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BIOENSAIOS EM FLUXO SEMI-ESTATICO, UM EQUIPAMENTO SIMPLES PARA
MEDIR TOXICIDADE AGUDA EM PEIXES TROPICAIS PEQUENOS DE
AGUAS NATURAIS

(Semi-static bioassay flow, a simple equipment for measuring acult toxicity upon small
tropical fishes from fresh waters)

RESUMO

Apresenta-se neste trabalho, uma técnica simples
¢ pritica, yut pemmite avaliar a toxicidade aguda em pei-
¥es Iropicais pequenon. O cquipamento superido, o qual
pode ser utilizado para medir & toxicidade de vérias subs-
tincias, permite gvaliar as variagBes dos parimetros fisico-
quimicos de amostras tomadas dos tratamentos constiti-
dos de nitrato de mercirio nas concentragies de 0;100:
150;175;200;225 & 250 ughp.1 ™!, a cada 24 horas com
precisao e sensibilidade, durante todo o bioensaio, Dew-
do aos baixos valores das DUM.S, (Diferengas Minimas Sig-
nificativash, os testes the Fischer e de Tukey mostraram
haver diferengas tanto entre os blocos quanto entre os tra-
tamentas, Contudo estas diferengas ndo foram significati-
was do ponto de vista bicldgico, sendo aceitivels, Apds a
coleta das amostras, uma solucdo identica previamente
preparada repos 36 do volume inicial. Durante a troca de
dgua, os peixes permaneceram nos aquirios em bogs
condigies de sadde. Obitos nie foram observades no tra-
tamento controle. Desta forma conclue-se que a letalida-
de observada foi devida somente a substincia toxica pre-
sente.
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ABSTRACT

A simple and practical technigue for meassuring
acute toxicity in small tropical fishes is discribed, The
equipment wied, which has been developed to measure
toxicity due to any toxic substance, was helpful in the
evaluation of vadation in physico-chemical parameters
with precision and sensitivity in samples taken from treat-
ments, consisting of mercury nitrate in concentrations
of 0;100;150;175;200:225 and 250 wgHg1~!, every 24
hours during the entire bicassay. Due o the low values
of D.M.5. (Minimal Significant Differences) both Fischer
and Tukey tests showed differences between blocks and
also between treatments. However, these differences were
not biologically important, falling within an acceptable
variability. After sampling, 56 of the initial volume were
replaced by an identical solution, previcusly prepared.
The fishes remained in good health in the aquaria dering
witer replacement. Mo death was observed in the contral
and it is therefore possible to state that lethality was due
only 1o toxic substances,

1. INTRODUCAO

Como as andlises quimicas nio sdo su.
ficientes para determinar o efeito dos
efluentes sobre a vida aqudtica, os bioen-
saios vém sendo considerados uma impor-
tante ferramenta na caracterizacio do grau
de poluicio das dguas (American Public
Health Association, 1975),

A QOrganizacdo Internacional de Padro-
nizagio {ISO) tem enfatizado que na ava-
liacdo dos efeitos de uma substincia téxi-
ca 8 fundamental que as condicdes experi-

mentais sejam muito bem estabelecidas
(150 1975). Para tanto & necessdrio manter-
52 um rigido controle dos pardmetros frsi-
co-quimicos, de forma que estes permane-
cam estaveis ou bem préximos dos valores
exigidos pela biota. Tais pardmetros estio
diretamente relacionados com os resulta-
dos a serem obtidos nos bioensaios (TO-
MASS0 et alii, 1980).

O propésito deste trabalho & apresen-
tar um equipamento simples e pritico para

(1v Pesguisadores Cientificos — Seqo de Limnologia — Divisio de Pesca Interior — Instituto de Pesca.
[2) Engenheiros Agrinomos - Secdo de Hidrologia — Centro de Energia Nuclear na Agricultura — USP - Piracicaba,
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sa conduzir bioensaios de toxidez aguda
para peixes tropicais pequenos. Neste sis
terna o5 pardmetros ambientais dos agua-
rions 5o mantidos aproximadamente cons-
tantes durante todo o experimento. Utili-
raram-se nNos ensaios EGI"ICE‘I‘IHECEES Cres-

centes de mercario Hg(NOgzlp, devido ao
fato de ser este elemento um dos metais
mais tdxicos para os organismos agqudti-
cos (JAAKKOLA et alii 1972). Contudo,
este sisterna poderd ser utilizado para uma
grande wvariedade de substancias téxicas.

