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Resumo

Na sua definicdo, toxicologia € o estudo dos efeitos adversos de produtos quimicos
sobre organismos vivos. A Daphnia magna é um dos organismos largamente utilizados para
averiguar a toxicidade devido a sua elevada sensibilidade a toxicos. O principal objetivo deste
trabalho foi averiguar a ecotoxicidade de &guas residuais tratadas usando, para o efeito, D.
magna. Foram analisados cinco efluentes, entre os quais um efluente secundario e quatro

efluentes terciarios [ultravioleta (UV), ultrafiltracdo (UF), ozonizacdo e plasma ndo-térmico].

Foram realizados ensaios agudos e ensaios crénicos. Nos ensaios agudos, as dafnias
com menos de 24 h ao inicio do teste, foram expostas a substancia a ser testada, numa gama
crescente de concentragdes, registando-se a morte das dafnias ao fim de 24 h e de 48 h. Em
contraste, 0s ensaios crénicos, implicam a exposicao de dafnias juvenis a substancia de teste
por um periodo aproximado de 21 dias, com 0 objetivo de monitorizar 0 seu comportamento

reprodutivo quando expostas a substancias toxicas.

Uma parte fulcral deste projeto foi o estudo das condi¢Ges mais favoraveis a realizagao
dos ensaios crénicos. Foram testados parametros como o local para a realizacdo dos ensaios,
alimentacdo dos organismos teste (D. magna) e meio de cultura. Por causa do tempo
despendido nesta otimizacdo, foram apenas realizados ensaios cronicos aos efluentes
terciarios tratados por UV e UF. Devido a fatores externos ndo identificados, ndo foi possivel
a realizacdo de um controlo, pelo que foram usados dois controlos disponiveis na literatura

para comparar comportamentos reprodutivos.

Dos ensaios agudos, averiguou-se que o tratamento por ozonizagéo foi 0 que provocou
maior mortalidade nos organismos de teste, tendo sido possivel calcular um ECso de 85,75%.
Nos restantes efluentes, ndo foi possivel calcular o0 ECso, uma vez que a mortalidade das

dafnias ndo foi significativa, assim, foi oportuna a realizacéo de ensaios crénicos.

Dos ensaios cronicos realizados aos efluentes tratados por UV e UF, verificou-se uma
disparidade notavel do numero de descendentes produzidos pelas dafnias submetidas ao
efluente tratado por UV relativamente as submetidas ao efluente tratado por UF, indicando a
presenca de algum composto que possa estar a atuar como um disruptor endécrino, levando a

uma alteracdo reprodutiva das dafnias.
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Abstract

In its definition, toxicology is the study of the adverse effects of chemical products on
living organisms. Daphnia magna is one of the most widely used organisms for ascertaining
toxicity due to its high sensitivity to toxicants. The main goal of this work was to assess the
ecotoxicity of treated wastewater using D. magna. Five effluents were analysed, including a
secondary effluent and four tertiary effluents [ultraviolet (UV), ultrafiltration (UF), ozonation

and non-thermal plasma].

Acute tests and chronic tests were performed. In the acute tests, Daphnia less than 24h
old at the start of the test were exposed to the test substance at a range of concentrations for a
period of 48h, with the death of Daphnia occurring after 24 and 48 hours. In contrast, chronic
tests involve exposing juvenile Daphnia to the test substance for a period of approximately 21
days, with the aim of monitoring their reproductive behaviour when exposed to toxic

substances.

A key part of this project was the study of the most favourable conditions for the
chronic tests. Parameters such as test site, feeding of test organisms (D. magna) and culture
medium were tested. Because of the time spent on this study, only chronic tests were
performed on tertiary effluents treated by UV and UF. Due to unidentified external factors, it
was not possible to perform a control test, so a control available in the literature was used to

compare reproductive behaviours.

From the acute tests, it was found that the ozonation treatment caused the highest
mortality in the test organisms, and it was possible to calculate an ECso of 85.75%. In the
remaining effluents, it was not possible to calculate this value since the mortality of Daphnia
was not significant. To ascertain the real effect of these effluents on Daphnia, chronic tests

were necessary.

