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RESUMO

A avaliacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos dos desinfetantes sdo relevantes para auxiliar no
estabelecimento de valores maximos permitidos em corpos hidricos, desse modo o &4cido
peracético (APA) e o cloro ativo do hipoclorito de cdlcio foram avaliados em relagdo aos
organismos Dugesia tigrina (plandria) e Chironomus xanthus (inseto). Os bioensaios de
toxidade referentes a plandria foram o teste agudo (CLso) e ensaios cronicos: alimentagao,
locomogdo, regeneracdo, reproducdo e fertilidade. Para o organismo Chironomus xanthus
foram realizados o teste agudo (CLsg) e os testes cronicos: comprimento do corpo, largura da
cabeca, emergéncia acumulativa. Os resultados obtidos com o organismo Dugesia
tigrina indicaram que o cloro ativo foi mais téxico com CLsy (96h) de 2,63 mg.L"' quando
comparado com APA CLsy (96h) 3,16 mg.L'l. ExposicOes sub-letais ao cloro ativo foram
mais téxicas as plandrias, uma vez que, reduziram significativamente a alimentagao,
locomocgao, ocasionando maior retardo na regeneracdo e prejuizo na reproducgao e fertilidade
quando comparado com o APA. Em relacido ao organismo Chironomus xanthus as
concentracdoes letais de exposicdo aos compostos APA e cloro ativoforam,
respectivamente, CLs, (48h) de 14,64 mg.L'l e CLso (48h) de 1,02 mg.L‘l, demonstrando que
o cloro ativo do hipoclorito de célcio apresenta toxidade quatorze vezes maior quando
comparado ao APA em relagdo a este organismo. Em relacdo aos ensaios cronicos com o
organismo Chironomus xanthus, o cloro ativo do hipoclorito de calcio apresentou maior
toxicidade em relacio ao APA quanto aos parametros, percentual de emergéncia e
desenvolvimento do corpo e da cabeca. Neste sentido, estes resultados apontam uma menor
toxicidade do APA em relacdo ao cloro ativo do hipoclorito de cdlcio para ambos os
organismos avaliandos, demonstrando que o APA € um substituinte promissor aos
desinfetantes clorados. Além disso, este estudo auxilia no estabelecimento de wvalores
maximos permitidos em corpos hidricos para o APA, o qual vem sendo estudado para
aplicacdes em processos de desinfeccdo e reducdo de odores de efluentes sanitarios.

Palavras-chave: Bioindicadores de contaminagdo, desinfetantes alternativos ao cloro,
desinfetante residual, preservacao de ecossistemas.



ABSTRACT

The evaluation of the ecotoxicological effects of disinfectants is relevant to help establish
maximum permissible values in water bodies, thus peracetic acid (APA) and active chlorine
of calcium hypochlorite have been evaluated for Dugesia tigrina (flatworm) and Chironomus
xanthus (insect). The toxicity bioassays referring to the flatworm were the acute test (LCsp)
and chronic tests: feeding, locomotion, regeneration, reproduction and fertility. For
Chironomus xanthus, the acute test (LCsp) and the chronic tests were performed: body length,
head width, cumulative emergence. The results obtained with the organism Dugesia tigrina
indicated that the active chlorine was more toxic with LCsy (96h) of 2.63 mg.L'1 when
compared to APA LCsy (96h) 3.16 mg.L". Sub-lethal exposures to active chlorine were more
toxic for flatworm, once significantly reduced feeding, locomotion, causing a greater delay in
regeneration and impairment in reproduction and fertility when compared to APA. In relation
to the organism Chironomus xanthus the lethal concentrations of exposure to the APA and
active chlorine compounds were, respectively: CLso (48h) of 14.64 mg.L™" and CLs, (48h) of
1.02 mg.L’l, demonstrating that the active chlorine of calcium hypochlorite, presents toxicity
fourteen times greater when compared to APA in relation to this organism. In relation to the
Chironomus xanthus, the active chlorine of the calcium hypochlorite presented higher toxicity
in relation to the APA parameters, percentage of emergence and development of the body and
head. In this sense, these results indicate a lower toxicity of APA in relation to the active
chlorine of calcium hypochlorite for both evaluating organisms, demonstrating that APA is a
promising substitute for chlorinated disinfectants. In addition, this study assists in the
establishment of maximum values allowed in water bodies for APA, which has been studied
for applications in processes of disinfection and reduction of odors of sanitary effluents.

Keywords: Contamination bioindicators, disinfectants alternative to chlorine, residual
disinfectant, preservation of ecosystems.
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1 INTRODUCAO

O alto indice de doencas de veiculagdo hidrica, principalmente em paises em
desenvolvimento, contribui para que o processo de desinfeccio seja uma etapa essencial para
o controle da polui¢cdo microbiolégica da dgua. O cloro exerce um papel de lideranca na
desinfeccdo de dgua potavel e de dguas residudrias devido ao seu elevado poder biocida. No
entanto, os subprodutos gerados na desinfec¢do sdo toxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(DOMINGUEZ et al., 2018).

Por este motivo, tem-se buscado desinfetantes alternativos, que além de eficazes na
inativacdo de microrganismos patogénicos, ndo gerem agentes toxicos, indesejaveis para a
saude humana e para os ecossistemas aquaticos (WU et al., 2010; DOEDERER et al., 2014;
XUE et al., 2017; JIANG et al., 2018).

Dentre os desinfetantes potencialmente indicados para substituir o cloro, tem-se o
acido peracético (APA), um oxidante forte, ja utilizado em vdarios segmentos, como: na
limpeza de equipamentos e processamento de alimentos (BANACH et al., 2015); na area de
saude, para a esterilizacdo de endoscépios (CHENJIAO et al., 2016) e desinfeccao de
superficies hospitalares (BOYCE, 2016); na producdo industrial de compostos quimicos,
como por exemplo, a conversio de cetonas em ésteres (KAUR, 2014); como agente
branqueador de alto brilho (GERMGARD, 2009), e mais recentemente na drea de saneamento
ambiental como desinfetante (KITIS, 2004).

A toxicidade dos residuos clorados nos sistemas aqudticos depende ndo apenas da
quantidade de cloro adicionada, mas também da concentracio de cloro residual remanescente
na solucio. O APA produz menos impactos ambientais do que os desinfetantes
convencionais, como NaOCl, ClO,, Ca(ClO), em termos de formacido de subprodutos de
desinfeccdo e efeitos toxicos, carcinogénicos, mutagénicos ou genotoxicos em diferentes
organismos indicadores (DOMINGUEZ et al., 2018).

Souza e Daniel (2007) apontam que em relagdo a toxicidade residual e a viabilidade de
formacdo de subprodutos gerados na desinfeccdo, o APA, é classificado como nao
carcinogénico por instituicdes internacionais, tais como, a Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC), a Agéncia de Protecio Ambiental dos EUA (USEPA) e o Programa
de Toxicologia Nacional (NTP).

Para que sua utilizagdo possa ser consolidada e segura, estudos quanto a aplicacao do

APA s@o necessdrios, avaliando ndo s6 seu potencial desinfetante com andlises
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microbioldgicas, mas também, estimando os impactos gerados pelo seu lancamento em
ambientes naturais, por meio de estudos ecotoxicoldgicos.

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo relevantes, uma vez que, sdo capazes de monitorar os
efeitos das substancias quimicas no organismo-teste, por efeitos comportamentais de pos-
exposicdo. Apesar do dcido peracético estar sendo cada vez mais empregado na desinfeccao
de aguas residudrias (KITIS, 2004), ainda hd uma escassez de informacdes sobre a
ecotoxicidade de efluentes desinfetados pelo composto (ANTONELLI, 2009; STRAUS et al.,
2012).

Neste sentido este trabalho avaliou dois bioindicadores: Dugesia tigrina (plandria) e
Chironomus xanthus para avali¢cdo da toxidade do APA. Por se tratar de um estudo inédito
quanto aos organismos avaliados, os ensaios levando em consideracdo o cloro ativo do
hipoclorito de célcio foram realizados paralelamente, possibilitando avaliar o nivel de
ecotoxicidade do APA de forma comparativa ao cloro ativo.

Quanto as caracteristicas dos organismos testes selecionados, foram consideradas a
adaptabilidade as condic¢des laboratoriais, a sensibilidade dos bioindicadores, assim como o
fato da planaria ter comportamento predatorio as larvas do Chironomus xanthus, o que
possibilita a avaliagdo dos agentes quimicos em dois niveis tréficos.

As plandrias sdo platelmintos, da classe Turbellaria segundo a classificacdo
tradicional, pertencentes a familia Dugesidae, e sdo utilizadas como indicadores da toxicidade
de agentes quimicos, pois sdo sensiveis a baixas concentracdes de toxinas ambientais
(RODRIGUES et al., 2016), apresentando ensaios menos complexos para avaliacdo do seu
comportamento locomotor (PAGAN.; COUDRON.; KANERIA, 2009; KNAKIEVICZ,
2014), habilidade de regeneracao (REDDIEN.; ALVARADO, 2004), importancia no cadeia
alimentar e capacidade de bioacumulacdo (KNAKIEVICZ, 2014).

O inseto Chironomus xanthus pertence a ordem diptera da classe Insecta. Esta espécie
¢ utilizada para o monitoramento em estudos de ecotoxicologia por ser sensivel a diferentes
concentracoes de poluentes, facil cultivo, por apresentar um papel importante na cadeia
alimentar e um ciclo de vida curto que inclui fases aquéticas (ovo, quatro estadios larvais e
fase de pupa) e uma fase alada terrestre que € o estagio adulto (RODRIGUES et al., 2015).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo dos
organismos Dugesia tigrina (planaria) e Chironomus xanthus (dipteros) ao acido peracético e
cloro ativo do hipoclorito de célcio, utilizando parametros desenvolvidos com base na

atividade dessas espécies de invertebrados de dgua doce, avaliando: concentragdo letal (CLsy),
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alimentacdo, locomogdo, regeneracdo, fertilidade e fecundidade para as plandrias; e CLso,

comprimento do corpo, largura da cabeca e emergéncia para os dipteros.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

e Realizar andlises ecotoxicoldgicas com finalidade de comparar a ecotoxicidade dos
compostos dcido peracético e cloro ativo do hipoclorito de calcio utilizando os

bioindicadores Dugesia tigrina e Chironomus xanthus.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a ecotoxicidade do 4cido peracético e cloro ativo do hipoclorito de célcio
utilizando o bioindicador Dugesia tigrina, através de ensaios avaliando efeito letal
(CLso), e cronico (alimentagdo, locomogao, regeneracao, fertilidade e fecundidade).

e Determinar a ecotoxicidade do 4cido peracético e cloro ativo do hipoclorito de célcio
utilizando o bioindicador Chironomus xanthus, através de ensaios avaliando efeito
agudo (CLsp), e cronico (comprimento do corpo, largura da cabeca, emergéncia
acumulativa).

e Comparar os dois oxidantes quanto ao potencial de ecotoxicidade, relacionando com

suas concentracoes e efeito observado apds o teste agudo e cronico.
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3 REFERENCIAL TEORICO

O Relatorio Mundial das Nacodes Unidas referente a Avaliacdo dos Recursos Hidricos
apontou que 3,6 bilhdes de pessoas, aproximadamente metade da populagdo mundial, vivem
em areas com potencial escassez de dgua durante a0 menos um més por ano. Essa estimativa
pode aumentar para mais de 5 bilhdes em 2050, e assim, a demanda mundial por 4gua,
avaliada atualmente em torno de 4,6 mil km® por ano, atingiria 5,5 mil km® ou 6 mil km® por
ano. O atual uso mundial de agua doce ja esta proximo do limite maximo de sustentabilidade,
e esse equilibrio fragil esconde grandes disparidades locais e regionais (UNESCO, 2018).