2. MATERIAL E METODOS

O eqguipamento é constituido por
aquérios com capacidade de 3 litros, com
as dimensoes de 245 x 11,5 x 17 5cm. As
7 unidades experimentais selecionadas fo-
ram dispostas sobre uma bandeja plastica,
afim de prevenir derramamentos de |Tgui-
do, provocado por algum acidente (FIGU-
RA 1). Os aquéarios foram revestidos inter-
namente com sacos de pelietileno comum.
Apds o ajustamento do plastico adicionou-
-s¢ 3 litros de dgua mole deionizada no seu
interior. O pequeno espaco existente entre
as paredes do pléstico e do vidro, foi preen-
chido com dgua de torneira (FIGURA 2).
Do sistema de aeragio usual empregado em
laboratdrio, o ar foi levado por tubulagio
de borracha a um filtro de agua, O ar ja
purificado pelo filtro de dgua ao sair por
tubo de vidro inserido na tampa de barra-
cha, foi conectado a tubulages de latex,
com 1 cm de didmetro externo e paredes
de 0,2cm, dispostas a cerca de 20 cm de
linha de agudrios. A tomada de ar a cada
um dos agqudrios, foi conseguida com o
auxilio de agulhas de injecio descartaveis,
inseridas na tubulacio de latex. A extremi-
dade livre de agulha, foi adaptado cerca de
20em de cinula plastica, flexivel e a esta,
pequeno tubo de vidro de 0,8 cm de didme-
tro & cerca de 20 cm de comprimento, que
depois de passar por uma perfuragio em
pequena peca de madeira encaixada nas
boradas do aqudrio, foi mergulhado na dgua
dos aqudrios. O controle do fluxo de ar,
faoi consequido primeiramente através de
uma requlagem grosseira diretamente da to-
mada de ar do lzsboratdrio. A regulagem
fina e individual de cada aquario, foi efeti-
vada pela maior ou menor introducdo do
tubo de vidro na #gua dos aquérios (varia-
cdo na pressio na extremidade dos tubos,
determinada pela altura de imersdo). Para
tanto, foi adaptada sobre a peca de madei-

11%

ra atravessada pelo tubo condutor de ar
um pregador de roupas que além de manter
fixo o tubo de vidro, permitiu uma regula-
gem perfeita da sua altura dentro do agqua-
rio. Esse dispositivoe embora bem simples,
permitiu a regulagem em cada dos aqué-
rios de 3 bolhas por segundo, suficiente
para manter o oxigénio dissolvido (OD)
numa taxa proxima ao ponto de saturacdo
(FIGURA 2 e TABELA 1),

Durante o periodo experimental a so-
lugio foi trocada a cada 24 horas (150
1976} por meio de sifio. Por ocasifio do
sifonamento, foram coletadas amostras
para afericio do oxigénio dissolvido, pH
e dureza dos aguérios, As determinagbes de
oxigénio dissolvido foram feitas pelo méto-
do proposto por WINKLER 1888 (GRAS-
SHOFF, 1976). A dureza, expressa em mili-
gramas de CaCO3, por litro, foi determina-
da pela metodologia usual (ROSEMCRAM-
CE, 1966). O pH, através de um eletrodo
de vido G 606 e um eletrodo de calomela-
no, k 401, ambos fabricados pela Radiome-
ter. & temperatura foi estimada colocando-
-5¢ um termdmetro no espaco existente en
tre a parede do vidro & o saco de polietile:
no, preenchido com dgua de torneira. Ao
final de cada amostragem 05 agquarios apre-
sentavam-se com 1/6 {B00ml) de seu volu-
me inicial, que imediatamente foi reposto
com solugio de mesma concentracdo.

(s peixes utilizados pertencem & espé-
cie Lebistes reticuwlatus, fam.  Poecilidae, e
foram coletados nos lagos pertencentes a
Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz Piracicaba-SP. Inicialmente os
exemplares foram mantidos por duas sema-
nas em tanques aerados de 150 litros, con-
tendo dgua de torneira desclorada, O perfo-
do de aclimatacio consistiu na transferén-
cia desses exemnplares para aqudrio aerados
de 30 litros contendo dgua mole deioniza-
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da, na mesma composigio a ser usada nos
experimentos. A supressio da alimentacio
foi iniciada 48 horas antes do infcio do en-
sain, e foi mantida no decorrer do periodo
de teste (96 horas). Da populagdo estoque,
sglecionaram-se individuos com compri-
mento total ao redor de 20 mm e peso me-
dio de 120 mg. A biomassa média por uni-
dade experimental somou 1000mg.

