia segue alguns critérios, tais como: ser um
contaminante ambiental; disponibilidade técnica para mensuré-Ila, solubilidade, seguranga dos
técnicos na manipulacdo em laboratério, estar disponivel no mercado com pureza consistente,
ser estavel em agua, ou seja, que sua toxicidade permaneca inalterada, ndo sendo afetada por
variacdes normais da qualidade da agua (por exemplo, pH, dureza, substancias organicas
como acidos humicos, dentre outros), ter toxicidade consistente , ter toxicidade nao especifica
para os diferentes grupos de organismos e ter dados ecotoxicoldgicos basicos disponiveis
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006; BERTOLETTI, 2014).
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Existe uma gama de substancias de referéncia, mais dentre elas destacam — se: 0s
cloretos de potéssio e de sddio e os metais: cadmio, cromo, cobre, niquel, zinco, nitrato de
amonia e o surfactante: docecil sulfato sodio entre outros (BOSSUYT; JANSSEN, 2005).

O Cloreto de Potassio (KCI) de alta pureza é utilizado na realizacdo de titulacbes
argentimétricas. Porém a utilizacdo do KCI causa algumas discussdes, pois acredita — se que
ocorra mais um efeito osmatico no organismo-teste do que um efeito toxico propriamente dito
(KNIE; LOPES, 2004).

Ja o cadmio é altamente resistente a corrosao e por tanto € usado em eletrodeposicao
sobre outros metais, principalmente aco e ferro. E utilizado em parafusos, porcas, fechaduras
e vérias partes de aeronaves e motores de veiculos, equipamentos maritimos e maquinas
industriais. Sua abundancia na crosta terrestre situa-se em torno de 0,1 a 0,2 ppm
(CARDOSO; CBASIN, 2001)

Ja a forma de cloreto de cadmio é um solido cristalino e branco (CARDOSO;
CBASIN, 2001). O Cloreto de Cadmio e facilmente complexado pela matéria organica, &cidos
himicos e hidroxidos presentes na agua e tem potencial carcinogénico (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2006).

Segundo Bertoletti (2014) o uso da substancia de referéncia visa avaliar o estado de
salde dos organismos e detectar lotes debilitados ou geneticamente diferentes. Além disso, as
substancias de referéncia séo utilizadas para aumentar a confiabilidades dos dados gerados em
diferentes estudos e/ou laboratorios (ZAGATO; BERTOLETTI, 2006).

Para escolher uma substancia de referéncia deve primeiramente, saber o objetivo do
estudo e, posteriormente, verificar se algumas das substancias de referéncia ja conhecidas
foram padronizadas em outras espécies do mesmo grupo taxondémico.

Uma Unica substancia ndo e capaz de revelar o real estado de “satide” dos organismos,
deve — se testar mais de uma substancia, sendo estas pertencentes a diferentes grupos
quimicos, como por exemplo: um sal, um metal e um surfactante, pois muitas vezes a espécie
testada pode ser sensivel a um sal, mais resistente a um metal, por exemplo. Além disso, 0s
dados obtidos durante o ensaio (pH, Dureza, Condutividade), juntamente com os dados de
cultivo (Taxa de reproducéo e sobrevivéncia), ajudam a fornecer maiores informagdes sobre a
salde dos organismos-teste (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - AVALIACAO DA QUALIDADE DO CULTIVO POR MEIO DE
ENSAIO DE SENSIBILIDADE COM CLORETO DE POTASSIO (KCI)

A substancia empregada no presente trabalho foi o cloreto de potassio (KCI). Com o
KCI foi avaliado a qualidade das culturas nos estagios larvais (I, 11l e 1V) de Chironomus
affinis xanthus (PINHO, 2014), excluindo o primeiro estagio, por ser de habito plancténico,
com intuito de avaliar o estado de saude da larvas cultivadas em laboratério e estabelecer a
melhor fase a ser utilizada nos ensaios de exposicdo aguda, que posteriormente foi realizado
com cloreto de cadmio (CdCly).

Com base nos valores de CL50 obtidos com C. xanthus por FONSECA, 1997, foram
selecionadas as seguintes concentracdes: 1,0 g.L ™, 2,09.L."3,09.L% 4,09.L™" 509.L" e 6,0
g.L™ de KCI. As concentracdes foram preparadas a partir de uma solucio estoque (SE) de 40
g.L™ de KCI (SIGMA ALDRICH®) e agua de cultivo.

Mantendo-se uma de proporcao de 15 organismos/300 mL de solucdo (USEPA, 2000),
foram preparadas 15 réplicas individualizadas em frascos de polipropileno contendo 20 mL de
solucdo para cada concentracao (tabela 6). O preparo das mesmas foi realizado utilizando as
devidas proporcdes da solucdo estoque com a agua de cultivo. Na figura 27 encontra-se um

esquema destes ensaios.

Tabela 6 - Proporgdes de volumes para preparo das solucfes — teste com KCI.

Padrdes | Proporcéo
V (4gua de cultivo) mL V1 (SE) mL V (final)
Controle 20,0 0,0 20,0
1g.L* 19,5 0,5 20,0
29.L" 19,0 1,0 20,0
3g.L* 18,5 1,5 20,0
49.L" 18,0 2,0 20,0
5¢9.L" 17,5 2,5 20,0

6g.L" 17,0 3,0 20,0
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Figura 27 - Representacdo esquematica dos testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de
potassio (KCI) em larvas dos estagios II, Il e IV.

Posteriormente estes recipientes foram acondicionados em bandejas de polipropileno e
em seguida mensuradas as variaveis: pH, Oxigénio Dissolvido (mg.L™), Temperatura (°C),
Condutividade (mS.cm™) e Dureza (mgCaCOs.L), das concentragdes: Controle, 1,0 g.L™, 3,0
g.L" e6,09.L7"

Como alimento foi adicionado em cada recipiente, 200 pL da solucdo de racdo de
peixes TetraMin® Tropical Flakes (0,002 mg/mL de sélidos totais (ST) e 0,002 mg/mL de
solidos volateis (SV)) somente no primeiro dia.

Com o intuito de deixar o ambiente 0o mais proximo possivel do natural e evitar o
fototropismo positivo que ocorre nas condi¢cdes de cultivo, mas ndo existe em condigdes
normais (COMAS,1928), estas bandejas foram cobertas com um pano preto e mantidos por
96 horas em sala climatizada com temperatura variando de 23 a 26 °C, sem fotoperiodo. Este
processo esta demonstrado na figura 28. Decorrido este periodo de exposicao, foi realizada a
contagem dos organismos mortos ou imdveis e novamente quantificados os valores das

variaveis fisicas e quimicas.
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Figura 28 - Recipientes acondicionados na bandeja para o teste de sensibilidade separados por concentracéo (A).
Larvas expostas nas concentracGes desejadas (B). Bandejas cobertas e com pano preto e colocadas em sala com
temperatura controlada (C).

Com o total de organismos mortos ou imoveis por concentracdo foi estabelecido os
valores da concentracdo letal média (CL50), calculados por meio do programa computacional
Trimmed Sperman — Karber (JSpear) (HAMILTON; RUSSO; THURSTON,1978).

