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RESUMO

Os efeitos da contaminacdo ambiental por substancias téxicas sdo extremamente relevantes para a
ecotoxicologia. Os ecossistemas aquaticos sd0 muito propensos a contaminacdo, sendo alvos de uma
diversidade de elementos e compostos que dependendo da concentracdo e do tempo de exposicdo, podem
causar severos danos aos organismos. Dentro dessas substancias, destaca-se a acrilamida, um mondmero
industrial que apresenta risco carcinogénico e causa alteracBes no sistema endécrino dos seres vivos. A
acrilamida possui uma infinidade de aplicacdes, entre eles destacam-se: a construcdo civil; como base para
poliacrilamidas, que sdo usadas como floculantes no tratamento de dguas para abastecimento e aguas residuais,
nas indastrias de cosmeéticos, papel, téxtil, em laborat6rios. Também se forma a partir de alimentos fritos ou
cozidos a altas temperaturas e na queima do tabaco. Sua forma de absor¢do em animais e seres humanos se da
através da ingestdo, inalacdo ou absorcdo da pele. Por esse motivo a Portaria 2914/2011 estabelece um limite
méximo de 0,5 pg.L™ de acrilamida para agua potavel. Contudo, ndo hé evidéncias na literatura sobre a
deteccdo da acrilamida nas aguas brasileiras para consumo humano. A rapida e precisa avaliacdo da toxicidade
da dgua é uma importante ferramenta para a seguranca ambiental, como o0s organismos fitoplancténicos podem
ser prejudicados pela acdo de substancias toxicas e os resultados dessa exposicdo se refletem sobre a
produtividade priméaria da cadeia alimentar aquatica, estes organismos sdo considerados muito Uteis para
estimar a toxicidade de micropoluentes. O objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis efeitos toxicos da
acrilamida sobre parametros fisioldgicos da cloroficea Desmodesmus quadricauda. As algas foram cultivadas
em meio WC, sob condicbes controladas de temperatura (24 + 2 °C), intensidade luminosa de 4400 lux e
fotoperiodo (12:12 h claro:escuro). As células em fase de crescimento exponencial foram expostas por 72h a
distintas concentracBes de acrilamida, os resultados foram expressos através da CEs, que consiste na
concentracdo que causa a inibicdo de 50% do crescimento algdceo em comparagdo ao grupo controle. A
metodologia de analise aplicada foi a contagem microscépica, monitorada durante todo o periodo de
exposigéo.IOs resultados indicaram que a CEsg da acrilamida para a espécie Desmodesmus quadricauda € de
5,88 mg.L™.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 1




Longresso Brasileiro de _
EBE ﬁ Engenharia Sanitaria e fimbiental
Y a B de Outubra de 2015 | Rio de Janeiro | A) ABES
PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicidade, acrilamida, desreguladores endocrinos, microalgas.

INTRODUGAO

A populacdo de um modo geral faz uso de diversos produtos quimicos no nosso cotidiano, seja com a higiene
pessoal, limpeza, medicamentos, alimentos, entre tantos outros. O uso indiscriminado desses produtos pode
levar ao acimulo de micropoluentes no meio ambiente. O fato é que a exposi¢cdo prolongada a esses compostos
e seus subprodutos que interagem com 0s sistemas naturais e com a salide humana, pode acarretar em prejuizos
a salde dos organismos Vivos.

A &gua mais do que um insumo indispensavel a producdo e um recurso estratégico ao desenvolvimento
econdmico, € vital para a manutencdo dos ciclos bioldgicos, geoldgicos e quimicos que mantem em equilibrio
os ecossistemas (CAMARGO, 2002). Portanto este recurso se torna crucial ndo apenas quando consideramos o
aspecto quantitativo dos recursos hidricos (demanda X oferta), como também a qualidade da agua para o uso
ao qual for destinada. Dessa maneira, as intervencdes humanas precisam ser pensadas de maneira estratégica,
de modo que exista uma gestdo do uso da bacia hidrogréfica, protegendo areas importantes sobre o ponto de
vista ecoldgico e dando o tratamento adequado a&s areas mais sensiveis a poluicdo, como éreas urbanas,
industriais e agricolas.