A substincia toxica utilizada foi ni-
trato de mercirio, com concentragdes va-
riando de 0 a 250 ugHg.1-1.

Qs ensaios foram conduzidos em labo-

ratdrios contendo aparelho de ar condicio-
nado, onde um termo-higrégrafo 13 instala-
do niio registrou variages sensiveis na tem-
peratura ambiente.

0O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, esquema fatorial
4 (tempos decorridos do teste) x 7 { con-
centragdes de merclrio na dgua)l com 3
repeticies, Foi realizada a andlise de varian-
cia para os pardmetros considerados e os
seus valores meédios foram comparados pela
teste Tukey ao nivel de 5% de probabilida-
de.

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos acham-se
presentes na TABELA 1. Dos pardmetros
pesquisados, a dureza ndo foi submetida
& andlise estabelecida por ndo apresentar
variabilidade ao longo do experimento, &
excessio da concentracio de 100 ugHg/1
nos hordrios de 72 e 96h. Na TABELA

TABELA L

2, verifica-se a andlise de varidncia para o
pH, OD e Temperatura (oC). As TABELAS
3b indicam as meédias obtidas para concen-
tracio de Hg no meio e tempo decorrido
mostrando as diferengas existentes entre
as causas de variagtes do ensaio.

Estinaetiva dos pardmetros {isco-quimicos, apds 24, 48 72 ¢ 9% haores do inicio do teste, uidlizanda pitrsta de merairio
em sele concentragGos (0, TO0, 150, 175, 200, 235 = 250 ngﬂin.l"l:- v Lebisies rerioealofus

Parimetras Tempa apas o inicko do testo, (harask
Hgi ™0 Fisien—
Quimicos 4 48 T2 6
PH 677 0,0 700 £ 08 6,8 £ 001 &2t o0z
0 oD 718 0o T40% 0,02 12T a0 7.0t 002
Dugiets 2ot o4 12,00 & 041 Izt | 3200t 041
Tempesarum °C | 220 %000 130 Lo na Taon | 200 *oon
PFH & 10 0,02 710 % ap2 7,06 001 703 L 0.0
104 oo 7.0 0,09 7,252 0,08 7,20 % 0,08 720 005
Thureza 1200t 041 1300 0,41 15,001 0,94 36,00 T .04
Temperatuza 2C 220 La00 0 %000 220 L oon 00 T oaoe
FH 6121001 690% 0,02 600 02 6,95 % 0,02
150 o0 7.22% 002 7.20% 0,00 123 paz 720 % 0,09
Dureza 1200 % 041 3001 n41 1300 F B4l 1200 % 041
Temperaturs 2C 220 *oon 230 000 o Yoo | 1,5 toan
FH 746 L2 T00% 0402 705 T 02 7,01 T a,m
175 oo, TI8E 002 7158% 0,02 7,20t o2 7,05 10,02
[ureza 3200 n4l az oot o4 Ja0tam 1200% 0,41
Temperstura °C | 225 T op0 230 oo o oo | 210 * 000
PH 6,39 X pa0 T10% 0,02 7,06 £ 0,01 7t o
200 oD, 124t 1,22 % 0,02 7,20 & a,02 a8t 02
Drarvia a0t o4t 32,005 041 200t 04 3200% 0,41
Temperatura °C 23,0 E0,m 2.0 Lom 225 4,00 20,5 0,00
PH 6,00 £ 002 7005 0,0 7,06 % 0,01 T tom
225 oD, 7,00 E 0,02 7,20 £ 0,02 7,201 002 7181 002
Dureza 3t adl 32007 0,41 32007 041 3x00t 04l
Temperatura “C 5,0 % 0,00 30 a0 2200 000 21,0 * oo
FH 692 0,01 700 001 706 L 003 7,05 L o2
250 oo, 7,241 g0 1.25 L 0,02 724 L poz 7,30% 0,02
Dhurezs 30002 041 32,001 041 LU0 T 0L 32,00 * 041
Temperatara *C | 250 0,00 230 toan 128 o000 | 20 oo
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TAHELA 2
Andlise de variincia obtida para os parimetros pH, OD
T.

pH on T
Gl oM GL oM

Tempo 3 040 **
Cone. He. & 008 *+*
Residuo 13 0,08

3 0002+ 3 4,75%*
& 0005** & 039+
18 0004 18 0,14

*  nivel 5% de significinciz
**  nivel 1% de significancia
TABELA 3a
Média obtida para o3 pardmetros pH, OD e temperatura,
nas respectivas concenbragdes de mercirio ne meio.