From the chronic tests performed on UV and UF treated effluents, there was a
remarkable disparity in the number of offspring produced by Daphnia submitted to UV
treated effluent compared to those submitted to UF treated effluent, indicating the presence of
some compound that may be acting as an endocrine disruptor, leading to a reproductive
abnormality of Daphnia.

Key words: D. magna, ecotoxicity, tertiary treatments, acute tests, chronic tests
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1. Enquadramento

A &gua é um dos recursos naturais mais valiosos do planeta, o que significa que a sua
conservacao é um pilar crucial para o desenvolvimento sustentavel. Nas regides em que a
escassez de recursos hidricos é uma realidade comum e naquelas em que néo s6 o crescimento
demografico, mas também as alteragdes climaticas perspetivam essa escassez, a gestdo
sustentavel dos recursos hidricos torna urgente a conservagao destes recursos, incluindo a sua

reutilizagdo (Albuquerque, 2010).

Com a industrializacéo e urbanizacao, a poluicdo dos meios aquaticos tem-se tornado
um problema alarmante. A ma gestdo da agua contaminada esta associada a Vvarios
desequilibrios ecoldgicos e até doencas transmitidas pela d&gua (Murugesan et al., 2020). O
consumo de agua ndo segura ndao sO prejudica a salude humana, como leva a outras
preocupacOes, nomeadamente a questdo de 0s esgotos nao tratados contaminarem as aguas
subterraneas e superficiais utilizadas para consumo humano, irrigacéo, higiene pessoal e para
fins domésticos. A contaminagdo quimica da dgua continua a representar um problema para a
salde, quer seja de origem natural, como o arsénico e o flior, ou antropogénica, como o
nitrato (WHO, 2023).

O tratamento de &guas residuais urbanas em Portugal é regulado pelo Decreto-Lei n.°
152/97, de 19 de junho, aprovando as disposicdes aplicaveis a recolha, tratamento e descarga
de aguas residuais urbanas no meio aquatico assim como a lista de identificacdo de zonas

sensiveis e de zonas menos sensiveis para o territorio continental (APA, 2021).

1.1. Projeto FARMASENSE - Inovacges na detecédo e tratamento de farmacos

em aguas residuais

O projeto FARMASENSE tem por principal objetivo desenvolver uma metodologia
analitica de detecdo de farmacos em aguas residuais suficientemente sensivel e seletivo para a
detecdo e quantificacdo de farmacos geralmente presentes nas aguas em quantidades
vestigiais. Foi investigada a aplicacdo de um tratamento a base de plasma néo-térmico como

uma alternativa mais eficaz aos tratamentos de efluentes ja praticados (Wedotech, 2023).

Este projeto é liderado pela WEDOTECH em parceria com a AST-Ambiente e 0
Instituto Superior de Engenharia do Porto.
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1.2. Objetivos

O presente trabalho teve como principal objetivo a avaliagdo da ecotoxicidade de
efluentes tratados, nomeadamente, um efluente secundario e quatro efluentes sujeitos a
tratamentos terciarios, entre os quais, radiacdo ultravioleta, ultrafiltracdo, ozonizacéo e plasma

nao-térmico.

Para o efeito, foram realizados ensaios agudos e cronicos recorrendo a pequenos
crustaceos zooplanctonicos da espécie Daphnia magna. Para a realizacdo destes ensaios,
foram seguidos os procedimentos normativos presentes nas diretivas da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econoémico (OECD, 2004, 2011, 2012, 2018)

1.3. Estrutura do relatério

O presente relatorio encontra-se estruturado em 6 capitulos. O primeiro capitulo
destina-se ao enquadramento do trabalho. O segundo, a introducéo teorica do trabalho, onde
sdo explorados os temas dos poluentes emergentes, os diferentes tratamentos estudados, a
biologia e morfologia da D. magna e os fundamentos dos estudos de ecotoxicidade. O
capitulo 3 pretende descrever os materiais e 0os métodos usados no desenvolvimento do
trabalho. No capitulo 4, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos ensaios
efetuados. O capitulo 5 apresenta as principais conclusdes a reter deste trabalho e, por fim, no
capitulo 6, estdo presentes as limitagdes do método usado para a determinacdo da
ecotoxicidade dos efluentes em estudo e propostas para trabalho futuro.
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2. Introducéo