Para estabelecer as faixas de sensibilidade, foi utilizado o modelo de carta controle
proposto pela norma da USEPA 600/R99/064 (2000) para C. tentans e as Normas Brasileiras:
NBR 12713 (2009) e NBR 13373 (2010) de Daphnia spp. e Ceriodaphnia spp.,
respectivamente Tais normas consistem em utilizar os valores médios de CL50 obtidos para
cada estagio, no minimo 5 resultados, mais ou menos duas vezes 0s desvios padrao ( x 2DP).
Os resultados expressam o limite inferior e o limite superior da carta. Os valores de CL50
compreendidos dentro desta faixa sdo validados, indicando assim que as condic¢des de cultivo
estdo adequadas e revelam o bom estado de salide dos organismos, o que permitird o uso dos

mesmos nos ensaios ecotoxicologicos. Por outro lado os valores ndo compreendidos nesta
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faixa, nos mostra uma deficiéncia no cultivo impossibilitando o uso daqueles organismos nos

ensaios ecotoxicologicos.

4.2 - VARIAVEIS FISICAS E QUIMICAS MONITORADAS NOS
ENSAIOS

Devido ao fato da &gua de diluicdo (adgua de cultivo) ser proveniente de uma fonte
natural, a mesma foi monitorada a cada lote coletado. Ao todo foram utilizados 7 lotes de
agua para todos os ensaios para ambas as substancias de referéncia (KCI e CdCl,), com os
diferentes estagios larvais de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014), como mostra o
anexo II.

A metodologia adotada para realizar estas medicdes estdo descritas no quadro 2 a
sequir.

Quadro 2 - Materiais e métodos utilizados para mensurar as variaveis: pH, condutividade (uS.cm™), temperatura
(°C), oxigénio dissolvido (mg.L™), dureza (mg CaCO;.L) nos ensaios com as substancias de referéncia KCl e
CdCl,.

Variavel Equipamento Marca Modelo Metodo

pH pHmMetro Digimed® DM - 20

Condutividade Condutivimentro | Alfa Mare® mCa 150

Terminal Level

Oxigénio Dissolvido | Multiparametros InoLab® 3 _

Temperatura Condutivimentro | Alfa Mare® mCa 150

Titulométrico

Dureza - - - (APHA, 2005).

4.3 - EFEITOS AGUDOS AO CLORETO DE CADMIO (CdCly)

Mediante os resultados obtidos com os diferentes estagios larvais expostos a
substancia KCI, e considerando o menor coeficiente de variacdo, bem como os resultados do
teste ANOVA Tukey, foi selecionado o estagio Il para ensaios de toxicidade aguda com
CdCl,.

As concentracdes estabelecidas para estes ensaios foram baseadas no trabalho de
Dornfeld (2006) que testou diferentes concentragdes CdCl, em C. xanthus. Sendo assim,
partindo de uma solucdo estoque de 0,1 g.L™" de CdCI2 (ISOFAR®), foram preparadas as
seguintes concentragdes: 0,25 mg.L™*; 0,50 mg.L™ 0,75 mg.L" e 1,00 mg.L?, além do
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tratamento controle, seguindo o mesmo método adotado nos ensaios com o KCI, com
modificacdo na quantidade de individuos por concentracdo, que passou a ser de 10
organismos/200 mL de solucéo, como mostra figura 29 e Tabela 7.

As variaveis fisicas e quimicas também foram mensuradas de acordo com item 4.2.

0,25 0,50 0,75 1,0
mg.L? mgL' mgL* mglL?

Controle

Numero de
Réplicas

Figura 29 - Representacdo esquematica dos testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de
cadmio em larvas do estagio II.

Tabela 7 - Proporgdes de volumes para preparo das solucées — teste com CdCl,

Padrdes | Proporcao
V (agua de cultivo) mL V1 (SE) mL V (final)
Controle 20,00 0,0 20,0
0,25 mg.L'1 19,95 0,05 20,0
0,50 mg.L™ 19,90 0,10 20,0
0,75 mg.L'1 19,85 0,15 20,0
1,0 mg.L™ 19,80 0,20 20,0

Todo este procedimento esta resumido no anexo | deste capitulo.

4.4 - ANALISES ESTATISTICAS

Utilizando o programa computacional BioEstat® 5.0 foram calculadas as seguintes
variaveis da estatistica descritiva: média, desvio padrdo e o coeficiente de variagcdo das medias
dos valores de CL50 obtidas do 2°, 3° e 4° estagio testados com KCI. Essas médias também
foram submetidas as analises de variancia One — Way (ANOVA) com pdés-teste Tukey
(paramétrico) para comparacgdo entre os diferentes estagios larvais. Estes valores juntamente
com os valores do coeficiente de variacdo serviram de base na selecdo de qual e/ou quais

estagios devem ser utilizados nos ensaios com CdCl..
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- AVALIACAO DA QUALIDADE DO CULTIVO POR MEIO DE
ENSAIO DE SENSIBILIDADE COM CLORETO DE POTASSIO
(KCI)

Na Tabela 8, estdo demostrados os valores de CL50 - 96h com seus respectivos
intervalos confianga e os valores da andlise estatistica obtida para os estagios Il, Il e IV de
Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014), quando submetidos as diferentes concentracbes
de KCI. Tais valores foram utilizados para elaborar as respectivas cartas controle (Figuras 30
a 32).

Observa-se que os resultados dos coeficientes de variagdo dos trés estagios larvais
apresentaram uma precisdo analitica, uma vez que quase todos os valores de CL50 estéo
dentro dos limites permitidos pelo método. Tais resultados permitem inferir que o
procedimento de cultivo laboratorial fornece um bom estado nutricional aos organismos,
permitindo assim o uso dos mesmos nos ensaios ecotoxicoldgicos.

Observa-se que somente o resultado da CL50 obtida no 4° ensaio correspondente ao
estagio Il1, esta fora do limite inferior, o que significa que os organismos daquele lote nao
devem ser utilizados nos ensaios com amostras ambientais, uma vez que sua condicdo de

salide ndo esta adequada.

Tabela 8 - Valores de CL50 — 96h g.L™" KCl e analise estatistica das variaveis descritivas (desvio padrdo, média
e coeficiente de variacdo) obtidas nos testes de sensibilidade ao KCI, para os estagios I, 11l e IV de Chironomus
affinis xanthus (PINHO, 2014).

N”?:Srt‘; do Estagio 11 Estagio 111 Estagio IV

1 4,55 (4,06 - 5,12) 4,76 (4,37 - 5,19) 1,96 (1,17 - 3,29)

2 4,57 (4,18 - 5,02) 4,10 (3,31 - 5,09) 3,60 (2,91 - 4,70)

3 3,77 (2,98 - 4,78) 4,07 (3,69 - 4,50) 3,46 (2,92 - 4,16)

4 3,52 (2,74 - 4,55) 2,82 (2,18 - 3,66) 3,52 (2,93 - 4,24)
5 4,11 (3,54 - 4,79) 4,57 (4,19 - 4,99) 3,30

6 3,94 (3,44 - 4,53) 4,79 (4,39 - 5,24) 1,85 (0,90 - 3,81)

7 4,89 (4,56 - 5,24) 4,90 (4,41 - 5,46) 2,51 (2,22 - 2,36)
Média 419 4,29 2,90
Desvio Padrao 0,49 0,73 0,78
CV (%) 11,76 16,95 26,80
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Figura 30 - Carta Controle obtida para organismos do estagio Il de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014),
submetidos ao KCI.
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Figura 31 - Carta Controle obtida para organismos do estagio 111 de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014),
submetidos ao KCI.
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Figura 32 - Carta Controle obtida para organismos do estagio IV de Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014),

submetidos ao KCI.
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Observando as curvas da concentragao/resposta (Anexo - I11), obtidas com o total dos
organismos usados em todo o teste, podemos perceber que a menor quantidade de organismos
sobreviventes em todos os ensaios foi na concentracdo de 6 g.L™* de KCI, que obteve 5%, 7%
e 5% de sobrevivéncia para os estagios I, 111 e IV, respectivamente.

