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RESUMO

A Daphnia magna é um microcrustaceo de agua doce frequentemente utilizado em ensaios ambientais
para determinagdo de toxicidade especialmente em ambientes aquaticos, isso porque, ¢ um
microcrustaceo de agua doce, com alta capacidade reprodutiva e de facil cultivo. A utilizagdo de
microcrustaceos ¢ compreendida dentro da ecotoxicologia como forma de demonstrar os efeitos da
contaminagdo ambiental em varios niveis troficos. O objetivo do presente relato é demonstrar a
metodologia utilizada para o cultivo do microcrustaiceo Daphnia magna para fins de analises
ambientais. Para tanto, utilizou-se a norma técnica ABNT NBR 12.713/2016 como norteadora tanto do
cultivo como das analises posteriormente realizadas, tendo como resultado um cultivo saudavel, o que
infere-se através de teste de sensibilidade com substancia de referéncia, onde foi possivel a realizagdo
de teste de toxicidade aguda em amostras de agua de abastecimento publico.

Palavras-chave: Daphnia magna. Ecotoxicologia. ABNT NBR 12.713/2016.

INTRODUCAO

Com um quadro de contaminag¢ao ambiental evidente e se agravando a cada dia, existe
uma preocupacdo com o aumento dos casos de polui¢do no ambiente, bem como com os
reflexos desse fato para sua qualidade. Para identificar o nivel de polui¢do no ambiente, se
utilizam os conceitos de toxicologia, que consistem no estudo dos efeitos deletérios causados
por determinadas substancias em organismos vivos (BAIRD; CANN, 2011).

A necessidade de quantificar os efeitos da polui¢do nos organismos vivos gerou a
integracao da ecologia com a toxicologia (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013) de forma
que, de acordo com D&rr et al. (2014) essa interagdo ficou denominada ecotoxicologia e

abrange a caracterizagdo, a compreensao € o prognodstico dos efeitos deletérios de substancias
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quimicas de origem antropogénica no ambiente, bem como a avaliagdo de medidas
necessarias para prever, conter ou tratar os danos causados.

Dentre os diversos ecossistemas, 0 ecossistema aquatico ¢ um dos que acaba se
constituindo em refigio temporario ou constante de uma enorme variedade e quantidade de
contaminantes, sejam estes langados no ar, sobre o solo ou diretamente nos corpos d’agua.
Assim, com intuito de obter conhecimentos sobre os efeitos que os agentes quimicos causam
para a biota aquatica, sdo utilizados testes de toxicidade com organismos de adgua doce ou
salgada, em condi¢des laboratoriais ou de campo. Estes testes possibilitam estabelecer os
limites permissiveis para varias substdncias quimicas, e também, servem para avaliar o
impacto que a mistura de contaminantes gera sobre os organismos aquaticos dos corpos
hidricos receptores (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Os testes de toxicidade se baseiam na observacdo do efeito potencial direto dos
contaminantes nos componentes individuais do ecossistema, de maneira controlada e
reprodutivel. Notoriamente utilizam uma grande variedade de espécies, como por exemplo:
organismos aquaticos (microcrustaceos, invertebrados, peixes € girinos), organismos terrestres
(abelhas, minhocas), dentre outros. As espécies sdo selecionadas com base na facilidade de
cultivo bem como levando em conta sua relevancia ecoldgica (DI GIULIO; NEWMAN,
2012). Dentre os objetivos de aplicagdo do teste de toxicidade, um dos principais consiste em
munir-se de dados cientificos que possam ser aplicados para avaliagdo do risco de substancias
quimicas ao ecossistema e a dinAmica populacional (DORR et al., 2014).

Neste sentido, a Daphnia magna merece destaque nos estudos acerca da toxicidade em
agua visto que sdao organismos aquaticos cujo habitat natural ¢ semelhante as condigdes
naturais encontradas na agua, além do que, o breve tempo de exposi¢do € 0s pequenos
volumes de amostras utilizadas sdo aspectos importantes na utilizagdo deste microcrustaceo

(ABNT, 2016).

EM QUE CONSISTE A PRATICA RELATADA
A prética consiste no cultivo do microcrusticeo Daphnia magna que se deu em fungao
da necessidade de averiguar a toxicidade aguda da 4gua de abastecimento publico de uma
comunidade rural que havia sido previamente determinada com multirresiduos de agrotoxicos.
Além do cultivo da Daphnia magna, de forma adjacente, cultivou-se também a alga
Desmodesmus subspicatus que foi utilizada na alimentacdo dos microcrustdceos para que nao

houvesse o risco de contaminag@o do cultivo por meio alimentar.
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CONTEXTO EM QUE OCORRE A ACAO
Essa pesquisa foi desenvolvida como parte do trabalho de conclusdao do curso de
bacharelado em Engenharia Ambiental e Sanitaria da Universidade Federal da Fronteira Sul

no campus de Cerro Largo/RS durante o ano de 2019.

PARTICIPANTES/INTEGRANTES DA ACAO RELATADA
O desenvolvimento da pesquisa ocorreu nas dependéncias do Laboratorio de Aguas e
Ecotoxicologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Cerro Largo/RS por um
grupo de pesquisa que realizou o monitoramento da agua de abastecimento de algumas
comunidades rurais e também de alguns municipios do norte do estado do Rio Grande do Sul,

no qual, a autora estava inserida e prestava colaboragdo voluntaria.

METODOLOGIA

O cultivo do microcrusticeo ocorreu nas dependéncias dos laboratérios da
Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Cerro Largo e comecou com um lote de
Daphnias magna proveniente do laboratorio de toxicologia (Labtox) da Universidade Federal
de Santa Catarina, as quais foram gentilmente doadas.