2.1. Poluentes emergentes: farmacos

Os poluentes emergentes podem ser entendidos como “qualquer substancia quimica
sintética ou natural ou qualquer microrganismo que ndo & normalmente monitorizado ou
regulado no ambiente com efeitos ecoldgicos e de saide humana potencialmente conhecidos
ou suspeitos de efeitos adversos” (UNESCO, 2019). Estes contaminantes incluem
essencialmente quimicos encontrados em produtos farmacéuticos, produtos de higiene
pessoal, pesticidas, produtos industriais e domésticos, metais, tensioativos, aditivos industriais
e solventes. Muitos deles s&o utilizados e continuamente libertados no ambiente que, mesmo
em quantidades muito baixas, podem causar toxicidade crénica, distirbios enddcrinos nos
seres humanos e na vida selvagem aquatica para além do desenvolvimento de resisténcia

bacteriana patogénica.

Os poluentes emergentes representam um novo desafio global de qualidade da &gua
com ameagas potencialmente graves para a salde humana e para os ecossistemas. A agua de
boa qualidade é essencial para garantir o bem-estar humano, a subsisténcia e um ambiente

saudavel para o desenvolvimento sustentavel.

O projeto, implementado no &mbito da Iniciativa Internacional UNESCO-IHP sobre a
Qualidade da Agua (1IWQ), tem como objetivo responder a esta necessidade urgente e apoiar
os Estados-membros da UNESCO a reforcar as suas capacidades cientificas, técnicas e
politicas para gerir 0s riscos para a saude humana e ambientais causados por estes poluentes.
O reforgo destas capacidades dos Estados-Membros visa ajudar a melhorar a qualidade da
agua e a gestdo das aguas residuais, incluindo a sua reutilizacdo segura e aumentar a

seguranca da agua e dos alimentos em geral (UNESCO, 2019).

Atualmente, os contaminantes emergentes tém recebido especial atencdo por parte de
organismos reguladores em todo o mundo devido a sua dete¢do nas dguas. Os farmacos de
uso humano estdo incluidos na lista de contaminantes emergentes. A sua dete¢éo e eliminacéo
foram inclusive incorporados na Agenda para as metas de Desenvolvimento Sustentavel para
2030 (Castillo-Zacarias et al., 2021; UNESCO, 2019).

O conhecimento cientifico e a compreensdo dos potenciais riscos para a saide humana

e dos ecossistemas, provocados por estes poluentes emergentes é ainda muito escasso, assim
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como a sua presenca nos recursos hidricos e nas aguas residuais, nos seus percursos e
acumulacdo no ambiente. A maioria dos poluentes emergentes ndo estd regulamentada nas
normas ambientais de qualidade da &gua e de descarga de &guas residuais. Assim, existe uma
necessidade urgente de reforcar o conhecimento cientifico e adotar abordagens tecnoldgicas e
politicas apropriadas para monitorizar os poluentes emergentes nos recursos hidricos e nas
aguas residuais, avaliar os seus potenciais riscos para a saude humana e para o ambiente,

prevenindo e controlando a sua eliminacgdo para os recursos hidricos (UNESCO, 2019).

2.2. Tratamentos de aguas

Existem pelo menos quatro etapas de tratamentos de aguas: tratamento preliminar,
primario, secundario e, por ultimo, tratamento terciario. Numa primeira fase, as aguas
residuais sdo submetidas a processos de separacdo, como filtracdo, para remover residuos de
maiores dimensdes. Seguidamente, estas dguas passam por uma decantacdo primaria, onde
ficam retidas, por acdo da gravidade, as particulas sélidas em suspensdo. Numa terceira fase,
as aguas sao submetidas a tratamentos biolégicos, com bactérias digestoras, que digerem a
matéria organica presente no efluente, passando de seguida pela decantacdo secundaria, que
leva ao depdsito das lamas resultantes da acdo bacterioldgica. Por ultimo, os efluentes sofrem
tratamentos de desinfecdo e remoc¢do de nutrientes, isto é, as bactérias, os sélidos em
suspensdo, 0s nutrientes em excesso e compostos tdxicos especificos, sdo removidos. Apos
este tipo de tratamento, a agua pode adquirir qualidade que permita ser utilizada na
agricultura, na rega de espacos verdes, na lavagem de pavimentos e ruas, entre muitas outras
(SIMDOURO, 2017).