Conc. Hg pH oD T{OC)
4] 6,89 a T.i2a 21,50 a
100 6,82 7,21 ab 1M,12a
150 6713 721 ab 21,172
175 703a T.21 ab 12a
200 68%a T.21 ab 22253
2125 6,80 a 7,1% ab 22258
250 -1,01a 7.23¢ 3237 a
M5 0544 0,05 0562

letras diferentes indicam diferengas estatisticamente sig-
nificativas zo nivel de 5% no teste de Takey,

TABLLA 3h
Média obtida para os pardmetros pH, OD ¢ temperaturas,
s respectivos tempos decorridos do ensaio.

Tempa pH oD T
{horas)
24 6,54 b 1,21 a 12,50 ab
48 703 7202 23,00 a
T2 7,00 a 7,19 ah 22000
ke 700 8 T17Th 071 c
oMS 0,376 0,026 0,516

I=tras diferentes indicam diferengas estatisticamente sig-
nificativas a0 nivel de 5% no teste de Tukey,

FIGURA 1 —Vista geral da disposigio dos aguirios aerados, que constituem a unidade experimental para bioensaios de
mxider apuda em fluxo semi-estatico.
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FIGURA 2 —Detalhe dos sitema de acragfo de aquirios, mostrando o revestimente interno opcional, que permite a to-
mada da temperatura sm contato com a substincia (0xich
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A espécie de peixe escolhida, além
de ser abundante e disponivel, possui tama-
nho adequado para ser utilizada em nime-
ro suficiente requerido pelos métodos
bioestatisticos. E, em combinacio com a
unidade experimental proposta, fornece
uma atima relacdo de biomassa por volume
de A4gua recomendado pela literatura
{AMERICAN PUBLIC HEALTH AS50-
CIATION, 1975; SPRAGUE, 1969a). Ou-
tro fator que corrobora para esta definigdo
& gue os pardmetros frsico-guimicos afe-
ridos estio na faixa requerida pela espécie
testada (IMARTY, 1973}

Dentro de sua praticidade pode-se
destacar algumas vantagens destes sisterna.

A troca de solucdo & procedida facil-
mente, & permite avaliar simultaneamente
pardmetros flsico-quimicos. A amaostragem
g a capacidade do aquério sio adequadas
para a aplicagio da metodologia quimica
citada, fornecendo volume de solugdo para
andlises em triplicata, de todos of pard-
metros, sem que nenhum disturbio ocorra
para 05 exemplares que permanecem no
aquario,

O sistema proposto pode ser utiliza-
do para se testar a toxicidade aguda de
uma ampla variedade de substincias qui-
micas e efluentes, pois permite gue pela
simples remocio da bolsa pldstica, que se
faga o experimento em aquarios com pa-
rede de vidro e vice-versa, Isto porque al-
guns toxicantes decrescem em concentra-
cio com o tempo, pela adsorgdo nas pare-
des dos aquarios (SPRAGUE, 1969, e
esta adsorciio & fungio do material que es
td em contacto com a solugdo, Mo caso
de sais mercuriais existe uma controversia
para gue se utilize ou pldstico ou vidro
(IS0, 1975; WEISBART, 1972).

Com relacio 4 estabilidade dos para-
metros fisico-guimicos nos aquarios, pode-
-se dizer que foi satisfatéria, pois ndo se
observaram d&bitos no tratamento teste-
munha e as determinagdes periodicas maos-
traram que as diferengas existentes tanto
entre tratamentos gquanto em relagdo ao
tempo s30 pequenas.

A exatiddo dos resultados obtidos é
fungdo do sistema em si e da metodologia
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analltica adotada na aferigdo dos pardme-
tros. Como estas técnicas esto hd muito
estabelecidas, as causas de wvariabilidade
devem ser legadas a primeira hipGtese,
Excecdo seja feita aos resultados de dure-
za do tratamento 100 pgHg. 1™ nos tem-
pos de 72 e 96 horas, onde 36 mg CaCO3,
aparece como um valor 10% maior que os
demais.