Ainda sobre a curva concentragdo/resposta, com relacdo ao controle dos estagios Il e
I11, a taxa de mortalidade registrada ficou em torno de 14 % e 13 %, respectivamente e para o
estagio 1V, 21%. Ambos os resultados estdo fora no padrdo estabelecido pela USEPA (2000)
para C. tentans, onde os testes s6 devem ser aceitos se 90 % ou mais organismos do controle
sobreviver e, portanto, deveriam ser descartados. Mas visto que se trata de uma espécie
isolada dos trdpicos e que no Brasil os testes de sensibilidade com Chironomus ainda estdo
em fase de estudo, e que o numero de individuos utilizados foi maior (n=15), os ensaios foram
considerados validos. Também foi observado que as curvas dos estagios Il e 111 ndo seguiram
uma curva linear continua, ou seja, a mortalidade registrada na concentracéo de 3 g.L™ foi
maior que na concentragéo 4g.L'1.

O resultado do teste One Way ANOVA com Pos Teste de Tukey (F= 9,20 e p =
0,0021), indicou as diferencas comparativas entre as méedias dos estagios larvais (Tabela 9 e
Figura 33) e mostrou similaridade entre os estagios Il e 111 que podem ser usados nos testes
ecotoxicologicos, ja o estagio 1V, mesmo tento apresentado uma sensibilidade menor, de 2,90
g.L-1, se mostrou inapropriado e, portanto, foi descartado. Uma vez que as larvas neste
estagio empulpam durante o ensaio, o que dificulta a leitura e pode gerar um resultado falso-
positivo.

Tabela 9 - Diferenca comparativa entre as medias de CL50 para os estagios larvais, 11, 111 e IV obtidas nos
ensaios de sensibilidade com KCI pelo teste de Tukey (ANOVA) p< 0,01.

Diferenca entre as Médias  p-Valor

elll 0, 094 0,963
e lv 1,29 0,006
lelVv 1,38 0,003

<0.01

ANOVA - Diferenga entre as Médias
Suem Bllelv Bielv

Figura 33 - Valores do teste de Tukey (ANOVA) p<0,01.
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Analisando os resultados dos testes de sensibilidade com KCI dos estagios 1l e IlI,
observamos que ambos sdo sensiveis a esta substancia, sendo o estagio Il (CL50 médio = 4,19
g.L™) similar ao estagio 111 (CL50 médio = 4,29 g.L™). Os resultados obtidos no presente
trabalho ndo mostram uma variagé@o expressiva quando comparados aos valores de C. xanthus
encontrados por Fonseca (1997) onde a CL50 média obtida foi de 4,5 g.L™ e faixa e
sensibilidade de 2,6 e 6,4 g.L™, para o estagio I11. Mas diferem quando comparado aos valores
obtidos por Dornfeld (2006) onde & CL50 foi de 5,15 g.L™* (3,39 a 6,38 g.L™%) para o estagio
I1l. O mesmo acontece quando estes valores sdo comparados aos valores de C. tentans
(BURTON et al., 1996) onde a CL50 foi de 5,4 g.L™ e o intervalo de sensibilidade de 3,6 a
6,6 g.L!, para o mesmo estagio I1l.

Almeida (2002) em seu estudo com o mesmo C. xanthus estimou a faixa de
sensibilidade ao KCI entre 2,83 e 4,1 g.L™ e Viveiros (2012) com C. sancticaroli obteve a

concentracao letal média de 4,48 g.L™* (3,14 — 5,82).

5.2- VARIAVEIS FISICAS E QUIMICAS MONITORADAS NOS
ENSAIOS

Os valores médios das variaveis fisicas e quimicas monitoradas durante estes ensaios

para os estagios Il, 1l e IV estdo descritos na tabela 10 a sequir.

Tabela 10 - Leitura e estatisticas descritivas das variaveis pH, temperatura (°C), condutividade (mS.cm™),
oxigénio dissolvido (mg.L™) e Dureza (mg CaCOj.L) obtidas nos ensaios de toxicidade aguda com KCI.

ESTAGIO 11

H oD Temp. Condutividade Dureza
P (mg.L™?) (°C) (mS.cm?)  (mgCaCOs.L)
Inicial Final ImIC'a Final Inicial Final Inicial Final In|IC|a Final
Controle 7,43 775 7,79 7,73 22,83 2353 0,08 0,11 50,00 4542
(DP) 0,14 0,10 0,36 0,71 0,33 0,80 0,00 0,01 9,43 2,95
1g Ll 7,31 775 8,25 8,35 2240 22,60 2,30 228 4250 43,33
(DP) 0,09 0,11 0,44 0,80 0,42 1,25 0,53 0,69 4,12 4,71
3g L 7,37 764 8,28 8,38 2297 2257 3,38 485 40,00 46,67
(DP) 0,01 0,08 0,48 1,08 0,33 1,41 0,18 0,47 4,71 1,18
69 Ll 7,17 7,60 8,18 8,32 2390 22,67 6,07 7,68 4250 36,67
(DP) 0,14 0,41 0,53 0,83 0,16 1,34 0,18 0,37 354 8,25

Continua pg. 94
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Contunuacao Tabela 10.

ESTAGIO 111
Controle 7,70 7,74 7,34 7,71 2417 2472 009 011 3833 50,83
(DP) 025 0113 1,49 0,17 028 040 001 000 236 1,18
1gL* 769 756 635 7,69 23,77 2500 1,82 195 41,67 51,67
(DP) 001 021 1,56 0,07 1,01 075 006 0,08 1,18 1,18
3gL* 748 785 637 7,75 2380 2500 3,88 332 4500 43,33
(DP) 011 0,07 1,58 0,06 064 082 034 067 707 1,18
6g.Lt 749 767 641 7,41 2380 2500 6,32 694 36,67 50,00
(DP) 0,01 005 1,58 0,24 047 071 017 006 766 1,18

ESTAGIO IV
Controle 752 7,65 6,28 7,59 2397 2500 009 011 36,67 50,00
(DP) 040 003 0,23 0,68 042 191 000 000 414 471
1gL* 769 756 6,35 7,69 23,77 2500 1,82 195 41,67 51,67
(DP) 040 0,09 0,30 0,35 038 233 014 013 10,61 12,96
3gL* 736 7,75 760 6,84 23,43 2457 3,12 419 46,67 48,33
(DP) 034 0116 0,46 0,46 075 259 006 101 943 7,07
6g.L* 749 767 641 7,41 2380 2500 6,32 694 36,67 50,00
(DP) 0,32 0,02 0,46 0,28 094 224 052 014 825 7,07

Podemos observar que ndo houve grandes variacdes nos parametros analisados entre
as etapas inicial e final dos ensaios. As maiores variagdes estdo registradas para oxigénio
dissolvido e temperatura nos ensaios com os estagios Il e 1V. A avalicdo destes parametros
ajuda a entender como o contaminante pode interferir no metabolismo ou na fisiologia do
organismo-teste causando algum dano ou até mesmo a morte.