Neste trabalho foram realizados testes de toxicidade em efluentes com tratamento
secundario e quatro tipos de tratamentos terciarios, entre 0s quais, desinfecdo por radiacédo

ultravioleta, ozonizacao e plasma ndo térmico e separacao por ultrafiltracéo.
Radiag&o ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) ¢ a radiacdo eletromagnética de comprimento de onda
compreendido entre 290 e 400 nm, correspondente a banda do espetro entre os raios X € a
radiacdo visivel. Ao penetrar nas células a radiacdo UV danifica 0 seu material genético,

levando deste modo a eliminagdo ou inativagdo de microrganismos (Monte et al., 2016).
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A desinfecdo por radiacdo UV ja é usada desde o inicio do século XX. A descoberta
do potencial cancerigeno dos compostos organoclorados produzidos pela combinacdo de
matéria organica com o cloro, levou a procura de uma alternativa com menor impacto. Desta
forma a desinfecdo por radiagdo UV ganhou popularidade, principalmente no dominio da

desinfecdo de aguas residuais tratadas destinadas a reutilizagéo.

A inativagdo pela radiacdo UV atinge a generalidade dos microrganismos patogénicos
e a eficiéncia deste tipo de desinfecdo depende da quantidade de radiacdo e do tempo de
exposicao, que é da ordem dos segundos (Monte et al., 2016)

Ozonizacao

A ozonizacdo é o processo de desinfecdo da agua por adicdo de 0zono e é 0 processo

de desinfecdo com custos mais elevados (Monte et al., 2016).

O ozono inativa 0s microrganismos por oxidacdo dos compostos que formam a sua
membrana celular e o citoplasma e por destruicdo do seu ADN. A injecdo de 0zono na dgua
da origem a sua decomposicdo parcial em radicais OH- , que sdo altamente reativos, mas ndo
alteram a carga microbiana, em vez disso, reagem com compostos organicos e inorganicos
presentes na agua. Assim, este processo proporciona a oxidacdo de poluentes presentes na
agua a niveis vestigiais, nhomeadamente compostos ndo biodegradaveis, como pesticidas,

corantes, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal.

A desinfecdo por ozono ¢é feita a jusante do tratamento secundario, sendo geralmente
finalizado com filtracdo em areia ou em carvdo ativado, de modo a reduzir a exigéncia de
ozono originada por teores residuais de compostos organicos e inorganicos (Monte et al.,
2016).

Plasma ndo-térmico

Define-se por plasma ndo-térmico, um gas parcial ou totalmente ionizado onde a
energia € armazenada principalmente nos eletrdes livres e a temperatura permanece
globalmente baixa. O plasma pode ser produzido a partir de descargas elétricas em gases, ndo
sO a pressdo atmosférica, mas também a pressdes mais baixas (Scholtz et al., 2015). A
interacdo do plasma com a agua produz diversas espécies reativas, entre as quais, OH", H,

O3, H202, que emitem simultaneamente luz UV e geram ondas de choque, ndo implicando
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investimentos em adicdo de produtos quimicos dispendiosos e lampadas UV (lervolino et al.,
2019).

As principais aplicacfes do plasma ndo-térmico dizem respeito a tratamentos de aguas,
tratamentos de superficies, processos de esterilizacdo e desativacdo de microrganismos
(lervolino et al., 2019).

Ultrafiltracdo

A ultrafiltracdo (UF) é uma forma de tratamento de aguas que recorre a um processo
de membranas. Este tipo de processo comecou a ser usado para desmineralizar e dessalinizar
agua, mas atualmente sdo aplicados na afinacdo de efluentes secundarios e terciarios (Monte
et al., 2016).

Os processos de membranas utilizam uma membrana fina, que funciona como uma
barreira fisica seletiva a passagem de alguns constituintes das aguas residuais, opondo-se a
passagem de outros. A seletividade da membrana permite separar um permeado, que

corresponde a 4gua tratada e um concentrado que contém os poluentes removidos.