Diante dessa problematica, sdo utilizados tratamentos fisicos e quimicos para o tratamento da agua e dos
efluentes. O tratamento da agua para abastecimento pode ser convencional ou avancado, dependendo da
qualidade da agua bruta a ser tratada. Estas metodologias compreendem diversas etapas que utilizam inimeros
reagentes. Estudos realizados pelo Ministério da Salde, relatados em um relatério elaborado pela FUNASA no
ano de 2007, alertam sobre a formacdo de substancias carcinogénicas e mutagénicas resultantes dos
subprodutos gerados em decorréncia do processo de degradacdo dos elementos indesejados na &gua,
especialmente na remo¢do de matéria organica e patdégenos. Os mais conhecidos sdo 0s compostos
organoclorados e os trihalometanos (THMs) resultantes das reagdes do cloro com matéria organica.

A acrilamida (C3HsNO) é um mondmero solGvel em &gua com uma infinidade de aplicacdes quimicas e
industriais, na sua forma de polimero, denominada poliacrilamida, pode ser utilizada como floculante no
processo de tratamento da dgua. No entanto, o potencial carcinogénico da acrilamida e seu comportamento de
desregulador enddcrino nos seres vivos é um fator desfavoravel ao seu uso. Considerando o risco associado ao
uso da acrilamida, a portaria 2.914/2011 do Ministério da Sadde, que dispbe sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, estabelece
um limite maximo de 0,5 pug.L™ de acrilamida para a 4gua potavel. Porém néo s&o encontradas informacdes da
deteccdo e do monitoramento dessa substancia na dgua de abastecimento publico.

A ecotoxicologia, ciéncia que estuda a toxicidade de substancias quimicas em organismos vivos, € indicada
para identificar e diagnosticar substancias possivelmente téxicas e seus efeitos no meio ambiente. As algas sdo
importantes bioindicadores da qualidade da &gua, pois representam a producdo primaria de um ecossistema
aquatico, influenciando em todo o ciclo da cadeia alimentar. Por esse motivo, diversas pesquisas como as de
Brayner (2011), Thomas & Hand (2011) e Kovacik et. al (2015) ja foram desenvolvidas empregando algas
como indicadores da poluicdo aquatica. O principio do ensaio consiste em expor uma suspensdo de algas com
densidade conhecida, juntamente com um meio nutriente, a diversas diluicbes da substancia a ser testada, por
um periodo de 72 horas, sob condi¢cdes pré-estabelecidas. O resultado é determinado pela comparacdo da
reproducdo das algas nas diluicGes contendo o reagente, em relacdo a um controle aonde ndo foi adicionado
nenhum tratamento.

Perante a falta de informagdes acerca das concentracdes de acrilamida encontradas na agua potéavel e seu risco
potencial a salde humana, o principal objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos toxicolégicos da acrilamida
em uma cloroficea através de ensaios ecotoxicoldgicos. Os resultados podem auxiliar na compreensdo do
comportamento da acrilamida em distintos organismos e sua interacdo com o meio ambiente, fornecendo
subsidios para a quantificacdo das concentracBes de acrilamida que representam risco para a comunidade
aquatica e consequentemente a salde humana.
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MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram conduzidos segundo metodologia proposta por APHA (2005), OECD/OCDE (2011) e
ABNT (2005) com adaptacdes. O principio do teste consiste em expor uma suspensdo de algas com densidade
conhecida a diferentes concentracdes de uma substancia toxica, durante um periodo de 72 horas sob condicGes
pré-estabelecidas. O resultado é expresso através da inibicdo do crescimento da biomassa algacea em relacdo
ao controle, sob as mesmas condicdes de ensaio.

Para a realizacdo dos testes foram utilizadas culturas axénicas e monoalgais de Desmodesmus quadricauda,
doadas pelo Departamento de Biologia da Universidade Federal de Rio Grande. As culturas foram mantidas
em meio de cultura Water Culture — WC com ajuste de pH para 7,0 através de HNOz; ou NaOH, sob
temperatura de 24 + 2 °C e regime de iluminacdo de 12 horas/dia. Para a obtencdo de individuos de
Desmodesmus em fase exponencial, a cultura-estoque foi iniciada quatro dias antes da realizacdo do ensaio e
mantida sob as mesmas condi¢des de temperatura, iluminacédo e agitacdo do ensaio definitivo.