Segundo Stockmann (2010) variacdes no pH é um dos motivos das mortalidade dos
organismos no meio aquatico, uma vez que essas variagbes podem inibir o transporte do
oxigénio. De acordo com Peres (2008) citado pelo mesmo autor, quanto mais alto o pH, maior
a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio.

Arana (2004) diz que o pH € um dos parametros mais importantes no meio aquético
podendo ser a causa de muitos fendmenos quimicos e bioldgicos, ja que o metabolismo de
qualquer sistema biologico é dependente do pH.

Ja o oxigénio dissolvido (OD) é de grande importancia para 0s organismos aerobios
aquaticos, sendo considerado como a principal varidvel para a caracterizagdo dos efeitos da
poluicédo das aguas por elementos organicos. Alem de afetar a vida aquatica, este parametro
afeta também os processos biogeoquimicos dos organismos (GUIMARAES et al., 2004).

Ja a temperatura, de acordo com Tavares e Rocha (2001), é um fator de grande

relevancia nos sistemas aquaticos, pois exerce grande influéncia sobre as propriedades fisicas
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e quimicas da agua, interferindo em fatores como a tenséo superficial, viscosidade, densidade,
solubilidade e as trocas gasosas. Além de interferir nos processos fisiol6gicos do organismo,
afetando sua taxa de sobrevivéncia.

Arana (2004) comenta que 0 aumento da temperatura da agua provoca um aumento da
atividade metabdlica e fisiol6gica dos organismos consumindo mais oxigénio, o que pode ser
evidenciado no presente trabalho. A variacdo encontrada esta relacionada com as oscilaces
da temperatura da sala de cultivo onde o teste foi mantido.

Ja a variacdo encontrada na condutividade, se deve ao KCI, ja que esta substancia é
um sal que quando adicionado em agua aumenta a condutividade elétrica. A variacdo nos
valores de condutividade pode afetar o processo de osmorregulagdo dos organismo
(ESTEVES, 2011).

Ja a dureza esté relacionada com a concentracdo de ions, principalmente pela presenca
de sais de célcio e magnésio (bicarbonatos, sulfatos, cloretos e nitratos), embora possa haver
zinco, estroncio, ferro ou aluminio como contribuintes (ADAD, 1982).

A 4gua ¢ classificada como “mole” (poucos minerais dissolvidos) ou "dura" (muitos
minerais dissolvidos), No presente trabalho o valor de dureza dos ensaios pode ser considera
como muito mole ja que os valores estdo compreendidos dentro do valor de 0 a 70
mgCaCOs.L. Variagcbes na dureza podem afetar na manutencdo dos exoesqueleto do
organismo teste (STOCKMANN, 2010).

Nos anexos 1V, V, VI, VII, VIII e X estdo as tabelas e graficos dos valores destas

variaveis fisicas e quimicas obtidas nos diferentes lotes de agua de cultivo coletados.
5.3 - EFEITOS AGUDOS AO CLORETO DE CADMIO (CDCL,).

Com base nos valores do teste Tukey, tanto o estagio Il quanto o Il poderiam ser
utilizados nos ensaios de toxicidade aguda. Contudo, o estagio Il ainda apresentou um menor
coeficiente de variagcdo (11,76%), quando comparado ao estagio Il (16,95%), nos ensaios
com KCl e, portanto, foi escolhido para os ensaios com CdCl,

Os valores médios de CL50 obtidos neste ensaio, bem como a curva
concentracdo/resposta estdo demostrados na tabela 11 e Figura 34. J& os valores das variaveis
fisicas e quimicas obtidas estdo descritas na tabela 12 a seguir.
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Tabela 11 - Valores de CL50 — 96 h mg.L 1 CdCl, e analise estatistica das variaveis descritivas obtidas nos
testes de sensibilidade, para os estagio Il de Chironomus affinis xanthus (PINHO,2014).

Numero do Teste Estéagio Il
1 0,90 (0,71 - 1,16)
2 0,62 (0,42 -0,92)
3 0,71 (0,56 - 0,92)
4 0,78 (0,68 - 0,89)
5 0,28 (0,16 - 0,50)
6 0,35 (0,27 - 0,46)
Média 0,61
Desvio Padrao 0,24
CV (%) 40,34
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Figura 34 — Curva da concentragdo/resposta obtida para os organismos do estagio Il de Chironomus affinis
xanthus (PINHO,2014), submetidos ao CdCl,.

Tabela 12 - Leitura e estatisticas descritivas das variaveis pH , temperatura (°C), condutividade (mS.cm™),
oxigénio dissolvido (mg.L™) e Dureza (mg CaCO;,L) obtidas no ensaio de toxicidade aguda com CdCl,.

oD Temp. Cond. Dureza

pH
(mg.LY) (°C) (mS.cm-1) (mgCaCOs.l

Inicial Final Inicial Final |Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle 729 807 720 7,70 2510 23,53 0,07 012 45,00 58,33
(DP) 0,11 0,15 0,05 0,09 0,20 0,23 0,00 0,00 5,00 12,58
025mg.L* 773 832 708 7,75 2480 23,57 0,08 013 4333 48,33
(DP) 0,10 0,04 0,10 0,07 0,00 0,06 0,00 0,00 5,77 2,89
050mg.L* 7,79 832 69 781 2485 23,73 0,08 012 42550 46,67
(DP) 0,04 004 001 004 0,21 0,06 0,00 0,01 10,61 2,89

Continua pg. 97.
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0,75mg.L" 785 820 7,01 7,63 2457 24,17 0,08 013 45,00 61,67
(DP) 0,04 0,01 0,02 0,33 0,21 0,06 0,00 0,01 0,00 12,58
1,00mg.L* 785 831 698 8,03 2487 2437 0,08 012 41,67 65,00
(DP) 005 001 005 0,01 0,06 0,12 0,01 0,01 2,89 10,00

Observando a curva da concentracdo/resposta obtida através do total dos organismos
usados em todo o teste, observa-se que a menor sobrevivéncia (15%) foi na concentragédo de
1mg.L™" de CdCl,. J4 com relagdo ao tratamento controle, a taxa de mortalidade registrada
ficou em torno de 3%, indicando um bom estado de saude dos organismos.

Com relacdo ao cloreto de cadmio podemos observar que a CL50 média obtida (0,61
mg.L™) foi similar ao encontrado por Dornfeld (2006) para o C. xanthus (0,70 mg.L™).
Valores estes bem abaixo dos obtidos por Suedel e outros (1997) para C. tentans (CL50 = 8,0
mg.L™) e por Fargasova (2001) para C. plumosus (CL50 =10,0 mg.L™) e acima dos resultados
apresentados por Postma e outros (1994) para C. riparius, (CL50 = 0,0162 mg.L™) e por
Oliver e outros (2003) para C. calligraphus Goeldi (CL50 = 0,132 mg.L™). Portanto
Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) mostrou-se relativamente sensivel ao cloreto de
cadmio.