O mecanismo que explica a seletividade das membranas de UF aos constituintes cuja
passagem € permitida, resulta da combinagdo de uma acdo de filtracdo com a de uma forca

motriz que separa as moléculas de agua (Monte et al., 2016).

2.3. Daphnia magna

2.3.1. Morfologia e fisiologia

As dafnias sdo pequenos crustaceos zooplantonicos (1 a 5 mm de comprimento)
caracterizados por possuirem pernas achatadas semelhantes a folhas. Podem ser encontradas
em pequenos charcos ou lagos. Estes crustaceos, alimentam-se de pequenas particulas em
suspensdo, que sdo recolhidas com a ajuda de um sistema semelhante a um aparelho de
filtragem, constituido pelos filopodes, que sdo pernas com aspeto de folha que produzem uma
corrente de agua (Ebert, 2005).

A medida que a corrente flui, a D. magna capta as particulas que sdo transferidas nesse
fluxo. Apesar de o seu sistema de filtragem ser altamente eficiente (ao ponto de até bactérias
poderem ser captadas), estes organismos alimentam-se a base de algas planctonicas. As algas

verdes estdo entre os melhores alimentos para a D. magna. Geralmente, estes organismos
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consomem particulas com diametros que véo entre 1 um e 50 um, apesar de, em individuos de

maiores dimensdes, ja terem sido encontradas particulas com 70 um de didmetro.

Abaixo de uma determinada concentracdo de alimento no meio (nivel limite
incipiente), a absorcdo de alimento (taxa de alimentagdo) é proporcional & concentra¢do do
mesmo e, por sua vez, a taxa de filtragem (quantidade de agua filtrada por unidade de tempo)
€ maxima nestas condi¢fes. Acima desse nivel, a taxa de filtracdo é constante uma vez que a
capacidade de filtracdo tende a diminuir com o aumento da concentracdo de alimento na agua
(Ebert, 2005).

O tubo digestivo € constituido por trés partes: o eso6fago, o intestino grosso e o
delgado. Curiosamente, a cor da D. magna adapta-se a cor do seu alimento predominante, ou
seja, organismos que se alimentam de algas verdes, sdo transparentes com uma tonalidade
verde ou amarela, ao contrario dos que se alimentam de bactérias, que passam a ter uma
tonalidade mais branca ou rosada. Organismos melhor alimentados tendem a ter uma

tonalidade mais forte do que os organismos em privacdo de alimento.

A D. magna tem uma circulacdo sanguinea aberta e o coragdo é localizado na sua zona
dorsal. A 20 °C, o coragdo bate cerca de 200 vezes por minuto, abrandando a temperaturas
mais baixas (Ebert, 2005).

Na Figura 2.1, esta presente a anatomia funcional da D. magna.
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Compound eye with 22 ommatidia and black

Pigment: basic vision and orientation

Second Antenna:
locomotion

Ocellus (= Nauplius eye
Bk

First Antenna (= antennule): sensory organ

Mouth and esophagus
Mandible: mechanical food processing

Shell gland: excreation?
osmoregulation?

5 thoracic appendages (= phyllo-
pods) with filter setae form the filter
apparatus: filtration, gas exchange?

Carapace: exoskeleton, protection

Abdominal claw (=furca): paired claw,

cleaning of filter apparatus, defence?
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Eye muscle: 3 muscle pairs for eye movement
Ganglion opticus (= Lobus opticus)
Brain (= Cerebral ganglion)

Hepatic cecae (=Diverticulum): paired
appendices; production of digestive fluids
(?); sealed with membrane

Midgut with food: lined by an
epithelium bearing microvill

Antennal muscles

Heart: pump of open blood system
Paired ovary

Parthenogenetic oocyte cluster:
1 oocyte and 3 nurse cells

Brood chamber with 3 partheno-
genetic embryos: here develop
eggs and embryos

Oviduct: release of eggs
into brood chamber

Caudal appendices (= abdominal pro-
cesses): close brood chamber

Anus: excretion

Abdomen (=pleon)

Abdominal setae  apica spine (= spina): defences,hydrodynamics?