A Cidade do Cabo, Africa do Sul, se prepara para ser a primeira grande cidade do
mundo a ficar sem agua potavel. Sendo importante destacar que essa escassez mundial esta
relacionada com mudangas climaticas, aumento do crescimento populacional, que
consequentemente gera um aumento exponencial no consumo desse recurso e a falta de
conscientizacdo que promove o desperdicio. Um dado alarmante é que 80% das aguas
residudrias voltam para os ecossistemas sem serem tratadas, ocasionando a degradagdo dos
ecossistemas, o que amplia ainda mais os desequilibrios ecologicos e a escassez hidrica
(UNESCO, 2018).

Neste contexto € relevante que sejam adotados medidas para proteger o capital natural
da Terra, como a protecdo e restauracdo dos ecossistemas naturais e artificiais de forma
efetiva e sustentdvel, com intuito de melhorar o bem-estar das pessoas e preservar a
biodiversidade. Como alternativas tem-se o planejamento de novas florestas, a reconexdo de
rios a planicies de inundagdo, a restauracdo de zonas umidas, o tratamento adequado de
efluentes e a reutilizacdo das adguas residudrias, a qual permitiria ndo sé a redugdo do volume
de efluentes langados, como também a menor captacdo deste recurso dos corpos d’agua.

Para o tratamento de aguas residudrias, independente da sua origem, estdo envolvidas
diversas etapas, sendo elas: o tratamento preliminar, primario, secundario e em alguns casos o
terciario ou avancado, o qual inclui a desinfec¢do. A etapa de desinfec¢do tem a funcao de
inativar os organismos patogénicos, utilizando desinfetantes fisicos ou quimicos.

Os desinfetantes quimicos sao os mais utilizados, e atuam na oxida¢do ou rompimento
da parede celular, possibilitando o espalhamento do oxidante dentro da célula e
consequentemente interferindo nas atividades celulares dos microrganismos causando a sua
inativagdo, no caso dos virus o mecanismos ¢ diferente e o ataque ocorre diretamente nos
acidos nucléicos (BLOCK, 2001). Os sistemas de tratamento de efluentes tem um papel

importante para a protecdo dos corpos hidricos € vem sendo cada vez mais aprimorados para
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atingirem alta eficiéncia na remocdo de contaminantes quimicos e microbioldgicos. A
utilizagdo de desinfetantes no tratamento tercidrio em Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETE) demonstra este empenho, no entanto, trazem novas preocupagdes, como a concentracao

residual de oxidantes no efluente tratado.

3.1 A utilizacao de oxidantes para o tratamento de aguas residuarias e seus impactos

toxicolégicos e ecotoxicolégicos

Na desinfeccdo de esgotos sanitdrios sdo empregados diversos tipos de desinfetantes,
sendo o cloro o mais utilizado, por apresentar caracteristicas, como alto poder oxidante, baixo
custo, facilidade de aplicacdo, eficiéncia na remocao de odor, gordura e cor (DEBORDE.;

VON GUNTEN, 2008; BITTON, 2011).

3.1.1 Cloro

A propriedade biocida do cloro foi confirmada em 1881, e a partir do século XIX foi
amplamente utilizado para desinfec¢do de dguas de abastecimentos publicos da Europa e
Estados Unidos (DA COSTA, 2007). Além de atuar na oxidacdo de ferro, manganés nas
dguas de abastecimento e oxidacdo de enxofre em dguas residudrias, reduzindo o odor de
processo de degradacdo anaerdbia (SNOEYINK.; JENKINS, 1980; WHITE, 2010).

O cloro pode ser empregado, tanto na forma gasosa (cloro gés, diéxido de cloro),
liquida (hipoclorito de sodio) ou sdélida (hipoclorito de calcio), sendo o hipoclorito de sodio
(NaClO) e o hipoclorito de calcio Ca(ClO), os compostos mais empregados na desinfeccdo de
efluentes sanitdrios (DANIEL et al., 2001). Dessa forma, a reacdo do cloro com a dgua, pode

ser representada pela Reacgdo 1.

C12 (g +2 HzO(aq) = HCIO(aq) + H3O(aq) + Cl_(aq) ( Reagéo 1)

Dependendo das caracteristicas do efluente esse composto pode ter um efeito

desinfetante mais eficiente ou menos. Um parametro relevante € o pH, o qual em valores

superiores a 6, promovem a predominancia de C1O” em relagdo a HCIO, conforme a Reacido 2.

HClO(aq) + HzO(]) = H30+ (aq) T CIO_(aq) ( Reagéo 2)
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Tanto o HCIO como o ClO" tém acdo desinfetante e oxidante, todavia, o HCIO € mais
eficiente do que o fon hipoclorito na destruicdo de organismos patogénicos. A desinfec¢do
utilizando o cloro com efluente que contém matéria organica natural favorece a formacao de
trihalomentano e subprodutos de desinfec¢ao.

Embora a cloracdo exerca um papel de lideranca na desinfeccdo de dgua potdvel e
de 4guas residudrias, os subprodutos gerados durante o processo de desinfec¢io tém chamado
a atencdo da comunidade cientifica devido aos efeitos carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos relacionados a sua utilizacdo (WU et al., 2010; DOEDERER et al., 2014; LIU,
2014; JIANG et al., 2018).

Os oxidantes clorados podem apresentar potenciais toxicos distintos em virtude de sua
formulacdo, a exemplo disso Clark e Johnston (1982) estudaram a cloracdo de sistema de
distribuicao de dgua com diferentes desinfetantes clorados e observaram que o hipoclorito de
sodio apresentou maior efeito mutagénico que cloraminas e di6xido de cloro. O alto poder de
oxida¢do do cloro favorece a sua reacdo com inimeros compostos organicos € inorganicos,
possibilitando a formacao de subprodutos, como trihalometanos (THM), acidos haloacéticos,
halocetonas, entre outros (SEDLAK; VON GUNTEN, 2011).

A formacdo de THM é um dos fatores mais preocupantes quanto a utilizacdo de
desinfetantes clorados em processos de oxidacao de efluentes com elevada carga organica, em
virtude do seu potencial carcinogénico. A estrutura molecular dos THM apresenta um atomo
de carbono, um de hidrogénio e trés de halogénios, possibilitando a formacdo de quatro
compostos em maiores concentragdes: cloroférmio (CHCI3), diclorobromometano (CHBrCl,),
dibromoclorometano (CHBr,Cl) e bromoférmio (CHBr3). A formagdo do cloroférmio € mais
abundante devido a necessidade de ions brometo no efluente clorado para formagdo dos
outros trés compostos (SANCHES.; SILVA.; VIERIA, 2003).

Estudos realizados a partir de 1974, nos Estados Unidos, apresentaram as primeiras
indicacdes de correlacdo entre a dgua de abastecimento, os trihalometanos e o cancer. Sendo a
alta temperatura um fator decisivo para a maior formagdo desses subprodutos (MACEDO,
2001). Por este motivo, a especificidade de cada desinfetante como concentracio e tempo de
contato, assim como os fatores ambientais: temperatura, condutividade, potencial
hidrogenidnico (pH), alcalinidade, entre outros sdo importantes para que sua aplicacdo seja
eficaz e segura, no sentido de minimizar a formacdo de subprodutos téxicos e as
concentracoes residuais apos a desinfeccao.

As concentragdes residuais do desinfetante também conferem efeitos negativos aos

ecossistemas, Fisher et al. (1999) constataram que o cloro residual livre foi responsavel por
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causar toxicidade aguda CLsp (concentracdo que causa mortalidade a 50% dos organismos
expostos) de 59 pug.L' em relagdo a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, 78 pg.L™' para o
Amphipoda Hyalella azteca, 32 ug.L"' para Cladocera Daphnia magna e 62 pg.L”' para o
Mysidaceo Mysidopsis bahia, o que justifica a necessidade de estabelecer valores limites do
desinfetante no efluente final com o objetivo de reduzir os impactos gerados.

Os efeitos adversos a saide humana e aos ecossistemas aqudticos motivam a
investigacdo de desinfetantes alternativos que possam substituir os compostos clorados,
dentre as alternativas estdo a radiacao ultravioleta (UV), um processo fisico de desinfec¢do e
os desinfetantes quimicos, como o 0zonio, peréxido de hidrogénio e perdcidos organicos,
como o 4cido peracético (APA).

O processo de desinfeccdo com radiagdo UV exige equipamentos caros, longo tempo
de implementacdo e sdo muito sensiveis a altas concentracdes de sélidos suspensos, matéria
organica e turbidez ( GEHR et al., 2003 ; MEZZANOTTE et al., 2007 ).

A ozonizagdo € um processo utilizado desde 1975, e embora sua acdo desinfetante seja
elevada, este oxidante apresenta como desvantagem os altos custos de operagdo, a
necessidade de producdo na prépria estagdo de tratamento e altas concentragdes para
aplicacdo em efluentes. Os avancos tecnolégicos no processo de ozoniza¢do tornaram o seu
custo mais atrativo, se avaliado a longo prazo e por isso pode ser considerado competitivo ao
desinfetante cloro (XU et al., 2002; GEHR et al., 2003).

Em estudos de toxicidade do oz6nio em processos de desinfec¢do, foram identificadas
a formacgdo de compostos, como, aldeidos, cetonas, dcidos carboxilicos, sendo os aldeidos os
principais compostos formados (CHIANG et al., 1999). Os aldeidos sdo precursores de
subprodutos potencialmente carcinogénicos e mutagénicos como: formaldeido (H,CO),
acetaldeido (C,H40), glioxal (C,H,0,) e metilglioxal (C3H40,) (BULL.; KOPPFLER, 1991).

O per6xido de hidrogénio (H,0O,) também € um oxidante utilizado como desinfetante
em estacoes de tratamento de esgotos, no entanto, apresenta altos custos de operacio,
frequente manutencdo de equipamentos e geralmente requer concentracdo alta do oxidante
(ZHANG et al., 2008).

O 4cido peracético pode ser considerado uma das alternativas mais recentes como
substituinte do cloro para desinfec¢do de dguas residudrias, embora o APA apresente véarias
vantagens, sua consolidacdo exige mais pesquisas, para que sua aplicacdo seja segura,

principalmente quanto ao seu potencial ecotoxicolégico.
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3.1.2 Acido peracético

O é4cido peracético (APA) tem conquistado cada vez mais atengdo nas ultimas décadas
como uma alternativa adequada e ambientalmente viavel para substituicdo de compostos
clorados utilizados na desinfeccdo de dguas residuarias, em virtude do seu baixo potencial de
formagao de subprodutos toxicos e residuos persistentes no ambiente (CHHETRI et al., 2014;
DOMINGUEZ et al., 2018).

Além disso, o APA ¢ um desinfetante com largo espectro de inativagdo de
microrganismos, atuando como bactericida, virucida e fungicida, mesmo na presenga de
matéria organica heterogénea, e também apresenta facilidade de implementacdo, sem a
necessidade de investimento de grande capital (NASCIMENTO et al., 2003; BORGES,
2008). Outras vantagens sdo a baixa dependéncia do pH, o tempo de contato curto, a eficicia
para efluentes primarios e secundarios, a ndo forma¢ao de compostos organicos halogenados
(AOX) (LEO, 2008), além de ndo necessitar de supressdo, ao contrario do cloro que em
alguns casos exige a decloracao.