Os testes foram realizados em triplicata e apds o preparo dos frascos do grupo tratado com acrilamida e do
grupo controle os mesmos foram instalados em uma incubadora a 24 + 2 °C, com iluminacédo continua de 4500
lux e agitacdo constante, por um periodo de 72 horas. A cada 24 horas foram retiradas aliquotas de 12 ml por
frasco, fixadas em lugol para analise da biomassa algacea, realizada através de contagem microscopica com o
auxilio de uma camara de contagem de Sedgewick-Rafter.

Como o objetivo de um teste de toxicidade cronica com algas é obter a concentracdo que iniba 50% do seu
crescimento, testaram-se oito concentracdes de acrilamida, que variaram de 2 a 15mg/L. Apds o resultado das
contagens microscépicas, realizou-se o calculo da taxa de crescimento especifico/dia™ para cada concentrag&o
a partir da Equacao 01:

. InX;—ln X; .
Equagéo (01): p;_; = —r-'r—‘[dm: h

fil

Onde:
Mi.j= corresponde a taxa de crescimento especifica no tempo i —j;
X;= a biomassa no tempo i;
Xj= a biomassa no tempo j.

Munidos das taxas de crescimento especifico dia™ para cada periodo do experimento (0-24h, 24-48h, 48-72h)
calculou-se a percentagem média de inibicdo de crescimento para cada concentragdo através da Equagdo 02:
Equagdo (02): %1, = Be-ir w100
He
Onde:
%I,= percentual de inibi¢do médio da taxa de crescimento especifico;
M= valor médio da taxa de crescimento especifico no grupo controle;
M= taxa média de crescimento especifico para cada tratamento.

A partir dos resultados do percentual de inibigdo para cada concentragdo de acrilamida, foi calculada a CEsg
com o auxilio do programa Trimmed Spearman-Karber. Replicaram-se os testes com o valor da CEs, até obter
um ndmero amostral consideravel. Para avaliar se as diferencas apresentadas entre o grupo controle e o grupo
tratado com acrilamida foram significativas, os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis pelo método de Dunn. A andlise estatistica foi realizada através do software BioEstat 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacéo da CEsy

Para o célculo da CEs, da acrilamida foram testadas oito concentracdes que variaram de 2 a 15 mg.L™. A
Figura 01 apresenta as curvas de densidade celular, para cada concentragdo no decorrer do experimento,
baseado nos resultados das contagens celulares realizados na cadmara de Sedgewick Rafter. Os resultados
mostram que ha uma severa inibicao do crescimento a partir da concentracéo de 4,0 mg.L™.

Cél/ml x 1000 mg.L-*
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Figura 1 - Densidade Celular do grupo controle e das distintas concentracfes testadas de acrilamida, durante
as trés fases do experimento.

Dispondo dos dados de densidade celular das 24, 48 e 72 horas, foram calculadas as taxas de crescimento
especifico para cada concentracao testada durante os trés periodos avaliados. Comparando os valores obtidos
para cada concentracdo em relagdo a taxa de crescimento especifico do grupo controle, calculou-se o
percentual de inibicéo de crescimento.
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Tabela 1- Taxa de crescimento especifico e percentagem de inibicdo de crescimento para cada
concentracdo de acrilamida testada.