Figura 2. 1- Anatomia funcional da D. magna (Ebert, 2005).

A nivel taxondmico, a D. magna pertence a classe Branchiopoda (ou Cladocera como

aparece em alguma literatura), que é caracterizada por apresentar uma carapaca. Esta carapaca

tem uma dupla parede, entre a qual flui a hemolinfa, sendo proeminentemente constituida por

quitina (um polissacarideo). Os organismos pertencentes a esta classe tém até 10 pares de

apéndices que incluem antenas para nadar, maxilas e mandibulas seguidas de 5 (como € o

caso da D. magna) ou 6 membros

no tronco. Os membros formam um aparelho para a

alimentacdo e respiracao (Ebert, 2005). A Tabela 2.1, apresenta a hierarquia taxonémica da D.

magna.
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Tabela 2. 1- Hierarquia taxonomica da D. magna (ITIS, 2022).

Hierarquia taxonémica

Reino Animallia
Filo Arthropoda
Classe Branchiopoda

Ordem Diplostraca
Familia Daphniidae
Género Daphnia
Espécie Daphnia magna

O género Daphnia inclui mais de 100 espécies conhecidas de organismos

zooplanténicos distribuidos por todas as partes do globo.

2.3.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida da D. magna durante a época de crescimento é caracterizado pelo seu
modo de reproducdo assexuada. A fémea produz ovos partenogénicos a cada muda de adulto,
se as condicdes de alimentacdo assim o permitirem. A uma temperatura de 20 °C, os embrifes
eclodem apds cerca de 1 dia, mas permanecem dentro da dafnia “mae” por mais 3 dias para
um maior desenvolvimento. Ao fim desse tempo, as dafnias “filhas” sdo libertadas para 0

exterior (Ebert, 2005).

Em condigdes de alimentacdo favoraveis e a uma temperatura de 20 °C, por volta dos
5-10 dias de vida da D. magna, 0s ovos partenogénicos sdo depositados num género de
camara localizada na parte posterior da D. magna (Figura 2.2). Uma fémea adulta pode
produzir ovos deste tipo a cada 3 ou 4 dias até a sua morte. No laboratorio, a esperanca média

de vida das fémeas ronda os 2 meses.
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Figura 2. 2- D. magna com ovos partenogénicos (Ebert, 2005).

Apesar de numa altura tipica de crescimento, a D. magna produzir ovos diploides (2N)
que se desenvolvem diretamente, sem um periodo de descanso, podem também ser gerados
ovos diferentes, produzidos para épocas de crescimento reduzido ou de condi¢gdes ambientais
adversas. Estes ovos sdo encapsulados numa estrutura protetora chamada ephippia. Na grande
parte dos casos, estes ovos sdo produzidos sexualmente. Na maioria das dafnias sexuais (com
partenogénese ciclica), apos producdo de ovos em repouso, segue-se a producdo assexuada de
machos diploides que sdo necessarios para fertilizar os ovos haploides. Um clone sexual tem a
capacidade de produzir machos e fémeas e é capaz de desempenhar uma auto-fertilizag&o.
Dos ovos produzidos para épocas de descanso (ephippia), apenas as fémeas eclodem para dar
continuidade a um ciclo de reproducdo assexuada em condicGes favoraveis de crescimento

(Ebert, 2005). A Figura 2.3 representa esquematicamente o ciclo reprodutivo da D. magna.

d
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Figura 2. 3- Ciclo de vida D. magna (Ebert, 2005).
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2.3.3. Habitat da D. magna

A D. magna € geralmente encontrada em aguas doces estagnadas, que vao desde
pequenas piscinas a grandes lagos. Apesar de poderem colonizar lagos de agua salgada ou

estuarios, ndo é comum colonizarem &gua do mar.

Estes crustaceos sao frequentemente uma espécie chave em charcos e lagos, onde séo
o0 principal consumidor primario, filtrando pequenas particulas em suspensao, em particular,
algas unicelulares. Como tal, desempenham um papel importante nas cadeias alimentares
aquaticas, uma vez que elas préprias sao predadas por peixes de maior dimensdo ou por

diversos predadores invertebrados (Ebert, 2022).