O potencial de esterilizacio e desinfec¢do do 4cido peracético (APA) foi observado e
descrito pela primeira vez por Freer e Novy em 1902. Todavia, este produto sé foi
disponibilizado comercialmente, apds a fabricacdo do per6xido de hidrogénio 90% (BLOCK,
2001). A sintese do APA ocorre pela reacdo entre o peréxido de hidrogénio e o dcido acético
(Reacdo 3) na presenca de um catalisador que na maioria das vezes € o acido sulfurico
(H2SOy) (KITIS, 2004).

Na reacdo o acido acético € oxidado pelo peréxido de hidrogénio, resultando em
concentracdes do APA de 15%, e 25% de agua, além de concentracdes residuais de peroéxidos
de (25%) e acido acético de até 35%. As solugdes de APA acima de 15% apresentam risco de
explosdo devido a sua alta instabilidade e reatividade, por isso, as industrias utilizam solucdes

com concentragdes entre 10 e 15%, que sdo mais estaveis (BLOCK, 2001).

CH;COOH + H,0, = CH3COOOH + H,O (Reagdo 3)

O APA 15% comercial, geralmente apresenta a composicdo de 15% de éacido
peracético, 23% peroxido de hidrogénio, 16% de 4cido acético, a qual confere caracteristicas
fisico-quimicas como: aparéncia liquida incolor, odor acético, pH= 2 em uma soluc¢do aquosa

de 100 g.L'] a 20°C, acidez (pKa) de 8,20, densidade de 1,12 g/mL, miscibilidade em dgua em
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qualquer propor¢do, massa molar de 76,05 g/mol e temperatura de decomposicao de 55°C
(SOLVAY, 2017).

A férmula estrutural mais aceita pode ser verificada na Figura 1, na qual hd uma
formagdo de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, ocorrendo dessa forma a redugdo do
efeito indutivo do grupo acila sobre o préton, que ocorre devido a introdugdo de um segundo

atomo de oxigénio.

Figura 1- férmula estrutural do acido peracético
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Fonte: (ANDO et al., 1992 apud BRASILEIRO et al., p. 820, 2001).

O APA ¢ utilizado em varias industrias incluindo a de processamento de alimentos,
bebidas, farmacéutica, téxteis e também na esterilizagdo de laboratérios, hospitais e no
branqueamento de papel (KITIS, 2004). Seu uso no saneamento ambiental recebe cada vez
mais atencdo para desinfec¢do de aguas residudrias, no entanto, ndo ha legislacdo que
estabelega o seu limite residual para lancamento.

O emprego do APA como desinfetante e esterilizante foi autorizada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 29 de novembro de 1993, através da portaria
n° 122/DTN, sendo incluida a Portaria n° 15, de 23 de agosto de 1988, a qual institui o
registro de produtos domissanitarios com finalidade antimicrobiana, entretanto, a desinfec¢ao
de 4gua de abastecimento ainda ¢ feita através do cloro (CAVALLINI, 2011).

O Centro Europeu de Ecotoxicologia e Toxicologia de Produtos Quimicos e outros
pesquisadores consideram que a finalidade de inativar microrganismos dos desinfetantes ¢ um
motivo razodvel para se esperar que concentracdes residuais desses produtos possam
representar um risco significativo para os ecossistemas € organismos que nao sejam os alvos
de desinfec¢do (FERRARIS et al., 2005 ; FRENZILLI.; NIGRO.; LYONS, 2009 ).

No entanto, ndo héd evidéncias de qualquer potencial de disrup¢do enddcrina
relacionados a0 APA em estudos toxicologicos ou ecotoxicologicos. Além disso, o0 APA nao
esta incluido na lista de desreguladores enddcrinos do documento de trabalho dos servigos
da Comissao que estabelece os critérios cientificos para a sua determinagdo na legislacao da

Unido Européia (Comissdo ao Parlamento Europeu e ao Conselho, 2016).
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A maioria dos subprodutos identificados durante a desinfeccdo com o APA sdo acidos
carboxilicos que ndo sdo reconhecidos como mutagénicos. Vale ressaltar que estes
subprodutos sdao relatados apds a desinfeccao da agua potavel com outros agentes, como
ClO,, ozono e cloraminas (MONARCA et al., 2002 ). De acordo com Luukkonen e Pehkonen
(2016), a concentragdo dos acidos carboxilicos aumenta em fun¢ao do acido acético presente
na solugdo de equilibrio proveniente da decomposi¢do do APA.

Todos os aspectos pertinentes a utilizagdo do APA na desinfeccdo vém sendo
discutidos por diversos pesquisadores, principalmente em paises europeus que apresentam
parametros microbioldgicos mais rigorosos para o langamento de aguas residudrias em corpos
de 4gua, e por este motivo ja utilizam o APA como forma alternativa ao uso do cloro, devido a
reducdo de subprodutos formados. No Reino Unido e na Itdlia, onde o emprego do cloro sdo
restritos, € a concentracdo limite de trihalometanos na 4gua para reuso ¢ de 0,03 mg/L, os
efluentes sdo tratados com APA como agente de desinfeccdo para posterior reuso na
agricultura (NURIZZO et al, 2005; FALSANISI et al.,, 2006; ROSSI et al., 2007;
AZZELLINO et al., 2011). Assim como na Europa e nos Estados Unidos o APA ¢ utilizado no
tratamento de aguas residuarias (SHAH et al., 2015).

Quanto aos mecanismos de desinfeccdo existe uma diferenga entre o APA e o
hipoclorito. Pois, oxigénio produzido pelo APA afeta as ligagdes dos grupos sulfidrilas e
sulfurosas da membrana celular, enquanto o hipoclorito ndo € seletivo e reage rapidamente
com compostos organicos € ndo organicos (XUE et al., 2012). Outra diferenca ¢ quanto ao
tamanho dos so6lidos presentes no efluente, os quais tem pouco efeito sobre a desinfec¢do com
APA, no entanto reduzem a eficiéncia do cloro com o aumento do tamanho dos solidos
(MCFADDEN et al., 2017).

De acordo com De Sanctis et al. (2016) o tratamento com APA exibe uma taxa de
eliminagdo de bactérias semelhante ou superior a radiagdo ultravioleta em efluentes
secundarios de aguas residudarias. Da Costa (2007) avaliou a eficiéncia de inativagao da E. coli
com diferentes oxidantes e constatou que o APA apresenta efici€éncia superior ao 0zénio € a
radia¢do ultravioleta, no entanto, inferior ao cloro.

Antonelli et al. (2006) avaliaram a eficiéncia a longo prazo da desinfec¢do com APA,
monitorando o potencial de recrescimento de Escherichia coli e bactérias heterotroficas totais,
e ndo observaram recondicionamento significativo apds o tempo maximo de estudo de 29
horas para as bactérias do grupo coliforme. Nenhum recrescimento ocorreu, mesmo sem

concentragdes residuais do APA, sugerindo que as bactérias sdo incapazes de reparar os danos
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causados pelo oxidante, o que o torna um agente desinfetante eficiente, ndo apenas como
bacteriostatico, mas também bactericida.

O APA tem sido reconhecido como um desinfetante sustentavel na aquicultura, por
sua rdpida degradabilidade (PEDERSEN et al., 2009) e formacdo de subprodutos inofensivos
(KITS, 2004). Vale ressaltar que concentracdes inferiores a 2 mg.L™' de APA sio suficientes
para agir contra vérios patégenos (PEDERSEN.; BRODERSEN.; CECIL, 2013), enquanto
que o perdxido de hidrogénio (H>O;) necessita de uma concentracio superior a 20 mg.L'1 para
obter uma desinfec¢cao bem sucedida (SCHMIDT et al., 2006).

Quanto a toxicidade de outros desinfetantes em relacio ao APA, DA Costa (2014)
utilizou os organismos aquaticos: Ceriodaphnia silvestrii (crustacea) e D. similis (crustacea),
Chironomus xanthus (Insecta) e Danio rerio (peixe) e constatou que o cloro foi considerado o
desinfetante mais toxicos aos organismos, seguindo de ozonio, radiacdo UV e APA.

Ensaios ecotoxicologicos com APA utilizando concentragdes que sdo empregadas para
desinfec¢io da 4gua para consumo humano, ou seja, na faixa de 0,6 - 3 mg.L"' (MONARCA
et al,, 2005) e de 2 a 4 mg.L'1 para aguas residudrias (CREBELLI et al., 2005) nao
provocaram genotoxidade na raiz de Allium cepa com base no teste de aberragdo, e nem nas
espécies de Tradescantia e Vicia faba com base no teste do micronucleo. Sendo relevante
destacar que apods a desinfeccdo com o agente quimico houve a diminuicdo de aberracdes
cromossomicas do Allium cepa.

West et al. (2016) estudou a formagdo de N-nitrosaminas (compostos quimicos
carcinogénicos) no processo de desinfeccio com monocloramina, cloro livre e APA na
presenca de precursores de aminas no sistema de dgua potdvel e apenas com o APA ndo
foram quanficadas N -nitrosaminas em niveis detectaveis.

Segundo Straus (2012) os valores médios de toxicidade aguda (CLsy de 24h) do APA
para o peixe-gato, Ictalurus punctatus, na idade adulta foi de 2,6 mg.L‘1 e NOEC de 2,2 mg.L”
1, e na forma de alevino foi de 1,6 mg.L'] e NOEC de 1,3 mg.L‘l. De acordo com Meinelt et
al., (2007) a toxidade aguda (CLsy de 24h) para walleye juvenil em relacdo ao composto APA
foi de 1,14 mg.L’1 e a partir de 1,7 mg.L'1 houve 100% de mortalidade. A truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) sobreviveu a 1,3 e 2,6 mg.L'l de APA, enquanto a mortalidade foi
verificada apGs a exposicdo 3,9 mg.L"' de APA (MEINELT et al., 2007). Para o peixe Solha
(Pleuronectes platessa) verificou-se CLso de 96h de 11 mg.L' em ensaios de desinfeccio de
aguas residuarias com APA (EMMANUEL et al., 2004).

De acordo com Emmanuel et al. (2004), o cloro pode exibir toxicidade aguda para

. L. - . . | .
organismos aquaticos em concentracoes menores ou 1guais a 1 mg.L , a exemplo disso a
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desinfeccdo do efluente de dguas residudrias com 2,5 mg.L"' de Cl, resultou em toxicidade
para cladéceros e peixes. Em um ensaio comparativo Elia et al. (2006) ndo observaram
estresse oxidativo ou variacdes de defesa antioxidante induzidas por APA no figado de carpa
(Cyprinus carpio ), enquanto NaClO e ClO, induziram respostas antioxidantes significativas.

Liu et al. (2015) descrevem que a toxicidade do APA difere em fun¢do das vérias
propor¢des de H,O,/APA, em um estudo para o tratamento de patégenos de peixes como
bactérias lipoplancton-liticas, foi observado que quanto menor a propor¢ao H,O,/APA menos
toxico foi o desinfetante (DIBO et al., 2016), dando indicios de que o peréxido de hidrogénio
seria o maior responsavel pela toxicidade do produto.

Pedersen et al. (2013) e Liu et al. (2014) também observaram varia¢des na toxidade
do APA em organismos de agua doce e salgada, sendo descrito menor efeito toxico para
organismos marinhos, fato que pode ser justificado pelo menor tempo de meia-vida do APA

em aguas salobras e com dureza elevada.