De acordo Pascoe e outros. (1989) os Chironomidae séo relativamente tolerantes aos
metais pesados, como o cadmio.

Postma (1995) diz que essa tolerancia adquirida por metais possui base genética e tem
sido utilizada por muitas espécies animais, incluindo alguns dipteras, mais 0s mecanismos
fisiol6gicos responsaveis por este processo ainda sdo pouco conhecidos e estdo relacionados
com a inducdo de proteinas que se ligam aos metais e a formacéao de granulos que contém esse
metal.

Mesmo com esta tolerancia, a presenca destes metais pesados, podem ainda causar
mudancas morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas e comportamentais nestes organismos.
Segundo Janssens de Bisthoven (1998) citado por Dornfeld (2006) existe uma reducdo e
atraso na emergéncia de adultos de Chironomus quando as larvas sdo expostas a sedimentos
contendo altas concentragdes de Cd, Zn e Cr. Além disso, outros efeitos podem ser
observados tais como: atraso no desenvolvimento, baixa capacidade reprodutiva e
deformidades. A diminuicdo no crescimento e reproducdo sdo consequéncias de uma ruptura
bioquimica devido a exposi¢ao ao contaminante (DORNFELD, 2006).

Sildanchandra e Crane (2000) confirmaram em seu estudo com C. riparius que o

sedimento contaminado com altas concentracfes de Cd pode reduzir a sobrevivéncia,
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crescimento, desenvolvimento e emergéncia do organismo.

Com relagdo as variaveis fisicas e quimicas (temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
condutividade e dureza) monitoradas durante os ensaios, podemos perceber um aumento
significativo nas variaveis: temperatura, pH e dureza. Segundo Benaduce (2005) a qualidade
dos parametros fisicos e quimicos da agua pode interferir na toxicidade do metal testado. O
aumento do ph, por exemplo, pode reduzir a toxidade de alguns metais como o Cromo
(MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO 2006). J& quanto maior a temperatura maior € a toxicidade do
cadmio e quanto maior a dureza da dgua menor a toxicidade (BENADUCE, 2005). A tabela e
os graficos dos valores das varidveis fisicas e quimicas do lote 7 da &gua de cultivo utilizada

neste ensaio encontram-se anexo 1X.
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6 - CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos no presente estudo podemos indicar o uso potencial de
Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014) como organismo-teste em ensaios
ecotoxicoldgicos com amostras de sedimentos contaminados, apds a devida confirmacao

taxondmica, bem como o uso de outras substancias de referéncia.
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ANEXO | - Requisitos e Condi¢bes necessarias para Realizacdo de Ensaio de Toxicidade

Aguda ao Cloreto de Potéassio (KCI) e Cloreto de Cadmio (CdCly) com Chironomus affinis

xanthus (PINHO, 2014).

REQUISITOS

CONDICOES

Tipo de Teste

Espécie

Tipo de Ensaio Estatico
Substancias

Idade de Organismo - teste

Agua de Diluigio

Volume da Solugéo — Teste por organismo

Numero minimo de concentracdes
Numero minimo de réplicas por dilui¢do
Numero minimo de organismos por
diluicéo

Cémara de Teste

Alimentacao

Aeracao

Temperatura do Ambiente

Fotoperiodo

Parametros Mensurados no Inicio e Fim
do Teste

Limpeza da camara de ensaio

Troca da Agua

Efeito observado

Nivel de aceitacdo do Teste

Agua

Chironomus affinis xanthus (PINHO, 2014)
96h.

KCl e CdCl,

Il e 11l Estagio

Agua de Cultivo

20 mL

6 além do controle e/ou 4 além do controle
10

1

Copos de polipropileno de 30 mL
200 pL da solucdo de racdo de peixes
TetraMin® Tropical Flakes (0,002 mg.mL de
solidos totais (ST) e 0,002 mg.mL de sélidos
volateis (SV)).

Nunca

23°C a 26°C

Escuro

pH, Oxigénio Dissolvido, Temperatura,
Condutividade e Dureza

Nunca

Nunca

Imobilidade ou mortalidade

85 % de sobrevivéncia do controle

(Organismo em fase de teste)




ANEXO 11 - Ensaios realizados com KCI.
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N° do Data da coleta Data Montagem do _ Ensaio C/
Ensaio do Lote Lote /N? Ensaio Leitura Estagio
1 10/11/2013 2 15/11/2013 19/11/2013 1
2 10/11/2013 2 16/11/2013 20/11/2013 "
3 16/11/2013 3 20/11/2013 24/11/2013 1
4 16/11/2013 3 21/11/2013 25/11/2013 1
5 01/12/2013 4 06/12/2013 10/12/2013 1
6 01/12/2013 4 07/12/2013 11/12/2013 "
7 01/12/2013 4 10/12/2013 14/12/2013 v
8 16/12/2013 5 23/12/2013 27/12/2013 "
9 16/12/2013 5 23/12/2013 27/12/2013 1l
10 06/01/2014 6 11/01/2014 15/01/2014 I
11 06/01/2014 6 11/01/2014 15/01/2014 I
12 06/01/2014 6 11/01/2014 15/01/2014 I
13 06/01/2014 6 13/01/2014 17/01/2014 "
14 06/01/2014 6 13/01/2014 17/01/2014 "
15 06/01/2014 6 13/01/2014 17/01/2014 "
16 06/01/2014 6 15/01/2014 19/01/2014 v
17 06/01/2014 6 15/01/2014 19/01/2014 v
18 06/01/2014 6 15/01/2014 19/01/2014 v
19 12/02/2014 8 21/02/2014 25/02/2014 v
20 12/02/2014 8 21/02/2014 25/02/2014 v
21 12/02/2014 8 21/02/2014 25/02/2014 v




Ensaios realizados com CdCl,.
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N° do Data Montagem _ Ensaio C/
_ Datadacoletado Lote/ ] Leitura )
Ensaio do Ensaio Estagio
Lote N°
1 23/01/2014 7 28/01/2014 01/02/2014 I
2 23/01/2014 7 28/01/2014 01/02/2014 1
3 23/01/2014 7 28/01/2014 01/02/2014 1
4 23/01/2014 7 28/01/2014 01/02/2014 1
5 12/02/2014 8 16/02/2014 20/02/2014 I
6 12/02/2014 8 16/02/2014 20/02/2014 I