Mesmo dentro das diferentes espécies de Daphnia, a variacdo dos habitats ocupados
pode ser consideravel. As populagbes destes crustdceos tém sido tradicionalmente
subdivididas em trés tipos: populagdes intermitentes de charcos com frequentes extingdes da
populacdo ativa e renovacdo da populacdo atraves dos ovos dormentes, populagdes
permanentes de charcos, que sdo mais estaveis, em que Se assume que se reproduzem
sexuadamente de forma esporadica e populacdes de lagos (Vanoverbeke et al., 2007). A
diferenca entre estes trés tipos de habitat pode ser expressa em termos de duracdo da fase

partenogénica e da dimensao do habitat.
2.4.  Testes de toxicidade

Na sua definicdo, toxicologia € o estudo dos efeitos adversos de produtos quimicos
sobre organismos vivos. Passa pela examinagdo da natureza desses efeitos e avaliacdo da sua
probabilidade de ocorréncia (Eaton & Gilbert, 2022).

A toxicologia moderna vai além da sua definicdo técnica e assimila conhecimentos da
maioria dos ramos da bioquimica, quimica, genética, farmacologia, medicina, entre outras, e
aplica conceitos sobre avaliacdo de risco. Em todos os ramos da toxicologia, sdo explorados
mecanismos pelos quais as substancias quimicas produzem efeitos adversos nos sistemas
bioldgicos (Gallo, 2022).

A toxicologia como hoje é entendida, comegou com o aparecimento dos anestésicos e
desinfetantes no final da década de 1850. O uso prevalente de medicamentos “patenteados”

levou a inimeros incidentes de envenenamento que, quando associados a resposta a exposi¢do

11
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de certas embalagens de carne, culminaram na aprovacdo da primeira de muitas leis

americanas sobre comida livre de toxicos e medicamentos (Gallo, 2022).

Durante a década de 1890 e inicio do século XX, a descoberta da radioatividade e das
vitaminas, levou a utilizacdo dos primeiros bioensaios em grande escala (estudos multiplos
com animais) para determinar se estas “novas” substincias quimicas seriam benéficas ou

prejudiciais para os animais de laboratério (Gallo, 2022).

A toxicologia ambiental foca-se no impacto de poluentes quimicos no ambiente e nos
organismos bioldgicos. Estuda especificamente os impactos de quimicos em peixes, aves,
animais terrestres e plantas. A ecotoxicologia € uma é&rea especifica, que se foca
fundamentalmente nos impactos das substancias tdxicas nas populacbes dindmicas de um

ecossistema.

O ambito dos testes de toxicologia aquatica é vasto. Existem milhdes de espécies
relevantes que poderiam ser expostas aos mais variados tipos de poluentes de &gua doce
existentes para avaliar os seus efeitos nos ecossistemas aquaticos. Para evitar a tarefa
impossivel de tentar escolher o organismo mais adequado para determinado teste
toxicologico, a OCDE delineou um conjunto de testes sobre um subconjunto de organismos
para avaliar a ecotoxicologia. Para os sistemas aquaticos, estes testes sdo realizados em
espécies representativas de trés niveis troficos: produtores primarios (algas), consumidores

priméarios (Daphnia) e consumidores secundarios (peixes e anfibios) (White, 2013).
2.4.1. D. magna em ensaios de toxicidade

A D. magna é um dos organismos mais largamente utilizados para averiguar a
toxicidade de uma vasta gama de farmacos, entre 0s quais, antibioticos, antidepressivos, anti-
inflamatdrios, entre muitos outros. Estes organismos sdo usados em testes de ecotoxicidade
aquatica devido a sua elevada sensibilidade a tdxicos e a sua forma de reproducdo assexuada
(Baird et al., 1989). Atualmente, os testes de toxicidade com dafnias baseiam-se na
imobilizacdo ou morte dos organismos, normalizados pela OCDE, os ensaios agudos e

crénicos sdo os testes toxicoldgicos mais usados (Tkaczyk et al., 2021).