3.2 A importancia de ensaios ecotoxicologicos no monitoramento ambiental

O toxicologista francé€s René Truhaut em junho de 1969 mencionou pela primeira vez
o termo ecotoxicologia, na reunido do Committee of the International Council of Scientific
Unions (ICSU), em Estocolmo, em que conceituou a ecotoxicologia como a ciéncia que
monitora os efeitos das substidncias em nivel de organismos, populagdes e comunidades,
animais ou vegetais, terrestres ou aquaticos (FERRAO FILHO et al., 2008).

A ecotoxicologia € uma drea da toxicologia ambiental que monitora efeitos toxicos
provocados por compostos quimicos nos organismos vivos, através de bioensaios. A
toxicologia ambiental também faz o estudo dos efeitos dos agentes quimicos do ambiente
sobre os seres humanos (REGINA et al., 2008).

Em relacdo aos bioensaios de ecotoxicidade estes sdo responsdveis por avaliar o efeito
das substancias téxicas utilizando bioindicadores, ou seja, organismos que respondem de
forma precoce a alteracdo do meio ambiente. Estes organismos normalmente t€m protocolos
padronizados, sendo expostos a concentracdes dos compostos quimicos com intuito de
possibilitar uma previsdo dos efeitos toxicos do lancamento de efluentes e compostos
quimicos (VARGAS et al.,, 2001; MORIHAMA et al.,, 2012; SEILER.; BERENDONK,
2012).

Estes ensaios levam vantagens quando comparados com andlises fisicas e quimicas,

quando se avaliar amostras de misturas quimicas complexas como, por exemplo, dguas
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residudrias. Pois, os ensaios ecotoxicoldgicos podem ser feitos sem a necessidade de se
identificar e quantificar os componentes do efluente, fornecendo os impactos que pode ser
provocado ao ecossistema apés o seu lancamento em um corpo receptor (FERRAO FILHO et
al., 2008).

E importante destacar que andlises ecotoxicélogicas podem avaliar efeitos téxicos em
diferentes niveis de organizacdo: celular, individuo, populacdes, comunidades e ecossistemas.
E podem ser realizados com vérios organismos, como por exemplo: microcrusticeos,
bactérias, algas, organismos bentdnicos e peixes. Esses efeitos sdo avaliados por testes agudos
ou letais monitorando a letalidade ou imobilidade, em organismos-teste expostos por curto
periodo de tempo, que pode variar de acordo com o ciclo de vida, entre 24 e 96 horas para
peixes e microcrustaceos, respectivamente. (KNAPIK.; ANDREATTA, 2013).

O resultado é expresso como Concentragdo Letal Média (CLsp), que € a concentracao
do agente toxico capaz de causar mortalidade ou imobilidade, a 50% dos organismos apds o
tempo de exposi¢cdo, e quanto menor for o valor de CL5y € um indicativo de maior o efeito
téxico da substincia ou amostra (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Para os testes cronicos ou sub-letal os organismos sdo expostos por um tempo maior,
geralmente um terco do seu ciclo de vida, sendo avaliados parametros como: crescimento,
reproducdo e desenvolvimento de ovos (KNAPIK.; ANDREATTA, 2013). Através desses
testes pode se determinar a Concentracdo de Efeito Nao Observado (CENO) que é a
concentracdo considerada segura do agente quimico ou efluente téxico a ser langado no
ambiente aquético e a Concentracao de Efeito Observado (CEO).

A partir da resolu¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente CONAMA 357/2005
complementada pela resolugdo 430/2011, os ensaios de toxicidade de efeitos agudos e
cronicos foram incluidos para a avaliacdo da qualidade de efluentes domésticos e industriais
para lancamento no ambiente aquético. A legislagdo anterior, a Resolugado CONAMA 20/1986
exigia apenas o monitoramento quimico para o controle de poluentes em efluentes liquidos
nos corpos hidricos (CALLISTO et al., 2004). A Environmental Protection Agency dos
Estados Unidos (USEPA, 2002), e a Diretriz da Unido Europeia também recomendam a
utilizacdo de bioindicadores como complemento as informagdes obtidas com os parametros
fisicos e quimicos sobre a qualidade das dguas (CALLISTO et al., 2004).

A obrigatoriedade dos ensaios ecotoxicologicos pela legislagdo ¢ justificada
principalmente pelo desequilibrio ambiental dos ecossistemas, decorrentes do lancamento de
efluentes ndo tratados ou tratados de forma inadequada. A prova disso estd na maior reducgao

da biodiversidade dos ecossistemas de dgua doce em relagdo aos ecossistemas terrestres
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impactados pelas acdes antropicas (SALA et al., 2000).

Neste contexto, a contaminagdo ambiental tornou-se um problema global crescente
que demanda o desenvolvimento de diferentes estratégias cientificas para monitorar os danos
de poluentes nos ecossistemas aqudticos e os testes ecotoxicoldgicos sdo ferramentas uteis e

confidveis para a prote¢cdo ambiental de forma preventiva.

3.3 A espécie D. tigrina como organismo teste para bioensaios ecotoxicolégicos

As planarias sdo organismos aquaticos, havendo poucos terrestres (SLUYS, 1989),
hermafroditas, que realizam fecundacdo cruzada e sdo utilizadas como bioindicador de
contaminagdo ambiental, e podem ser encontradas em: pogas, riachos, nascentes ¢ mar.

A planaria desempenha relevante funcao nos ecossistemas aquaticos, pois servem de
alimento para invertebrados e vertebrados predadores ¢ também sao predadoras de pequenos
invertebrados, como protozoarios, rotiferos, pequenos crustaceos, caramujos ¢ larvas de inseto
como do C. xanthus (RODRIGUES et al., 2016).

As planarias tem um sistema de células-tronco, o qual ¢ chamado de neoblastos, que
sdo responsaveis pela regeneracdo de todos os tecidos e a capacidade de originar novos
organismos de fragmentos de animais. Um passo fundamental na regenerag¢do da plandria ¢ a
formagdo de um blastema por um processo conhecido como epimorfose (NEWMARK.;
SANCHEZ, 2000).

E relevante destacar que este organismo apresenta sensibilidade a baixas
concentragdes de toxinas ambientais (NANO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2015),
possibilitando a avaliagdo de diferentes parametros, tais como, sobrevivéncia, locomocao,
alimentagao, reprodugdo e fertilidade. A planaria apresenta morfologia simples, sensibilidade
a luz devido aos ocelos, e alta capacidade de se regenerar, em virtude de processos similares
aos observados na embriogénese de vertebrados, tais como: proliferacdo, diferenciacdo e
migracao celulares, morfogénese e organogénese (WAGNER et al., 2002).

As plandrias decapitadas regeneram rapidamente a cabega, com 72 a 96 horas nas
espécies Girardia tigrina, Girardia chubarti (KNAKIEVICZ et al., 2006) e Dugesia etrusca
(CALEVRO et al., 1999). O inicio da regenerag¢do apresenta divisdo de neoblasto ativo e €
mantida em altas taxas até reconstituicdo completa das estruturas perdidas, como olhos e
auriculas (NEWMARK.; SANCHEZ, 2000). Desse modo, uma melhor compreensio dos
efeitos toxicos das substancias pode ser observada neste processo, pois a regeneragdo oferece

uma oportunidade para estudar o efeito de toxinas no desenvolvimento de organismos adultos
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(CALEVRO et al., 1999; KNAKIEVICZ.; FERREIRA, 2008), demonstrando que compostos
que afetam planarias decapitadas no processo de regeneracdo também afetam o
desenvolvimento de vertebrados (BEST.; MORITA, 1992; KALAFATIC et al., 2004).

Embora as plandrias ndo sejam modelos em andlises ecotoxicologicas, elas tem se
mostrado oOtimas biondicadoras por apresentarem parametros simples para avaliar a
locomogdo e regeneragdo (PAGAN et al., 2009; KNAKIEVICZ, 2014). Além disso, ensaios
de comportamento predatério podem ser uteis na compreensdo dos efeitos sub-letais de

contaminantes (RODRIGUES et al., 2016).

3.4 Chironomus xanthus

Chironomus xanthus insetos neotropical da familia Chironomidae de facil cultivo,
elevada diversidade, habitam ambientes de &4gua parada ou em movimento, e contém
hemoglobina que € responsdvel pelo organismo tolerar ambientes com baixos teores de
oxigénio (FARIAS, 2011). A espécie € utilizada como bioindicador, pois executa um papel
importante na cadeia alimentar, tem um curto ciclo de vida, e tem se mostrado um organismo
sensivel a agentes quimicos em estudos ecotoxicoldgicos anteriores (FONSECA.; ROCHA,
2004; DORNFELD, 2006; ZORATTO, 2007; DA COSTA, 2007; CAVALCANTI, 2010).

A massa ovidera, com o formato tubular, rica em nutrientes que serdo utilizados pelas
larvulas recém-eclodidas, normalmente sdo encontradas fixas a parede das bandejas de cultivo
(STRIXINO, 1980). O ciclo de vida inclui quatro fases: ovoposi¢do, quatro estdgios larvais
(formado por quatro finstares) cada finstar tem uma duracio em média de trés dias
(RODRIGUES et al., 2015). Além de uma fase de pupa, e uma fase terrestre (adulta) com

duracdo entre 13 a 18 dias, como representado na Figura 2.

Figura 2- Detalhes dos instares e estagios do C. xanthus
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Fonte: GULLAN (2007, p. 125).
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Apds a maturagdo da pupa ocorre alteracdo de sua coloragdo (castanho escuro). O
rompimento do casulo possibilita o seu nado até a superficie da dgua para que ocorra a
emergéncia. O elevado nimero de descendentes produzidos é um fator relevante que permite
o estabelecimento da cultura em laboratério (DORNFELD, 2006).

Na fase de emergéncia pode-se verificar um dimorfismo sexual entre 0os mosquitos
(Figura 3). Os machos t€ém abdomen afilado, e antenas plumulosas, enquanto as fémeas

possuem um alargamento abdominal e antenas simples (DORNFELD, 2006).

Figura 3- Ciclo de vida de C. xanthus
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Fonte: TRIVINHO-STRIXINO (p. 24, 2011).

Agua

Ha protocolos internacionais descrito pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA, 2002), Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2004) e
Organizagdo para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdomico (OCDE, 2004), entre outros,
com normas especificas para espécies C. riparius, C. sp e C. tentans, as quais sao adaptadas
para realizagdo dos ensaios ecotoxicologicos com C. xanthus, objetivando a padronizagdo dos
parametros para avaliacdo da sobrevivéncia, o crescimento larval, largura da cabeca,
fertilidade, bioacumalacao e taxa de emergéncia (DOMINGUES et al., 2007; PESTANA et
al., 2009).
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4 METODOLOGIA

Os bioensaios avaliaram o efeito ecotoxicoldgico agudo e cronico do dcido peracético
(CH3COOOR) e do cloro ativo do hipoclorito de calcio (Ca(ClO);) em relagdao aos

organismos teste Dugesia tigrina e Chironomus xanthus.

4.1 Reagentes utilizados

O é4cido peracético (APA) avaliado foi o de concentracdo comercial 15%, o qual
corresponde a uma mistura quaterndria composta por 15% de &4cido peracético, 23% de
peroxido de hidrogénio, 16% de acido acético e dgua. A solucao foi preparada considerando a
massa correspondente aos 15% de éacido peracético e a densidade do produto (1,12 g/mL),
utilizando 5,9 mL de APA em 1 L de 4gua para o preparo de uma solucdo de 1g.L™.