ANEXO Il - Gréficos: Concentragdo/resposta.
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ANEXO IV - Analises fisicas — quimicas do lote 2.
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1 o Cond. Dureza
pH OD[mgL7] — Temp['Cl  rgem?]  [mg CaCOsL]
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle (1) 741 782 6,16 7,40 24,00 2500 0,09 0,11 3500 50,00
Controle (2) 757 742 6,30 7,65 24,00 2500 0,09 0,11 3500 50,00
Controle (3) 759 7,70 6,38 7,73 2390 2500 0,09 0,10 40,00 50,00
Min 741 742 6,16 7,40 2390 2500 0,09 0,10 3500 50,00
Max 759 782 6,38 7,73 24,00 2500 0,09 0,11 40,00 50,00
Média 752 765 6,28 759 2397 2500 0,09 0,11 36,67 50,00
Desvio padrao 0,0 021 011 017 o006 000 000 001 289 0,00
CV (%) 1,31 268 1,77 227 024 000 000 541 787 0,00
1g.L" (1) 763 751 635 751 2380 2500 167 191 40,00 50,00
1g.L* (2) 7,72 751 639 786 2370 2500 195 198 4500 55,00
1g.L* (3) 7,73 767 632 7,70 23,80 2500 185 196 40,00 50,00
Min 763 751 632 751 2370 2500 167 191 40,00 50,00
Max 7,73 767 6,39 7,86 2380 2500 195 198 4500 55,00
Média 769 756 635 7,69 2377 2500 182 195 4167 51,67
Desvio padréo 0,06 009 004 018 006 000 014 004 289 289
CV (%) 0,72 122 055 228 024 000 7,78 18 6,93 559
3g.L" (1) 742 7,79 6,45 7,61 2380 2500 3,70 324 4500 45,00
3g.L" (2) 755 787 6,38 7,78 23,80 2500 399 367 4500 40,00
3g.L" (3) 748 790 6,29 7,85 2380 2500 394 305 4500 45,00
Min 742 7,79 6,29 761 2380 2500 370 305 4500 40,00
Max 755 790 6,45 7,85 2380 2500 399 367 4500 45,00
Média 748 785 6,37 7,75 23,80 2500 388 332 4500 43,33
Desvio padréo 0,07 006 008 012 000 000 0,16 0,32 000 2,89
CV (%) 087 072 126 159 000 000 400 957 0,00 6,66
6g.L" (1) 749 766 645 761 2380 2500 6,27 6,77 3500 50,00
6g.L" (2) 751 768 6,42 729 2380 2500 633 7,09 3500 50,00
6g.L" (3) 748 767 6,37 7,34 2380 2500 6,36 6,97 4000 50,00
Min 748 766 637 7,29 2380 2500 6,27 6,77 3500 50,00
Max 751 768 645 761 2380 2500 6,36 7,09 4000 50,00
Média 749 767 641 741 2380 2500 6,32 694 36,67 50,00
Desvio padrao 0,02 001 004 017 o000 000 005 0,16 289 0,00
CV (%) 020 013 063 232 000 000 073 233 787 0,00




Graficos: Analises fisico — quimicas do lote 2.
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ANEXO V - Analises fisico — quimicas do lote 3.

] . Cond. Dureza
pH OD [mg.L"]  Temp.[°C] [mS.cm™] [mg CaCO3.L]

Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final |Inicial Final

Controle (1) 7,21 7,73 806 822 2260 2310 0,08 0,12 5500 40,00
Controle (2) 733 7,82 803 823 2270 2290 0,09 012 60,00 45,00
Controle (3) 739 790 804 824 2250 2290 0,09 0,13 5500 45,00

Min 727 7,73 803 822 2250 2290 0,08 012 5500 40,00
Max 739 790 806 824 22,/0 2310 0,09 013 60,00 45,00
Média 733 7,82 804 823 2260 2297 0,09 012 56,67 43,33
Desviopadrégo 0,06 0,09 002 001 010 0,12 001 0,01 2,89 2,89
CV (%) 082 109 019 012 044 050 6,66 4,68 5,09 6,66

gLt (D) 721 7,65 817 833 2240 22,70 190 226 4500 4500
1g.L?t (2) 737 7,76 822 835 2230 2260 197 246 40,00 40,00
1g.L? (3) 735 7,85 835 837 2250 2250 302 212 000 4500

Min 721 765 817 833 2230 2250 190 2,12 40,00 40,00
Max 737 785 835 837 2250 22,70 3,02 246 4500 45,00
Média 731 7,75 825 835 2240 2260 230 2,28 4250 43,33
Desvio padrégo 0,09 0,10 009 002 010 0,10 063 0,17 3,54 2,89
CV (%) 119 129 113 024 045 044 2732 749 8,32 6,66

3gLt (1) 737 743 834 842 2270 2260 3,80 484 40,00 45,00
3gL' (2 736 7,71 831 837 2290 2260 3,83 4,83 4000 4500
3gL*(3) 000 778 818 834 2330 2250 250 4589 000 50,00

Min 736 7,43 8,18 834 22,70 2250 250 483 40,00 45,00
Max 737 7,78 834 842 2330 2260 3,83 489 40,00 50,00
Média 737 764 828 838 2297 2257 338 485 40,00 46,67
Desviopadrégo 0,01 0,19 009 004 031 006 0,76 0,03 0,00 2,89
CV (%) 0,10 242 103 048 133 026 2249 0,66 0,00 6,19

6gLT (1) 709 746 826 824 2350 22,90 596 7,48 4500 30,00
6gL* (2) 718 763 818 835 2360 2260 619 7,84 40,00 35,00
6gL (3 725 771 811 837 2460 2250 607 7,73 000 45,00

Min 709 746 811 824 2350 2250 596 7,48 40,00 30,00
Max 725 7,71 826 837 2460 2290 6,19 7,84 4500 45,00
Média 717 760 818 832 2390 2267 607 768 4250 36,67

Desvio padréao 0,08 0,13 008 007 061 021 0,12 0,18 3,54 7,64
CV (%) 1,12 168 092 084 255 092 189 240 8,32 20,83
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; o Cond. Dureza
OD[mg.L™] ~ Temp.'Cl 1o [mgCaCOsL]
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle (1) 748 7,76 825 824 2430 2380 0,09 0,11 4500 40,00
Controle (2) 753 803 821 824 2410 2270 009 011 40,00 45,00
Controle (3) 754 807 830 820 2310 2260 0,09 009 5000 50,00
Min 748 7,76 821 820 2310 22,60 009 009 40,00 40,00
Méax 754 807 830 824 2430 2380 009 011 50,00 50,00
Média 752 795 825 823 2383 2303 009 010 4500 45,00
Desvio padrdo 0,03 0,17 0,05 002 064 067 000 0,01 500 5,00
CV (%) 043 212 055 028 270 289 000 11,17 11,11 11,11
1g.L? (1) 732 785 833 7,69 2390 2300 209 188 70,00 40,00
1g.L* (2) 733 792 835 7,68 2370 2260 188 2,03 3500 40,00
1g.L? (3) 736 807 834 7,74 2370 2240 196 190 4500 4500
Min 732 785 833 768 2370 2240 188 188 3500 40,00
Max 736 807 835 7,74 2390 2300 209 203 70,00 45,00
Média 734 795 834 7,70 23,77 2267 198 1,94 50,00 41,67
Desvio padrdo 0,02 0,11 0,01 003 0112 031 011 0,08 1803 2,89
CV (%) 028 141 012 042 049 135 536 421 36,06 6,93
3g.L" (1) 718 772 840 7,72 2390 2240 320 408 7000 35,00
3g.L7 (2) 723 786 844 7,73 2370 2230 339 441 4500 40,00
3g.L* (3) 734 793 840 7,77 2360 2220 336 435 4000 50,00
Min 718 7,72 840 7,72 2360 2220 320 4,08 40,00 35,00
Méax 734 793 844 7,77 2390 2240 339 441 70,00 50,00
Média 725 784 841 7,74 2373 22,30 332 428 51,67 41,67
Desvio padréo 0,08 0,11 0,02 0,03 015 0,10 0,10 0,18 16,07 7,64
CV (%) 1,13 1,36 027 0,34 064 045 3,08 411 31,11 1833
6g.L" (1) 705 762 846 7,75 2350 2260 624 669 4500 35,00
6g.L" (2) 716 779 846 7,82 2340 2240 661 7,18 6500 45,00
6g.L" (3) 725 791 844 781 2350 2290 650 7,42 5000 35,00
Min 705 762 844 7,75 2340 2240 624 669 4500 35,00
Max 725 791 846 7,82 2350 2290 661 7,42 6500 45,00
Média 715 7,77 845 7,79 2347 2263 645 7,10 53,33 3833
Desviopadrdo 0,10 0,15 0,01 004 006 025 0,19 0,37 1041 5,77
CV (%) 1,40 1,87 014 049 025 1,11 295 524 1952 1506
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ANEXO VII - Analises fisico — quimicas do lote 5.