As Daphnias magna foram cultivadas em béqueres de vidro devidamente higienizados
com alcool 70%, agua da torneira e dgua destilada, ndo ultrapassando 25 organismos por litro
de meio de cultivo. O meio de cultivo sintético (M4) foi produzido em laboratorio seguindo as
recomendacdes técnicas da ABNT NBR N° 12.713/2016.

A manutencdo do cultivo foi realizada trés vezes por semana (segunda-feira, quarta-
feira e sexta-feira) e consistia na troca total do meio de cultivo por um novo, neste momento
disponibilizava-se alimento nos béqueres na propor¢ao de 1,5 mL de suspensdo algacea por
litro de meio de cultivo. A verificagdo do pH e da dureza do meio M4 ocorreram de forma

constantes, visto que, a faixa de pH e dureza indicadas de acordo com a ABNT NBR N°

12.713/2016, ¢ de 7,6 a 8,0 ¢ 175 a 225 mg CaCO3 L! respectivamente. As Daphnias magna
foram mantidas em uma camara de germinagao com temperatura controlada de 20°C + 2°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz por dia. Na Figura 1 podem ser observados exemplares de

Daphnia magna em diferentes faixas etarias.
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Figura 1 - Daphnia magna em diferentes estagios de vida.'
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Todos os procedimentos ambientalmente adequados de cultura da Daphnia magna sao

Fonte: Autora, 2019.

validados através do teste de sensibilidade que indica se o cultivo esta saudavel refletindo
assim na confiabilidade dos resultados do teste de toxicidade (KNIE; LOPES, 2004). Para
testar a sensibilidade das Daphnia magna, utilizou-se uma solucio de dicromato de potéssio, a

fim de verificar a real faixa de concentracdo que gerava toxicidade. Para isso, prepararam-se

diluigcdes de 0,55; 0,70; 0,85; 1,00; 1,15; 1,30; 1,45; 1,60; 1,75 mg L' em baldes volumétricos
de 50 mL. Sequencialmente, 10 organismos neonatos foram expostos em béqueres de 50 mL
com 25 mL de solucdo, em duplicata, totalizando 20 organismos por concentragao.

O controle do teste de sensibilidade foi realizado com 4gua de diluicdo nos mesmos
moldes do teste com concentragdes, em duplicata. O preparo da dgua de diluigdo foi realizado

conforme recomendacdo da ABNT NBR N° 12.713/2016. As dilui¢des foram preparadas a

partir de uma solu¢do mae com concentragao de 10 mg L. Apo0s 24 horas de exposicao em

ambiente com temperatura controlada de 20°C £+ 1°C e luminosidade natural, foi analisado o

1 Nota: (A) Daphnia magna neonato. (B) Daphnia magna adulta em fase gestacional.
(C) Daphnia magna adulta ao final da fase gestacional. (D) Daphnia magna adulta ao final
da fase gestacional desprendendo neonatos.
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nimero de organismos em letalidade ou que nao apresentaram mobilidade e comparado ao
resultado recomendado pela norma técnica ABNT NBR N° 12.713/2016. Em relagdo ao teste
de sensibilidade utilizando o dicromato de potassio, de acordo com Knie e Lopes (2004), os

valores limites de sensibilidade para Daphnia magna devem estar em uma faixa de 0,6 e 1,7

mg L de imobilidade em um teste de 24 horas onde, nesta faixa de concentragdo espera-se
uma mortalidade igual ou inferior a 10% em relacdo ao nimero de organismos expostos para
considerar o lote saudavel. O cultivo da alga Desmodesmus subspicatus ocorreu conforme
recomendacdes da ABNT NBR 12.713/2016, de forma que as algas serviram como alimento

para os microcrustaceos.

RESULTADOS ALCANCADOS
Com o cultivo da Daphnia magna foi possivel a aplicabilidade dos microcrustaceos
nos testes de toxicidade aguda em agua de abastecimento publico e com isso inferir a referida
toxicidade da amostra. Da mesma forma que foi possivel observar o ciclo de vida da
Daphnia magna e também como as condigdes ambientais influenciam no bom

desenvolvimento do cultivo.

O QUE SE APRENDEU COM A EXPERIENCIA

O desenvolvimento da pesquisa ocorreu desde marco de 2019 até dezembro do
mesmo ano. Neste sentido, estendeu-se por todas as estacdes do referido ano com as suas
mais diversas amplitudes térmicas. O controle das condigdes ambientais ¢ muito relevante no
cultivo de microcrustaceos sendo imprescindivel o controle da temperatura, do fotoperiodo e
da alimentac¢ao dos lotes de cultivo.

Neste sentido, os lotes de cultivo eram mantidos em camara de germinagdo com
temperatura e fotoperiodos controlados, em sala previamente climatizada antes da
manipulagdo dos individuos de Daphnia magna e mesmo assim, observou-se intercorréncias
da temperatura no cultivo de forma que, no auge inverno, com a temperatura ambiente
variando entre 10°C e 15°C o cultivo apresentou diminui¢ao reprodutiva sendo possivel
apenas realizar as analises toxicoldgicas mais proximo ao verao onde a temperatura ambiente
média ficava na faixa de 20°C e 25°C que ¢ proximo a faixa de temperatura 6tima para o
cultivo dos microcrustaceos. Dessa forma, observou-se que o bom desenvolvimento do

cultivo tem relacdo direta com as 6timas condi¢cdes ambientais.
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