O hipoclorito de célcio (Ca(ClO),) utilizado foi o de teor de pureza minima de 98% e
cloro ativo de 65%, assim como para o 4cido peracético, o cdlculo da concentracdo das
solucdes considerou somente o cloro ativo, portanto, para uma solu¢do de 1g de hipoclorito de
célcio 98% em 1 L de dgua destilada, foram considerados 0,65 g de cloro ativo por litro. A
concentracdo de cloro ativo foi considerada devido a mensuracdo mais utilizada de

desinfetantes clorados que se refere ao cloro residual.

4.2 Bioensaios com D. tigrina

A cultura de plandrias da espécie D. tigrina foi cultivada no Laboratério de
Ecotoxicologia (Grupo de pesquisa em Ecologia Funcional e Aplicada) da Universidade
Federal do Tocantins (UFT — Campus Gurupi), seguindo os protocolos estabelecidos neste
laboratdrio. A espécie D. tigrina foi mantida em caixas de cultura de acordo com a (Figura
4), contendo 1,5 L de meio ASTM (Sociedade Americana de Testes e Materiais), sob aeragao
constante, mantida em uma sala climatizada a 22 + 1°C. Os organismos foram alimentados
semanalmente com figado bovino, com posterior renovacao do meio.

Para preparagdo do meio ASTM adicionaram-se 38,10 g de bicarbonato de sédio
(NaHCOs3) em de 2 L (ASTM-1), 49,14 g de sulfato de magnésio (MgSO4.7H,O) em 2 L
(ASTM-2), 1,60 g cloreto de potdssio (KCI) em 2 L (ASTM-3) e 2,40 g de sulfato de célcio
CaSO4.H;O em 1,5 L (ASTM-4), sendo todas as solucdes de ASTM inserida em um
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recipiente, na qual foram diluidas com 4dgua destilada até atingir a capacidade de 20 L . E apds

o preparo do meio, foi verificado o pH e ajustado para 7,5.

Figura 4- Cultura de planérias

Fonte: A autora (2018).

Para os bioensaios com D. tigrina (plandria) foram avaliados: efeito letal (CLs) e

efeito sub-letal (Alimentacdo, Locomocdo, Regeneracao, Fecundidade e Fertilidade).

4.2.1 Avaliagao de efeito agudo

Para o teste letal foram selecionados organismos de 0,8 (+ 0,1 cm) de comprimento,
privados de alimento por uma semana antes do ensaio ecotoxicoldgico. Foram realizados
experimentos para a avaliacdo da toxidade com diferentes concentragcdes obtidas por meio de
doses respostas de dcido peracético e cloro ativo do hipoclorito de cdlcio separadamente. Para
determina¢do da concentracdo aguda que ocasiona letalidade de 50% dos organismos (CLsg)
foram utilizadas onze concentracdes do dcido peracético: 2,25; 2,40; 2,55; 2,70; 2,85; 3; 3,15;
3,30; 3,45; 3,60 e 3,75 mg.L'1 e meio ASTM como controle. Para o cloro ativo do hipoclorito
de cdlcio foram empregados onze tratamentos 0,65; 0,98; 1,30; 1,63; 1,95; 2,28; 2,60; 2,93;
3,25; 3,58; 3,90 mg.L'1 e um ensaio somente com 0 meio ASTM como controle. As solugdes
foram preparadas a partir da solugdo estoque lg.L’1 de hipoclorito de calcio com 65% de cloro
ativo.

Para cada ensaio foram utilizadas 60 placas de petri (@ = 90 mm), sendo cinco réplicas
para cada concentra¢do (contendo cinco plandrias) em cada tratamento, contendo 20 mL de
solugdo experimental, totalizando 300 organismos para cada teste.

Os organismos foram expostos por 96 horas em sistema estdtico, no escuro € sem
alimentacdo. Dessa forma, a mortalidade foi verificada apds 24, 48 e 96 horas de exposi¢cdo
por contagem do nuimero de organismos estiaticos/mortos em cada repeticdo, a fim de

determinar a CLsp. Os parametros fisico-quimicos como oxigénio dissolvido, pH,
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condutividade e temperatura foram mensurados a partir das solugdes experimentais de cada

concentracao.

4.2.2 Avaliagao de efeitos cronicos

Foram selecionadas planérias de 0,8 (+ 0,1) cm de comprimento, as quais foram
expostas durante 8 dias a cinco tratamentos (concentracdes nominais), sendo quatro
concentracoes definidas a partir de 10% do valor de CLsy e mais controle em ASTM. As
plandrias foram inseridas em frascos de vidro com 100 mL de solucdo experimental. A
exposicao foi feita em ambiente controlado a 22 + 1°C, em sistema estdtico e no escuro. Para
APA foram utilizadas concentracdes de fator 1,25 de 162; 202; 252; 316 |,Lg.L'1 mais um
ensaio controle em meio ASTM, e para o cloro ativo do Ca(ClO),, foram utilizadas as
concentragdes de fator de 1,25 de 134; 168; 210; 263 ug.L" e o controle.

Para cada tratamento, conforme a Figura 5 foram feitas trés réplicas, contendo 12
organismos, sendo cinco concentracdes distintas, totalizando 180 organismos. Assim, no
oitavo dia foram retirados de cada concentracdo de forma aleatéria 4 plandrias de cada frasco,
totalizando 12 plandrias, as quais foram utilizadas para o ensaio de locomocdo. Da mesma
forma procedeu-se para selecio de 12 plandrias para o ensaio de regeneracdo e de

alimentacdo.

Figura 5- Design experimental do teste cronico alimentacio, locomogdo e regeneragdo
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Fonte: A autora (2018).

4.2.2.1 Avaliacdo do efeito na atividade alimentar

Para o teste de alimentacdo pds-exposicao foram avaliadas 60 plandrias em placas de
petri (@ = 90 mm) com 20 mL de meio ASTM (ASTM, 2004). Sendo uma plandria em cada

placa, com 25 larvas vivas de C. xanthus (6 dias de idade, 2* instar), totalizando 1500 larvas.
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A taxa de alimentacdo foi definida pela quantidade de larvas de C. xanthus ingeridas

por plandria durante 3 horas Figura 6.

Figura 6- Avaliacdo do teste cronico alimentacio

z ;‘; § Larvas de Chironomus xanthus

Fonte: A autora (2018).

4.2.2.2 Avaliagao do efeito na locomocado

Ap6s exposicao, atividade locomotora foi medida de acordo com Raffa, Hollande e
Schulingkamp (2001) e Pagan, Coudron e Kaneria (2009) com algumas modifica¢cdes. Em
que sessenta plandrias foram dispostas, individualmente, em recipiente de aluminio de 75 cm
de didmetro, contendo papel milimétrico ao fundo e meio ASTM em quantidade que
favorecesse a locomogdo do organismo. Os organismos foram colocados no centro do papel
milimétrico, possibilitando sua livre locomocao. Cada linha ultrapassada no papel milimétrico
equivale a 0,5 cm, ao passo que o pLMV (nimero de linhas cruzadas) foi determinado ao
final de 3 minutos de avalia¢do, sendo que cada plandria foi utilizada uma tnica vez. O

nimero de linhas e o tempo foram monitorados Figura 7.

Figura 7- Avaliacao do teste cronico locomocao
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Fonte: A autora (2018).
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4.2.2.3 Avaliagado do efeito na regeneracao

Ensaio de regeneracdo foi feito de acordo com Pearl et al. (2016) com algumas
adaptagdes. Assim, apds a exposi¢do de 12 plandrias para cada tratamento (totalizando 60) as
mesmas foram decapitadas com um unico corte atrds das auriculas com lamina de bisturi
previamente esterilizadas. Apds a decapitacdo, as plandrias foram transferidas,
individualmente, para placas de petri com 20 mL de meio ASTM. A avalicdo foi realizada
ap6s 24 horas e 48 horas, em que foi medido o comprimento do blastema (mm), e a cada 12
horas foi verificado a formagao de fotorreceptores, auriculas e anormalidades com auxilio de
um microscopio estereoscopio. Os resultados foram relatados com o tempo médio em horas
para regeneracgdo de fotorreceptores e aparecimento de auriculas Figura 8.

Figura 8- Avaliacdo do teste cronico regeneragio
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Fonte: A autora (2018).

4.2.2.4 Avaliagado do efeito na reprodugdo

Plandrias adultas no inicio da idade reprodutiva (1,5 £ 0,1cm de comprimento total)
foram selecionadas e expostas por quatro semanas para a realizacdo da contagem de ovos por
dia. O planejamento experimental consistiu de cinco tratamentos na Figura 9, as mesmas
concentracdes utilizadas no teste de alimentacio, locomocao e regeneracao, sendo 4 réplicas
com 10 organismos, expostos em frascos de vidro de 200 mL contendo 100 mL de solu¢do
experimental, a qual foi substituida a cada semana por uma nova solu¢do e frasco, apds
alimentacdo com figado bovino. A cada troca de cultura os pardmetros pH, oxigénio
dissolvido, condutividade eram mensurados. Os organismos foram mantidos a 22 + 1°C no

€scuro.
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Durante a exposi¢do foi avaliado o nimero de casulos por dia, sendo relevante
destacar que cada ovo foi separado por concentragdes em eppendorfs, sendo indicada a data
da coleta, a concentragdo e a réplica correspondente (1, 2, 3 ou 4).

A taxa de fecundidade (Fc) foi determinada pelo nimero de ovos produzidos por dia,
dividido pelo numero de planarias expostas. E a fertilidade foi avaliada durante quatro
semanas para contagem do nimero de plandrias filhas e os valores divididos pela quantidade
de plandrias expostas.

Figura 9- Avaliacdo do teste cronico reproducio
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Fonte: A autora (2018).

4.2.3 Andlise estatistica para os ensaios com D. tigrina

A CLsy de 96 h para o APA e o cloro ativo de Ca(ClO), utilizando o organismo
Dugesia tigrina foi estimada por andlise de dose-resposta utilizando uma curva logistica de
quatro parametros: Y = Inferior + (TopBottom) / (1 - 10 » ((LogLCso-x) * HillSlope). A
normalidade dos dados foi avaliada usando o teste de Kolmogorov-Smirnov e homogeneidade
de variancia foi testada pelo teste de Bartlett. Os ensaios de alimentag¢do, locomocgdo,
regeneracdo, fecundidade e fertilidade foram feitas por andlise de variancia (ANOVA),
seguido pela comparacao miltipla, conforme o teste post-hoc de Dunnett. Para todos os testes
estatisticos, o nivel de significancia foi fixado em p <0,05. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad

Software, La Jolla, Califérnia, EUA) com os resultados expressos pela média + SEM.



35

4.3 Bioensaios com C. xanthus

A espécie C. xanthus € cultivada no laboratdrio de Ecotoxicologia (Grupo de pesquisa
em Ecologia Funcional e Aplicada) da Universidade Federal do Tocantins (UFT — Campus
Gurupi). A cultura de C. xanthus foi estabelecida com base em protocolos ja definidos para
espécies de familia Chironomidae.

Os organismos foram mantidos em recipientes de pldsticos contendo 3% de meio
ASTM e " de sedimento fino inorganico (<1 mm), sob aerag@o controlada dentro de gaiolas,
de acordo com (Figura 10). Os organismos de C. xanthus foram mantidos em uma sala
climatizada a 22 + 1°C com um fotoperiodo de 12:12h luz e escuro (ASTM, 1980).
Alimentados trés vezes por semana com ra¢do de peixe macerado (TetraMin®, Tetrawerke,
Melle, Alemanha).