Dureza

oH OD [mg.LY] Temp.[°C]  Cond. [mS.cm™”] [MmgCaCOs.L]

Inicial Final Inicial Final |Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle (1) 7,75 7,70 834 7,86 24,10 24,30 0,08 0,10 40,00 55,00
Controle (2) 792 786 842 1,77 24,40 2450 0,08 0,11 40,00 50,00
Controle (3) 794 795 842 1,87 24,60 2450 0,08 0,11 40,00 50,00

Min 7,75 7,70 834 1,77 2410 2430 0,08 0,10 40,00 50,00
Max 794 795 842 7,87 24,60 2450 0,08 0,11 40,00 55,00
Média 787 784 839 7,83 2437 2443 0,08 0,11 40,00 51,67
Desvio padrdo 0,10 0,13 0,05 0,06 0,25 0,12 0,00 0,01 0,00 2,89
CV (%) 133 162 05 0,70 1,03 0,47 0,00 5,41 0,00 559

1g.L7h (1) 757 7,76 850 7,65 2480 2450 184 1,83 40,00 4500
1g.L* (2) 771 788 855 7,80 2500 2350 1,70 1,87 4500 60,00
1gL? (3) 776 795 861 791 2580 2380 168 1,81 4500 45,00

Min 757 7,76 850 7,65 24,80 23550 1,68 1,81 40,00 45,00
Max 7,76 795 861 7,91 2580 2450 184 1,87 45,00 60,00
Média 768 7,86 855 7,79 2520 2393 174 1,84 43,33 50,00

Desvio padréo 0,10 0,10 0,06 0,13 0,53 0,51 0,09 0,03 2,89 8,66
CV (%) 128 122 064 168 2,10 2,14 501 1,66 6,66 17,32

3g.L" (1) 749 761 857 7,82 2470 2400 290 431 2500 4500
3g.L" (2) 769 780 863 785 2470 23,80 357 424 4500 45,00
3g.L" (3) 774 787 861 784 2470 2370 373 426 3500

Min 749 761 857 7,82 24,70 23,70 2,90 4,24 25,00 45,00
Max 7,74 787 863 7,85 24,70 24,00 3,73 4,31 45,00 45,00
Média 764 7,76 860 7,84 24,70 23,83 3,40 4,27 35,00 45,00
Desvio padréo 0,13 0,13 0,03 0,02 0,00 0,15 0,44 0,04 10,00 0,00
CV (%) 1,73 173 036 0,19 0,00 0,64 12,95 0,84 28,57 0,00

69.L7 (1) 730 764 866 7,84 2450 2410 6,00 694 50,00 4500
6g.L" (2) 753 7.80 867 7,72 2450 2400 619 7,12 000 60,00
6g.L" (3) 760 780 863 7,70 2440 2390 6,05 7,04 4500 40,00

Min 7,30 7,64 863 7,70 24,40 23,90 6,00 6,94 45,00 40,00
Max 760 780 867 7,84 2450 2410 6,19 7,12 50,00 60,00
Média 748 7,75 865 7,75 24,47 24,00 6,08 7,03 4750 48,33

Desvio padrdo 0,16 0,09 0,02 0,08 0,06 0,10 0,10 0,09 3,54 1041
CV (%) 210 119 0,24 098 0,24 0,42 1,62 1,28 7,44 21,53
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OD[mg.L?]  Temp.[°C] Cond.[mS.cm?] [mg[g:l;rc‘igg.L]

Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle (1) 748 745 755 7,13 23,10 23,90 0,08 0,10 45,00 45,00
Controle (2) 7,46 790 751 7,31 2320 2430 008 011 4500 50,00
Controle (3) 766 000 756 000 2290 0,00 0,08 0,00 40,00 0,00
Min 746 745 751 7,13 2290 23,90 0,08 0,10 40,00 45,00
Max 766 790 756 7,31 2320 24,30 0,08 0,11 45,00 50,00
Média 753 768 754 722 23,07 24,10 0,08 0,11 43,33 47,50
Desvio padrdo 0,11 032 0,03 013 0,15 0,28 0,00 0,01 2,89 3,54
CV (%) 1,46 415 035 1,76 066 1,17 0,00 6,73 6,66 7,44
1g.L'1 1) 729 786 755 7,34 2300 2440 156 1,89 50,00 45,00
1g.L* (2) 745 799 762 7,16 2300 2430 153 1,01 4500 55,00
1g.L'1 (3) 756 789 7,70 7,15 2300 2440 157 1,01 50,00 50,00
Min 729 786 755 7,15 23,00 24,30 1,53 1,01 45,00 45,00
Max 75 799 7,70 7,34 23,00 24,40 1,57 1,89 50,00 55,00
Média 743 791 7,62 7,22 23,00 24,37 155 1,30 48,33 50,00
Desvio padrédo 0,14 0,07 0,08 011 0,00 0,06 0,02 0,51 2,89 5,00
CV (%) 183 08 098 148 0,00 024 1,34 38,98 5,97 10,00
3g.L" (1) 727 749 758 646 2380 2480 223 426 5500 60,00
39.L'1 (2) 733 78 761 7,10 2330 2450 351 4,28 40,00 40,00
3g.L (3) 747 791 762 697 2320 2440 361 403 4500 4500
Min 727 749 758 6,46 23,20 24,40 2,23 4,03 40,00 40,00
Max 747 791 762 7,10 2380 24,80 3,61 4,28 55,00 60,00
Média 736 7,75 7,60 6,84 2343 2457 3,12 4,19 46,67 48,33
Desvio padrdo 0,10 0,23 0,02 034 032 021 0,77 0,14 7,64 10,41
CV (%) 1,40 293 027 494 137 0,85 24,69 3,32 16,37 21,53
6g.L'1 (1) 725 805 723 7,68 2360 24,70 5,80 6,81 30,00 50,00
6g.L" (2) 738 819 746 7,11 2360 2450 598 7,38 4500 50,00
6g.L" (3) 747 830 760 666 2380 2450 569 7,31 0,00 45,00
Min 725 805 723 6,66 2360 2450 5,69 6,81 30,00 45,00
Max 747 830 7,60 7,68 2380 24,70 5,98 7,38 45,00 50,00
Média 737 8,18 7,43 7,15 23,67 2457 5,82 7,17 37,50 48,33
Desvio padrédo 0,11 0,13 0,19 051 0,12 0,12 0,15 0,31 10,61 2,89
CV (%) 150 153 251 715 049 047 251 4,34 28,28 5,97
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ANEXO IX - Analises fisico — quimicas do lote 7.