Conc. 24h Taxa Taxa 72h Taxa Tgxg Percentagem de

Acrilamida  Dens.  Cresc. Esp. 48h Dens. Cresc. Esp.  Dens.  Cresc. Esp. Média inibicéo do cresc.
(mgLy)  Cel.  (0-24h) Cel.  “oaash)  cel.  (48-72h) E()?;;’) (%)
2,0 56700 1.418 200250 1.26 792250 1.38 1.35 3.87
4,0 36350 0.974 106000 1.07 165000 0.44 0.83 41.1
6,0 50500 1.303 106125 0.74 144916.7 0.31 0.79 44.1
7,0 47700 1.245 74375 0.44 96833.33 0.26 0.65 53.7
7,5 45350 1.195 71250 0.45 86416.67 0.19 0.61 56.4
8,0 46750 1.225 60937.5 0.27 74833.33 0.21 0.57 59.8
9,0 39850 1.066 48875 0.20 46812.5 -0.04 0.41 70.9
15 45850 1.206 32937.5 -0.33 34937.5 0.06 0.31 77.9
Controle 66500 1.578 263062.5 1.38 932750 1.27 1.41 0.00

A partir dos calculos do percentual de inibicdo de crescimento das concentragfes, em comparagdo ao resultado
do controle, onde ndo se observou nenhuma inibicéo de crescimento, calculou-se a CEs, da acrilamida com o
auxilio do programa Trimmed Spearman- Karber - TSK. Os resultados obtidos demonstraram que a CEs, da
acrilamida para a Cloroficea Desmosdesmus quadricauda é de 5,88 mg.L™ (5,23 — 6,63). Quando comparado a
outros trabalhos, como o de TAKAHASHI (2005), que testou a toxicidade da acrilamida na cloroficea
Chlorella kessleri e obteve uma CEs, de 7,8 mg.L™. Evidencia-se a alta sensibilidade do organismo testado,
que mesmo quando submetido a concentracdes inferiores ao relatado na literatura, apresentou uma inibi¢do no
crescimento significativa.

Crescimento Populacional

Diante da CEs, de 5,88 mg.L™ foram realizados 8 testes em triplicata para avaliar o comportamento da
microalga Desmodesmus quadricauda. As triplicatas foram analisadas e os valores que apresentaram um
coeficiente de variacdo superior a 30% foram descartados e substituidos pela média dos dois valores restantes.
Os resultados das contagens celulares sdo apresentados na Figura 02.
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Figura 2 — Densidade celular da CEs, durante as trés etapas experimentais. A abreviacdo “C” corresponde ao
grupo controle, “T” ao grupo tratado com acrilamida.

As hipoteses consideradas para a analise estatistica foram:

1. Se ocorreram diferencas significativas entre o grupo tratado com acrilamida (CEs,= 5,88 mg/L™)
em comparagdo aos resultados do controle, em trés pares amostrais, durante o periodo de 24, 48 e
72 horas.

2. Se ocorreu variagdo significativa dentro das amostras do grupo controle entre os periodos das 24,
48 e 72 horas.

3. Se ocorreu variagdo significativa dentro das amostras do grupo da CEsy, entre os periodos das 24,
48 e 72 horas.

Os resultados da andlise estatistica confirmam que houve diferenca significativa, (p<0,05) no crescimento
populacional do grupo tratado com acrilamida em relacdo ao grupo controle durante as trés etapas do
experimento. Quando se analisou a densidade celular dos grupos separadamente, (controle e tratamento),
durante as 24, 48 e 72 horas, ambos os casos diferiram significativamente, comprovando o crescimento
exponencial das algas durante as 72 horas do experimento. Esse resultado comprova que a acrilamida afetou o
crescimento populacional da cloroficea D. quadricauda.

CONCLUSOES

Os resultados desse estudo indicam que houve toxicidade da acrilamida nas células da microalga
Desmodesmus quadricauda. A presenca da acrilamida causou alteracGes significativas sobre o crescimento
populacional da espécie avaliada. D. quadricauda mostrou-se sensivel a acrilamida, que foi inibitéria para
50% da populacéo (CEsp)em 5,88 mg.L™ . Os resultados obtidos nessa pesquisa alertam para a necessidade do
monitoramento das concentracdes de acrilamida nos corpos hidricos, que podem causar toxicidade a esta
espécie e, provavelmente, a outras espécies fitoplanctonicas. Os parametros afetados pela acrilamida em
Desmodesmus quadricauda sdo importantes do ponto de vista ecotoxicologico, pois ameagam
sistematicamente o equilibrio dos ecossistemas aquaticos que podem ser afetados pela presenga dessa
substancia, disponivel em inimeras fontes poluidoras.
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