Figura 10- Gaiola de criacdo especifica para C. xanthus

Fonte: A autora (2018).

Para os bioensaios com C. xanthus foram avaliados: efeito agudo (CLsy) e efeito
cronico, sendo avaliado o desenvolvimento dos organismos, quanto: crescimento do corpo,

largura da cabeca e emergéncia dos individuos da fase larval a fase adulta.

4.3.1 Avaliacdo de efeito agudo com C. xanthus

O efeito agudo para determinacdo da CLsy foi avaliado seguindo as orienta¢des da
OCDE 235 (OCDE, 2011). Larvas de primeiro instar de C. xanthus (24h de idade) foram
expostas as concentragdes de APA, cloro ativo do hipoclorito de cédlcio e (ASTM) como
controle, durante 24 e 48 horas. As concentracdes foram diluidas a partir de solugdo estoque,
sendo relevante destacar que a diluicdo foi realizada em meio ASTM.

Os experimentos para a avaliacido da toxidade aguda com diferentes concentracdes de

acido peracético e cloro ativo de hipoclorito de célcio foram realizadas separadamente. Para o
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teste agudo, o APA foi avaliado em 10 concentracdes: 3,5; 6; 8,5; 11; 13,5; 16; 18,5; 21; 23.5;
26 mg.L'1 e um ensaio somente com o controle (meio ASTM). O cloro ativo do hipoclorito de
cdlcio foi avaliado em 10 concentracdes: 0,33; 0,49; 0,65; 0,81; 0,98; 1,14; 1,30; 1,46; 1,63;
1,79 mg.L'1 € 0 ensaio controle.

Para este teste foram utilizadas placas de petri (@ = 46 mm), contendo 5 larvas do
organismo e 20 mL da solucdo em cada, foram avaliadas 10 concentracdes diferentes dos
agentes quimicos e o controle, todos com 5 réplicas.

O ensaio foi realizado a uma temperatura média de 22+1°C, sem fornecimento de
alimento, sedimento e aera¢do. Durante o desenvolvimento do ensaio foi avaliado mortalidade
ou imobilidade dos organismos para a determinagdo da (CLsp) com base nas concentragdes de

APA e hipoclorito de célcio seguindo o protocolo.

4.3.2 Avaliacdo de efeitos cronicos para C. xanthus

Para a realizacdo do teste cronico, foram utilizadas concentra¢des definidas a partir de
10% do valor de CLsp encontrada no teste agudo dos compostos APA e cloro ativo de
Ca(ClO),, utilizando larvas de primeiro instar (48 horas de idade) OCDE 219 (OCDE, 2004).
Para o teste com APA as larvas foram expostas as concentra¢des de 749,4; 936,8; 1171; 1464
ng. L™ de fator de 1,25, e para o cloro ativo de Ca(ClO), foram avaliadas as concentracdes de
52; 65; 82; 102 ug.L‘1 de fator de 1,25, preparadas, ambas utilizaram ASTM como controle.
Frascos de vidros com capacidade de 200 mL foram utilizados, seguindo as orientacdes da
OCDE 219 (OCDE, 2004), preenchidos com 25 g de sedimento inorganico fino <I mm
previamente queimado a 500 C° por 5 horas para retirada da matéria organica e 150 mL de
solugdes experimentais aeradas.

Para cada tratamento (Figura 11) foram realizadas 10 repeticdes com cinco
organismos em cada frasco. Apos 10 dias, as larvas de chironomus foram coletadas de 5
réplicas por tratamento e armazenado em etanol (70%) para posterior medi¢cdo do
comprimento do corpo (mm) e largura da cabeca (mm) em um microscépio estereoscopico.

As 5 repeticOes restantes de cada tratamento foram avaliadas até o vigésimo oitavo
dia, sendo contabilizadas diariamente a emergéncia e o sexo dos insetos. A contagem de sexo
dos individuos acontece apés o periodo de ecdise, quando hd a diferenciacdo dos individuos
através de caracteristicas corporais proprias de cada sexo. Durante todo o periodo de

exposicio, o alimento (TetraMin®) foi fornecido a cada dois dias (0,5 mg larva’'dia™) e os
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parametros fisico-quimicos foram monitorados por 3 vezes ao longo do experimento (pH,

temperatura, condutividade e oxigénio dissolvido) OCDE 219 (OCDE, 2004).

Figura 11- Teste cronico Chironomus xanthus

Fonte: A autora (2018).

4.3.3 Andlise estatistica para os ensaios com C. xanthus

A CLsg de 48 horas para o APA e o cloro ativo de Ca(ClO), utilizando o organismo C.
xanthus foi estimada por andlise de dose-resposta utilizando uma curva logistica de quatro
pardmetros: Y = Inferior + (TopBottom) / (1 - 10 * ((LogLCso-x) * HillSlope). A normalidade
dos dados foi avaliada usando o teste de Kolmogorov-Smirnov e homogeneidade de variancia
foi testada pelo teste de Bartlett. O Crescimento e a largura da cabeca, foram analisados por
andlise de varidncia (ANOVA), seguida de Testes post-hoc de Dunnett. Para todos os testes
estatisticos, o nivel de significancia foi fixado em p <0,05. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad

Software, La Jolla, Califérnia, EUA) com os resultados expressos pela média + SEM.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito agudo para D. tigrina apés exposicao ao APA e ao Ca(ClO),

Os valores da CLsy para o APA e o cloro ativo do hipoclorito de célcio em relagao ao

organismo D.tigrina sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Resultado do teste agudo com plandrias com limite de confianca de 95%

Desinfetante - Exposi¢ao (h) CLso Minimo e Maximo
APA - 96 3,16 mg.L" 3,10-3,21 mg.L"
Ca(ClO), - 96 2,63 mg.L" 2,52-2,74mg.L’"

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

Ressalva-se que no final da exposi¢do, ndo houve mortalidade no tratamento controle,
ou quaisquer outras alteragdes morfologicas ou comportamentais nos organismos. Sendo
relevante destacar que nas concetragdes inicias ndo foi observado mortalidade, todavia, nas
concentracdes maiores ocorreram deformacdes corporais seguidas de desintegracdo total do

corpo.

5.2 Efeitos cronico a D. tigrina apés a exposicao ao APA e ao cloro ativo do Ca(ClO);

5.2.1 Efeito na atividade de alimentagdo de D. tigrina apés exposi¢ao ao APA e ao cloro ativo

do Ca(ClO),

A alimentagdo de D. tigrina foi significativamente reduzida pela exposicdo ao APA
(Figura 12-a) com a menor concentragdo de efeito observado (LOEC) igual a 252 ;,Lg.L'l. A
diminuicdo da alimentacdo foi dependente do aumento das concentragdes, apresentando
reducdes de 25,15% e de 30% nas concentragdes de APA de 252 e 316 pglL’,
respectivamente.

J4 a taxa de alimentacdo de D. tigrina, conforme o teste de Dunnett (Figura 12-b),
diminuiu pela exposi¢io ao cloro ativo do Ca(ClO),, sendo observada LOEC de 210 pg.L™,
com reducdo de 28,09% na concentracdo de 210 pg.L”' e 51,69% na concentracio de 263
ng. L™ de Ca(ClO),.
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Figura 12- a) Atividade alimentar de D. tigrina, com a exposicdo de larvas de C. xanthus durante 3h a
concentracdes de APA, valores representados de larvas consumidas por 1h (F4s5 = 3,502, p < 0,05). b)
Taxa alimentar de D. tigrina, com a exposi¢do de larvas de C. xanthus consumidas durante 3 h a
concentracdes de cloro ativo de Ca(ClO),, valores de larvas consumidas por 1h (F4s55=9,116, p
< 0,05). *Denota uma diferenca significativa comparada ao controle, (teste de Dunnett, p < 0,05)
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5.2.2 Efeito na locomogao de D. tigrina ap6s a exposi¢do ao APA e ao cloro ativo do
Ca(Cl0),

A velocidade locomotora (pLMV) de D. tigrina medida pela contagem de numero de
linhas cruzadas apGs 2 exposicdo ao APA (Figura 13-a) apresentou LOEC igual a 252 pg.L™”,
correspondendo a uma reducdo de 13,1% da velocidade de locomog¢do. Na concentracdao de
316 pg.L" a reducdo foi de 14,29%.

Em relacao ao cloro ativo do Ca(ClO), (Figura 13-b), apresentou LOEC de 210 ],Lg.L'l,
correspondendo a uma reducdo de 15,72% de sua velocidade em relacdo ao controle apds a
exposicdo ao cloro ativo do Ca(ClO),. Na concentracio de 263 pg.L™" houve uma diminui¢io

de 21,41% de acordo com teste de Dunnett.
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Figura 13- a) Atividade locomotora de D. tigrina, contagem do nimero de linhas de grade cruzadas
ao longo de 3 min de exposicdo ao APA (F, 55 = 3,833, p < 0,05). b) Atividade locomotora de D.
tigrina, utilizando o mesmo protocolo para o cloro ativo do Ca(ClO), (F455 = 9,983, p < 0,05). Os

dados sdo apresentados com média® SEM, n=12. *Denota uma diferenca significativa comparada ao

controle, (teste de Dunnett, p < 0,05)

Linhas de grade cruz

5.2.3 Efeitos na regeneracao de D. tigrina ap0ds a exposi¢do ao APA e ao cloro ativo do
Ca(ClO),

A regeneracio do blastema ap6s 24 h, apresentou LOEC de 252 ug.L™' (Figura 14-a),
correspondendo a um atraso no tempo de regeneragao de 20,90% e 25,37% nas concentragdes
de 252 e 316 pg.L’l, respectivamente, em relaco ao ensaio controle. Com o cloro ativo apds a
exposicao de 24 h, foi observada LOEC de 210 ;,Lg.L'1 (Figura 14-b), correspondente a um
atraso de 20,65% e de 32,61% para a concentracio de 263 pg.L"'. Ap6s a exposicdo as 48h o
atraso na regeneracdo atingiu 19,77% e 26,16%, respectivamente para o APA (Figura 14-c) e

para o cloro ativo observou-se um atraso de 15,93% e 23,07% (Figura 14-d).
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5.3 Efeito agudo para C. xanthus apos a exposicao ao APA e ao Ca(Cl0O),

Os valores de (CLsg) para APA e cloro ativo de Ca(ClO), utilizando o organismo teste

C. xanthus, tabela 2.

Tabela 2- Resultado do teste agudo com C. xanthus, com limite de confianca de 95%

Desinfetante - Exposi¢ao (h) CLso Minimo e Maximo
APA - 48 14,64 mg.L" 13,24 - 16,20 mg.L"
Ca(ClO), - 48 1,02 mg.L" 0,95 - 1,09 mg.L"

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

Para as concentracdes inferiores a CLsp ndo foi observada mortalidade. No entanto,
nos tratamentos com concentragcdes maiores ocorreram deformacgdes corporais seguidas de

desintegracdo total do corpo.

5.4 Efeito cronico ao C. xanthus apos a exposicao ao APA e ao Ca(ClO),

Foram realizados ensaios com APA e Ca(ClO), de forma separada para a avaliacdo
dos efeitos cronicos apds a exposicdo do organismo C. xanthus a estes compostos. Foram
empregados para este teste os parametros: comprimento do corpo, largura da cabecga,

emergéncia acumulativa.