-1 o -1 Dureza
pH OD [mg.L™] Temp.[°C] Cond. [mS.cm™] [MgCaCOs L]
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle (1) 718 790 722 7,60 2530 23,80 0,07 0,12 45,00 45,00
Controle (2) 730 8,14 723 7,73 2510 23,40 0,07 0,12 50,00 60,00
Controle (3) 739 818 7,14 7,77 2490 23,40 0,07 0,12 40,00 70,00

Min 718 790 7,14 7,60 2490 23,40 0,07 0,12 40,00 45,00
Max 739 818 7,23 7,77 2530 23,80 0,07 0,12 50,00 70,00
Média 7,29 807 720 7,70 2510 23,53 0,07 0,12 45,00 58,33

Desvio padrédo 0,11 0,15 005 0,09 020 0,23 0,00 0,00 500 12,58
CV (%) 145 188 069 115 0,80 0,98 0,00 0,00 11,11 21,57

025mg.LT(1) 762 834 706 7,67 248 2360 008 013 40,00 50,00
025mg.L*(2) 774 835 718 7,77 2480 2360 008 013 40,00 50,00
025mg.L*(3) 782 827 699 781 248 2350 008 013 5000 4500

Min 762 827 699 7,67 2480 23,50 0,08 0,13 40,00 45,00
Max 782 835 7,18 781 2480 23,60 0,08 0,13 50,00 50,00
Média 7,73 832 7,08 7,75 2480 23,57 0,08 0,13 43,33 48,33

Desvio padrdo 0,10 0,04 0,10 0,07 0,00 0,06 0,00 0,00 5,77 2,89
CV (%) 130 052 136 093 000 0,24 0,00 0,00 13,32 5,97

050mg.Lt(1) 776 835 697 7,77 2500 2370 008 011 5000 5000
050mgLt(2) 7.82 828 695 7,82 2470 2370 008 013 3500 4500
050mg.L*(3) 000 833 000 785 000 238 0,00 0,12 000 45,00

Min 7,76 828 695 7,77 24,70 23,70 0,08 0,11 35,00 45,00
Max 782 835 697 785 2500 23,80 0,08 0,13 50,00 50,00
Média 7,79 832 696 781 2485 23,73 0,08 0,12 42,50 46,67

Desvio padrdo 0,04 0,04 001 0,04 021 0,06 0,00 0,01 10,61 2,89
CV (%) 054 043 020 052 085 0,24 0,00 8,33 2496 6,19

075mg.LT(1) 780 821 701 744 2480 2420 008 012 4500 75,00
075mg.Lt(2) 7.8 820 700 802 2450 2420 008 013 4500 60,00
075mg.Lt(3) 7.8 820 703 744 2440 2410 008 013 000 50,00

Min 780 820 7,00 744 2440 24,10 0,08 0,12 45,00 50,00
Max 788 821 7,03 8,02 2480 24,20 0,08 0,13 45,00 75,00
Média 785 820 7,01 7,63 2457 2417 0,08 0,13 45,00 61,67

Desvio padrdo 0,04 0,01 002 033 021 0,06 0,00 0,01 0,00 12,58
CV (%) 0,53 007 022 439 085 0,24 0,00 4,56 0,00 20,40

Continua pg. 120.
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1,00 mg.L'1 (1) 781 830 694 804 2490 24,50 0,07 0,12 40,00 55,00
1,00mg.L*(2) 7,85 832 6,97 803 2480 2430 0,08 0,12 40,00 75,00
1,00 mg.L'1 3 790 831 703 803 2490 24,30 0,08 0,13 45,00 65,00
Min 781 830 694 803 2480 24,30 0,07 0,12 40,00 55,00
Max 790 832 7,03 8,04 2490 24,50 0,08 0,13 45,00 75,00
Média 785 831 698 8,03 2487 24,37 0,08 0,12 41,67 65,00
Desvio padrdo 0,05 0,01 0,05 0,01 0,06 0,12 0,01 0,01 2,89 10,00
CV (%) 057 0,12 066 0,07 0,23 0,47 7,53 4,68 6,93 15,38
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pH  OD[mgL  Templc] .

Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle (1) 8,07 787 7.87 724 2460 2580 010 0,11 6500 50,00
Controle (2) 808 7,86 7,93 7,22 2440 2570 009 011 000 50,00
Controle (3) 809 799 798 7,32 2430 25,70 0,08 0,10 0,00 55,00
Min 807 786 787 722 2430 2570 0,08 010 6500 50,00
Mé&x 809 799 798 732 2460 2580 0,10 0,11 6500 55,00
Média 808 791 793 726 2443 2573 0,09 011 6500 51,67
Desvio padrdo 0,01 0,07 006 005 015 0,06 0,01 001 000 289
CV (%) 012 091 069 073 063 022 11,11 541 000 5,59
1g.L? (1) 776 7,74 797 740 2430 2600 187 1,80 6500 65,00
1g.L* (2) 794 787 785 741 2430 2590 172 1,74 000 55,00
1g.L? (3) 799 785 791 682 2430 2600 173 171 000 60,00
Min 776 774 785 682 2430 2590 172 1,71 6500 55,00
Max 799 787 797 741 2430 2600 1,87 180 6500 65,00
Média 790 782 791 721 2430 2597 1,77 175 6500 60,00
Desvio padrdo 0,12 0,07 006 034 000 006 008 005 000 5,00
CV (%) 153 090 0,76 468 000 022 473 262 000 833
3g.L" (1) 758 744 770 689 2480 2600 329 557 6500 45,00
3g.L7 (2) 769 764 779 715 2480 2590 349 576 0,00 50,00
3g.L*(3) 791 774 778 722 2480 2600 344 581 000 0,00
Min 758 744 7,70 689 2480 2590 329 557 6500 0,00
Mé&x 791 774 7,79 722 2480 2600 349 581 6500 50,00
Média 773 761 7,76 7,09 2480 2597 341 571 6500 31,67
Desvio padrédo 0,17 0,15 0,05 0,17 0,00 0,06 0,10 0,13 0,00 27,54
CV (%) 2,17 201 064 245 000 022 306 222 000 8696
69.L7" (1) 739 764 784 740 2490 2580 580 7,22 6500 45,00
6g.L" (2) 768 777 783 742 2480 2580 535 714 000 55,00
6g.L" (3) 776 784 774 137 2470 2580 602 750 000 45,00
Min 739 764 7,74 737 2470 2580 535 7,14 6500 45,00
Max 776 784 784 742 2490 2580 6,02 7,50 6500 55,00
Média 761 7,75 7,80 740 2480 2580 572 7,29 6500 48,33
Desvio padrdo 0,19 0,10 006 003 010 0,00 0,34 019 000 577
CV (%) 256 131 071 034 040 000 597 259 0,00 11,95
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