Mo sistema proposto, o oxigénio dis-
solvido, determinado  pelo metodo de
Winkler, 1888, apud, GRASSHOFF, 1976,
ndo sofre alteracdo de seu valor real, pois
pela capacidade do aguario, foi possivel,
durante a amostragem, fazer transbordar,
pelo proprio sifio, um wvolume de agua
igual a 2 veres ao volume do frasco apro-
priado para determinacio de O.D. Assim,
eleminou-se a dgua sujeita a alguma influén-
cia da operagio de sifonamento. Nestas
condigdes, verificou-se que © oOxigénio
dissolvido apresentou  wvalores proximos
& saturacdo na temperatura obtida.

A andlise estatistica dos dados reve-
lou que, com relagdo ao pH, ndo houve
diferencas significativas entre concentra-
cdo de mercdrio do meio mostrando que
este parimetro ndo depende da wvaridvel
considerada (TABELA 3a). Entre tempos,
verificou-se uma diferenca ac nivel de 1%
[F) de significincia para o periodo de 24
horas, gue apresentou um wvalor meédio
menor do que os demais . (TABELA 3b).
Este resultado estd relacionado com a
capacidade tampao do meio,

Quanto ao oxigénio dissolvido, as di-
ferencas foram significativas tanto entre
tempo decorrido como entre concentra-
cdo de Hg. O teste F foi altamente signifi-
cativo a8 1% para ambos as varidveis. Assim,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, 260ug
de Hg/t  difere dos demais tratamentos,
apresentando o valor mais alto para o 0.0,
{TABELA 3a). Isto pode ter ocorrido por
influéneia da biota, que era bastante redu-
zida neste tratamento em comparacio com
os demais, como o tratamento controle,
gue apresentou o mais baixo valor médio
de 0.0, A alta suscetibilidade da espécie
ao mercirio fez com gue todos os exem-
plares fossem mortos no referido trata-
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mento, mesmo antes de se completar o
periodo inicial de 24 horas. Os tempos de
24 e 48 horas ndo diferiram estatisticamen-
te e apresentaram os valores mais altos de
0.D., sendo 7,21 e 7,20 respectivamente.
(TABELA 3b). Os tempos relativos a 72
e 96 horas, diferiram dos periodos ante-
riores & nivel de 5% para o teste de Tukey,
apresentando teores de 0.D. iguais a 7,19
e 7,17 respectivamente,

Com relagdo a temperatura, o teste
F foi altamente significativo para tempos
e significative ao nivel de 5% para concen-
tragles de mercurio. Entretanto, com auxi-
lio do teste Tukey ao nivel de 5% pode-se
verificar ndo ocorrer diferengas significati-
va entre guaisguer concentracio de Hg
(Tukey = 5%) (TABELA 3a), o que é ra-
zodvel, pois a temperatura ndo é funclo
da concentragdo de mercdrio na dgua.- Po-
de-se observar que a diferenca existente
entre tempos indica existic 4 médias esta-
tisticamente diferentes. Para o perfodo
de 24 horas a temperatura foi igual a

2259C; para o perfodo de 48 horas,
23,09C; para 72 horas, 22,0°C e para
96 horas 20,70C. A amplitude de variacio
para o teste foi 2,3°C. Ao se considerar
a variacdo da temperatura entre perfodos
adjacentes de 24 horas, esta variabilidade
posicionou-se em torno de 19C, valor es-
te aceitdvel para o intervalo considerado
(SPRAGUE,19690).

Finalmente, & bom salientar que as
significancias estatisticas verificadas ocorre-
ram fundamentalmente porque, sem exces-
sdo, para todos os pardmetros analisados
o coeficiente de variacio foi muito peque-
no, como indicado pelo baixo valor relati-
va da D.M.S.. E mesmo assim como discu-
tido acima, nio foram de significdncia bio-
logica, estando dentro de uma variabilida-
de aceitdvel. Isto significa que a letalidade
g ser observada em experimentos que uti-
lizem estz sisterna seja atribuida a subs-
tédncia toxica ou ao efluente testado. Tudo
isto podendo ser conseguido de forma sim-
ples & a um baixo custa.
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