5.4.1 Crescimento do corpo e largura da cabega do C. xanthus apos a exposi¢do ao APA

A exposicdo ao APA afetou a taxa de crescimento das larvas de C. xanthus ap6s 10
dias (Figura 18-a), apresentando LOEC de 1464 pg.L", correspondendo a uma reducdo de
11,80% quanto ao comprimento do corpo em compara¢do com o tratamento controle.

Considerando a concentragdo de cloro ativo do Ca(ClO), a LOEC observada foi de 65
ug. L' (Figura 18-b). O decréscimo quanto ao tamanho do corpo foi de 15,33%, 19,19% e
19,29%, respectivamente nas concentracdes de 65, 82 e 102 pg.L"', quando comparadas com

tratamento controle.
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Figura 18- a) Efeitos da exposicdo ao APA sobre taxa de crescimento de C. xanthus (mm / dia; média
+ SEM) (F, 50 = 3,435, p<0,05). b) Consequéncia da exposi¢do ao cloro ativo do Ca(ClO), sobre taxa
de crescimento de C. xanthus (mm / dia; média £ SEM) (F4,0 = 8,282, p<0,05). parametros avaliados

apo6s 10 dias de exposicdo. *denotam diferencas significativas em relagc@o ao tratamento controle (p
<0,05, teste de Dunnett)
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Em relacdo 2 largura da cabeca a LOEC também foi de 1464 ug.L™' (Figura 19-a),
correspondendo a uma reducdo de 23,33%. Para o cloro ativo a diferenca significativa na
largura da cabeca das larvas (LOEC) ocorreu na concentracao de 82 ug.L'1 (Figura 19-b). O
decréscimo quanto a largura da cabeca foi de 29,17% e 31,25%, nas concentracdes 82 e 102
ug. L, relativamente, em relacdo ao controle. Todas as larvas tanto as expostas ao APA
quanto as expostas ao cloro ativo do hipoclorito de cdlcio foram encontradas vivas nos

tratamentos ap0ds os 10 dias de exposi¢ao.

Figura 19- a) C. largura da cdpsula da cabeca de C. xanthus ap6s exposi¢do ao APA (F,=4,471,
p<0,05). b) C. largura da cdpsula da cabega de C. xanthus apds ao cloro ativo (Fs 0= 6,273, p<0,05).
(mm / dia; média + SEM) pardmetros avaliados apds 10 dias de exposi¢do. *denotam diferencas
significativas em relacdo ao tratamento controle (p <0,05, teste de Dunnett)
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5.4.2 Emergéncia do C. xanthus apds exposicdo ao APA ao cloro ativo do Ca(ClO),

A porcentagem de emergéncia atingiu 100% no tratamento controle, atendendo aos
requisitos determinado pela OECD (2004). Nos tratamentos utilizando as concentra¢des de
749.4, 936,8 ¢ 1171 p,g.L'1 de APA obtiveram-se uma taxa de emergéncia de 100%, e para
concentracio 1464 pg. L' obteve-se uma taxa média de emergéncia de 92% (Figura 20-a).

Para os testes com cloro ativo do hipoclorito de cdlcio a emergéncia foi observada nas
concentracdes de 52 e 65 ug.L'1 com uma taxa de emergéncia de 100%. Apesar de ndo ter
apresentado uma reducdo da taxa de emergéncia estatisticamente significativa, a concentragdao
de 82 pgL”' apresentou emergéncia de 92% e a concentracio de 102 pgL”' de 88%

comparado ao tratamento controle (Figura 20-b).

Figura 20- a) A porcentagem de emergéncia acumulativo de C. xanthus foram obtidas através da
divis@o do nimero de mosquitos adultos pelo nimero de larvas introduzidas expostas ao APA (F, =
1,000, p > 0,05). b) Percentual de emergéncia acumulativo de C. xanthus foram obtidas através da
divisdo do nimero de mosquitos adultos pelo nimero de larvas introduzidas (F4,0= 2,639, p > 0,05).
Os parametros foram avaliados apds 28 dias de exposicao (p <0,05, teste de Dunnett).
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6 DISCUSSAO

De forma geral, ambos os desinfetantes provocaram toxidade aos invertebrados D.
tigrina (plandria) e C. xanthus, no entanto, foi observada maior sensibilidade dos organismos
para o cloro ativo do hipoclorito de célcio.

O bioensaio para avaliacdo do efeito agudo (CLsp) apds a exposicdo de 96h aos
agentes quimicos, APA e Ca(ClO),, utilizando o organismo D. tigrina apresentaram,
respectivamente, os valores de 3,16 mg.L'1 e 2,63 mg.L'l. Quanto a esta avaliacdo foi
possivel observar que o cloro ativo apresentou maior efeito agudo em relacdo a plandria, no
entanto, os bioensaios cronicos sdo necessdrios para a avaliagio mais completa dos
compostos.

De acordo com os resultados alcangados nos testes cronicos, pode-se observar que a
exposicdo as concentra¢des de 252 e 316 pg.L"' de APA provocaram uma redugio na taxa de
alimentacdo, respectivamente de 25,15% e 30%, que pode ser justificada pela reducdo da
atividade locomotora, a qual foi reduzida em 13,1% e 14,29%, respectivamente.

Ja em relac@o ao cloro ativo observou-se uma maior redu¢do na taxa de alimentacdo
nas concentracdes de 210 e 263 pg.L™', ou seja, menores que as obtidas no teste com APA, as
quais corresponderam a uma reducdo na alimentagao de 28,09% e 51,69% e na locomog¢ao de
15,72% e 21,41%, respectivamente. Dessa forma, pode-se notar que esse composto
apresentou toxidade maior quando comparado ao APA nos testes de alimentacdo e
locomocgao.

A diminuicao na taxa alimentar das plandrias, apds a exposi¢do aos compostos APA e
ao cloro ativo do Ca(ClO);, pode ter ocorrido por consequéncia da inibi¢do locomotora, pois
segundo Yu et al. (2013) o desempenho predatdrio envolve o sistema nervoso e a capacidade
de sentir, localizar e capturar presas (INOUE et al., 2015). Essa limitacdo pode estar
vinculada a alteracdes das superficies corporais e neurotoxicidade relacionada a exposicao aos
agentes quimicos, isso porque, elas se movimentam deslizando e esta atividade é puramente
muscular (TALBOT.; SCHOTZ, 2011).

A necessidade das plandrias estarem bem alimentadas para crescerem e se
reproduzirem, acarretam na morte por falta de acesso ao alimento e reducdo do nimero de
plandrias pela perda de fecundidade (OVIEDO et al., 2008). A redug@o na locomog¢do das
plandrias também pode implicar na maior propensdo ao ataque por predadores. De acordo
com Kosala (2001), as plandrias estdo sempre em movimento, seja para caca de alimento, seja

na busca por parceiros sexuais ou para sua fuga e protecao.
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N

O bioensaio cronico referente a regeneracdo envolve a formagdo do blastema e
remodelagdo de tecidos velhos (REDDIEN.; ALVARADO, 2004), o APA ocasionou retardo
na regeneracdo nas concentragdes de 252 e 316 ng. L' devido ao atraso na formagdo do
neoblasto quando comparada ao tratamento controle. J& o cloro ativo teve um atraso
significativo nas concentracdes 168, 210 e 263 pg.L™.

E importante salientar que nio foi visualizada ma formacdo dos organismos durante a
realizagdo dos ensaios com APA. Todavia, para o cloro ativo do Ca(ClO), foi observada
deformacdes nas concentracdes superiores a 263 pug.L™'. Em uma andlise comparativa entre os
dois compostos notou-se que o cloro ativo do Ca(ClO), apresentou uma LOEC menor e
apresentou um atraso mais significativo na formacdo do blastema, fotorreceptores e auriculas.

Os efeitos de ambos os desinfetantes avalidados podem ser justificados pela acdo
toxica dos reagentes e a sua capacidade de producdo de espécies reativas de oxigénio, logo
que esta € uma caracteristica apresentada pelos dois reagentes. De acordo com Pirotte et al.
(2015) as espécies reativas de oxigénio atuam na neuroregeneracdo por interferéncia nos
processos de diferenciacdo e padronizagdo. Esta interferéncia implica em prejuizos no sistema
sensorial dificultando a sua capacidade de detectar a presenca de presa ou comida (INOUE et
al., 2015).

Segundo Kosala (2001), ao perceberem a presenca de uma presa nas proximidades e
usando seus quimiorreceptores, as plandrias se direcionam ao alimento visando ao emprego de
sua faringe retrdtil para ingestdo do fluido alimentar. Pelo fato das plandrias serem fototaticas,
negativas o retardo na regeneracdo dos fotorreceptores em D. tigrina prejudica a detec¢do da
direcdo da intensidade da luz com possiveis consequéncias em termos de prevencdo de
predadores ou forrageamento.

Em relagdo a reproducdo, como previsto pelos efeitos dos testes de alimentacio,
locomocdo e regeneracdo os organismos expostos a0 APA apresentaram uma reducao menor
na fecundidade quando comparado com Ca(ClO);.

Estudos relatando efeitos agudos e cronicos do APA e do Ca(ClO); em relagdo ao
invertebrado D. tigrina, até o momento, ndo sdo descritos na literatura. Assim, este estudo
contribui com informagdes sobre os potenciais efeitos destes compostos, analisando
parametros como alimentacdo, locomog¢do, regeneracdo os quais possibilitam respostas
sensiveis em um curto intervalo de tempo, e quando associados as observagdes em longo
prazo como fecundidade e fertilidade contribuem para a confiabilidade dos resultados.

Em relagdo ao organismo C. xanthus os efeitos agudos proporcionados pela exposi¢ao

aos compostos APA e Ca(CIO), foram, respectivamente, CLs0-48h (IC 95%) de 14,64 mg.L']
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e CLsp-48h (IC 95%) de 1,02 mg.L'l. Esta avaliagdo demonstra que o cloro ativo do Ca(ClO),,
apresenta toxidade quatorze vezes maior quando comparado ao APA em relacdo a este
organismo.

Foram observadas diferencas significativas na taxa de crescimento das larvas e na
largura da cabeca de C. xanthus na concentragio de 1464 pgL”' de APA, as quais
apresentaram decréscimo de 11,80% e 23,33%, respectivamente. Com a exposi¢do do
organismo ao Ca(ClO), foram observadas quanto ao comprimento do corpo redugdes de
15,33%, 19,19% e 19,29%, respectivamente, nas concentragdes 65, 82 e 102 pg.L'l. Em
relacdo a largura da cabeca das larvas verificou-se diminu¢do de 29,17% e 31,25%, nas
concentracdes 82 e 102 pg.L”, respectivamente. Neste sentido, o organismo C. xanthus foi
bastante sensivel ao cloro ativo quando comparado com APA.

Ao final de 28 dias, apenas a exposicdo a concentracdo de 1464 ],Lg.L‘1 de APA foi
responsavel por provocar redugdo na taxa média de emergéncia do organismo em 8%. O cloro
ativo do Ca(ClO), nas concentracdes de 82 ¢ 102 pug.L"' causou reducdes de emergéncia de 8
e 12%, respectivamente. A causa destes efeitos pode ser justificada pela alteracdo no
desenvolvimento da metamorfose do organismo devido a exposicdo aos reagentes,
contribuido para o atraso de emergéncia observado nos testes (CAMPOS et al., 2016).

Portanto, o Ca(ClO), apresentou maior toxicidade em relacdo ao APA quanto aos
parametros percentual de emergéncia e desenvolvimento do corpo e da cabeca. Estas
alteracoes afetam o nivel populacional do organismo, devido a redu¢do de emergéncia e da
reproducdo, uma vez que, ela depende do tamanho das fémeas e dos machos (CAMPOS et al.,
2016). A alteracdo do tamanho e da largura da cabeca pode estar relacionada com uma
diminuicdo no consumo de alimento por inteferéncia dos agentes quimicos, visto que, a
exposicao prejudica os receptores olfativos dos mosquitos, tornando propensos ao ataque de

predadores e dificultando a predagcdo (CRESPO, 2011).

6.1 Importancia dos resultados para area ambiental

Os estudos para a utilizagdo do APA, seja como desinfetante ou como oxidante para
reducdo de odores de efluentes sanitarios e industriais, vém se evidenciando principalmente
pelo fato deste desinfetante gerar subprodutos menos téxicos em relacdo aos subprodutos
gerados pelos desinfetantes clorados (CHHETRI et al., 2016). Mas, vale ressaltar que embora
a preocupagao com os subprodutos seja importante para 0 monitoramento ambiental, em uma

fase inicial do langamento do efluente, concentracdes residuais do desinfetante estao presentes
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e conferem risco aos ecossistemas. Neste sentido, este estudo fornece mais informagdes
quanto a ecotoxidade do APA e auxilia no estabelecimento de dosagens limites de langamento
destes desinfetantes em corpos hidricos.

Zhang et al. (2018) realizaram uma compilacdo de trabalhos e descreveram que o
tempo de meio vida do APA e do cloro livre podem atingir 412 e 586 minutos,
respectivamente, quando aplicados em efluentes. Estes valores sdo obtidos pelo decaimento
da concentracdo dos desinfetantes, os quais sdo representados por uma reacdo de primeria
ordem, com constantes de 2,80.107 s (HENAO et al., 2018) e 1,97.10° s" (HAAS e
KARRA, 1984 apud ZHANG et al., 2018).

Sendo assim, se um efluente for lancado com um residual de 1 mg.L™", ap6s 24 horas,
a concentracdo dos desinfetantes pode ser estimado em 89 ug.L‘1 para o APA e 182 ug.L'1
para o cloro. Considerando os resultados obtidos neste trabalho o APA nao apresentaria riscos
aos organismos avaliados, no entanto o cloro implicaria em um atraso na formacdo de
fotorreceptores e auriculas das plandrias, assim como reducdo no comprimento do corpo,
largura da cabeca e emergéncia das larvas do C. xanthus. Nestas condigdes, o APA
representaria risco aos organismos avaliados até 14 horas apds o lancamento do efluente,
enquanto que para o cloro este tempo subiria para 38 horas apds o lancamento, considerando a
mesma concentracio residual (1 mg.L™).

A presenca de concentragdes residuais de APA apds a desinfeccdo de dguas
residudrias € comum, visto que as caracterisiticas fisico-quimicas e microbioldgicas dos
efluentes ndo sdo constantes, o que prejudica a aplicacdo de uma dose exata do desinfetante e
contribui para varia¢des nas concentragdes residuais.

Em estudos de desinfeccdo em efluente sanitario, Veschetti et al. (2003) utilizaram 4
mg.L'1 de APA, e obtiveram residual de 1 a 3,8 mg.L'1 apo6s 30 minutos de tempo de contato,
Falsanisi et al. (2008) avaliaram a mesma dosagem e quantificaram 1,5 mg.L'1 de APA
residual, apds 40 minutos de exposicao, Cavallini et al. (2013) obtiveram o residual de 1,91
mg.L" apés a aplicacdo de 5 mg.L"' de APA com 20 minutos de contato, Gehr et al. (2003)
utilizaram 6 mg.L'1 de APA e obtiveram residual de 1,5 mg.L™', ap6s uma hora de exposigio.

E importante destacar que as praticas de reutilizacio de dguas residudrias tém
aumentado significativamente, e muitas destas formas de rediso sdao direcionadas para
irrigacdo ou outras atividades diretamente vinculadas a exposicao da flora e fauna aos agentes
desinfetantes. Por isso, embora a utilizacdo do APA apresente vantagens promissoras, todas
as informacdes possiveis deste desinfetante devem ser levantadas com o intuito de minimizar

0s impactos aos ecossistemas.
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7 CONCLUSAO

Este estudo contribui com informacdes ecotoxicoldgicas a respeito do APA e do cloro

ativo do Ca(ClO);, de uma forma comparativa, permitindo uma avaliacao entre o desinfetante

atualmente utilizado e um desinfetante alternativo que apresenta vantagens de interresse

ambiental. De forma geral, pode-se concluir que:

Quanto ao efeito agudo (CLsp) o cloro ativo apresentou toxicidade maior, porém
préxima do valor do composto APA, em relagdo ao organismo D. tigrina. Quanto ao
organismo C. xanthus, a toxicidade do cloro ativo do Ca(ClO), foi quartoze vezes
maior em relagdo ao APA.

O cloro ativo apresentou maior efeito toxico cronico que o APA em relacdo aos
organismos D. tigrina e C. xanthus, uma vez que foi responsavel por uma maior
inibicdo alimentar, reducdo da atividade locomotora, atraso na regeneracdo e
diminui¢do da reprodugdo e fertilidade de planarias. Assim como, também apresentou
maior redu¢do na taxa de crescimento, largura da cabeca e na emergéncia em relacdo
ao organismo C. xanthus. Sendo importante destacar que para 0s ensaios cronicos com
C. xanthus, utilizaram concentracdes 10 vezes maiores de cloro ativo do Ca(ClO),; em
relacdo ao APA.

Os dados reportados neste trabalho contribuem para compreensdao dos efeitos em
concentragdes letais e sub-letais dos compostos APA e do cloro ativo do Ca(ClO),,
acrecentando dados ecotoxicoldgicos relevantes sobre estes desinfetantes em relagdo a
dois organismos que dependem da qualidade da dgua de corpos hidricos para sua
sobrevivéncia, e fazem parte da cadeia alimentar de outros niveis tréficos. Neste
sentido, estes resultados poderdo auxiliar no estabelecimento de valores maximos
permitidos em corpos hidricos, principalmente para APA, um promissor substituinte
aos desinfetantes clorados.

Estes resultados contribuem para a consolidagdo do uso de plandrias de dgua doce e C.
xanthus para estudos dos efeitos estressores utilizando pardmetros padronizados,

sensiveis, confidveis e ecologicamente relevantes.
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1 Parametros dos teste agudo e cronico com APA e Cloro ativo do hipoclorito de calcio

ANEXOS

1.1 Teste agudo Dugesia tigrina APA

Co
C1
C2
C3
C4
Cs
Ce
C7
C8
C9
C10
Ci1

Teste agudo APA com Dugesia tigrina

pH|O.D (mg/L) |Cond (us) |Temperat

7,6 6 686 22,1
7,6 5,7 676 22,1
7,6 6,1 650 22,1
7,6 6,2 670 22,1
7,6 6,1 666 22,1
1,7 6,2 665 22,8
7,8 5,8 680 22,1
7,8 6,3 685 22,1
7,6 6 686 22,1
7,5 6 687 22,1
7,5 6 689 22,2
7,6 6 690 22,1

1.2 Teste agudo Dugesia tigrina Cloro ativo do Ca(ClO),

Teste agudo Cloro ativo do Ca(ClO)2 Dugesia

Co
C1
C2
C3
C4
Cs
Ce
C7
C3
C9
Ci10
C11

tigrina

pH |O.D (mg/L) |Cond (us) |Temperat

7,8 5,6 574 22,2
7,5 5,7 576 22,3
7,6 6,1 570 22,1
7,5 6,2 578 22,1
7,6 6,1 580 22,1
7,6 5,1 577 22,8
7,6 5,3 577 22,1
7,8 6,3 580 22,1
7,6 6 582 22,1
7,5 6 601 22,1
7,9 6 602 22,2
7,6 6 690 22,1
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1.3 Teste cronico Dugesia tigrina APA

O0.D Cond
pH (mg/L) |(us) Temperat
Co 7,5 6 686 22,1
C1 7,9 6,2 693 22,1
C2 1,7 6 718 22,1
C3 7,6 6,2 684 22,1
C4 7,5 6 666 22,1
1.4 Teste cronico Dugesia tigrina Cloro ativo do Ca(ClO),
O0.D Cond
pH (mg/L) |(us) Temperat
Co 7,5 5 612 22,1
Ci1 7,5 5,2 642 22,1
C2 7,7 5,6 543 22,1
C3 7,5 5,5 542 22,1
C4 7,5 ,56 540 22,1
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2 Teste agudo Chironomus xanthus com APA

Teste agudo com APA Chironomus xanthus

pH|O.D (mg/L) |Cond (us) |Temperat
Co |7,6 6 686 22,1
C1 |7,6 5,7 676 22,1
C2 |7,6 6,1 650 22,1
C3 |76 6,2 670 22,1
C4 |76 6,1 666 22,1
Cs |77 6,2 665 22,8
Ce |7,8 5,8 680 22,1
C7 7.8 6,3 685 22,1
C8 |7,6 6 686 22,1
Co 7,5 6 687 22,1
C10(7,5 6 689 22,2




2.1 Teste agudo C. xanthus com Ca(ClO),
Teste agudo com Cloro ativo do Ca(ClO)2 C.

Co
C1
C2
C3
C4
Cs
Ce
C7
Cs
C9
C10

2.2 Teste cronico C. xanthus com APA

Co
C1
C2
C3
C4

Co
Ci
C2
C3
C4

Co
C1
C2
C3
C4

xanthus
pH|O.D (mg/L) |Cond (us) |Temperat
7,6 4,1 513 22,1
7,6 4,1 511 22,1
7,6 4,1 510 22,1
7,5 4,0 512 22,1
7,5 4,0 506 22,1
7,3 4,0 503 22,8
7,3 4,0 501 22,1
7,1 4,0 500 22,1
7,4 4,0 500 22,1
7,5 4,0 500 22,1
7,5 4,0 500 22,2
19 dia
0.D Cond
pH (mg/L) (us) Temperat
7,5 4,5 506 22,1
7,3 42 573 22,1
7,3 4.8 580 22,1
7,5 49 584 22,1
7,7 4,9 600 22,1
22 dia
O.D Cond
pH (mg/L) (us) Temperat
7,8 43 526 22,1
7,9 4,2 583 22,1
7,9 4,2 580 22,1
7,8 4,2 584 22,1
7,7 5 610 22,1
32 dia
0.D Cond
pH (mg/L) (us) Temperat
8 3,5 506 22,1
8,3 3,2 573 22,1
8,3 3,8 580 22,1
8 3,9 584 22,1
8,3 3 600 22,1
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2.3 Teste cronico Cloro ativo do hipoclorito de cédlcio Ca(ClO),

Co
C1
C2
C3
C4

Co
C1
C2
C3
C4

Co
Ci
C2
C3
C4

12 dia
0.D Cond
pH (mg/L) (us) Temperat
7,2 4,0 501 22,1
7,2 4,0 523 22,1
7,3 4,5 560 22,1
7,5 4,6 574 22,1
7,4 4.8 590 22,1
22 dia
O.D Cond
pH (mg/L) (us) Temperat
7,8 4,0 501 22,1
7,9 4,1 523 22,1
7,9 4,1 560 22,1
7,8 4,2 574 22,1
7,7 4,0 580 22,1
32 dia
O.D Cond
pH (mg/L) (us) Temperat
8 3,0 500 22,1
8,3 3,1 523 22,1
8,3 3,2 520 22,1
8 3,3 584 22,1
8,3 3 580 22,1
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