Nos ensaios agudos (teste de imobilizacdo), as dafnias com menos de 24 h no inicio do
teste, sdo expostas a substancia de teste, numa gama de concentracfes crescentes, durante um

periodo de 48 h. A imobilizacdo (ou morte) € registada ao fim de 24 h e de 48 h e comparado

12
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com o controlo. Os resultados séo analisados com o objetivo de calcular o ECso (concentragédo
estimada para imobilizar 50% das dafnias dentro do periodo estipulado de exposicdo a
substancia de teste) as 24 e as 48 horas de teste. Por imobilizacdo, entende-se que 0s
organismos ndo tém capacidade de nadar durante 15 segundos depois de agitacdo suave da
placa de teste (OECD, 2004).

Para garantir a fiabilidade dos testes agudos, é recomendado ensaiar uma substancia
teste (no caso do presente trabalho, dicromato de potassio). Os testes sdo considerados validos
se, no controlo, menos de 10% das dafnias sdo imobilizadas ou mortas até ao final do teste
(OECD, 2004).

Relativamente aos ensaios cronicos, o seu objetivo primario é averiguar o efeito de
qguimicos na capacidade reprodutiva da D. magna. Para esse efeito, as dafnias com menos de
24 h de idade no inicio do ensaio, sdo expostas a substancia de teste numa gama de
concentragfes. O ensaio tem uma duragdo de 21 dias. No final do teste, é avaliado o nimero
total de descendentes vivos produzidos. O produto da reproducdo dos progenitores (dafnias
femininas) pode ser expressa de outras formas (nomeadamente, o numero de descendéncia
viva produzida por organismo por dia desde o primeiro dia de descendéncia) mas estes
nameros devem ser reportados em adi¢cdo ao numero total de descendentes vivos produzidos
até ao final do teste (OECD, 2012).

Devido a particularidade deste teste comparado com outros estabelecidos nas diretrizes
da OCDE, é também possivel contar o nimero de descendentes vivos por cada progenitor.
Quando a mortalidade dos organismos ndo segue um padrdo de reposta a concentracao, as
réplicas com mortalidade parental devem ser excluidas da anélise do resultado do teste. Caso
contrario, se a mortalidade seguir uma resposta padrao, a mortalidade dos progenitores deve
ser atribuida ao efeito da substancia em estudo e os replicados ndo devem ser excluidos da

analise.

Os resultados dos ensaios agudos, sdo Uteis para averiguar a gama de concentracfes
mais adequada para a realizagdo dos ensaios cronicos. Para validar o ensaio cronico, a
mortalidade dos progenitores ndo deve exceder 20% no final do teste e o nimero médio de
descendentes vivos de um dnico progenitor no final do teste deve ser igual ou superior a 60
(OECD, 2012).
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3. Materiais e métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos usados para a realizacdo dos

ensaios para a determinacédo da toxicidade de efluentes usando D. magna (Brunelli, 2020).
3.1. Materiais

Para a realizacdo deste trabalho experimental, foi utilizado um kit Daphtoxkit F.

Assim, foi necessario:

1. Cinco tubos de plastico de 1 mL com ephippias (o numero de organismos presente em
cada frasco, é suficiente para a realizacdo de um ensaio agudo completo);

2. Cinco tubos de espirulina em pd para pré-alimentar os organismos de teste;

3. Cinco placas de Petri para a eclosdo das ephippias;

4. Cinco placas de ensaio compostas por 6 pocos de lavagem e 24 pocos para as
diluicBes das amostras de aguas tratadas;

5. Peneira de malha fina para o enxaguamento das ephippias;

6. Material corrente de laboratdrio;

7. Solugdes concentradas de sais para a prepara¢do do meio (agua doce padréo):

e NaHCOs3 (2,71 g/L)

CaCl2.2H,0 (11,76 g/L)

MgS04.7H20 (4,93 g/L)

KCI (0,23 g/L)

3.2.  Equipamentos

e Camara incubadora com luz e temperatura controlada (Binder, KBWF 240,
USA)

e Centrifuga (Thermo Scientific, Heraeus Megafuge 16R)

e Balanca analitica (Kern, ACJ-200-4M)

e Cémara de fluxo laminar (Faster Two 30)

3.3.  Preparagdo do meio

Foi preparada uma agua doce padrdo, que foi utilizada como meio tanto para a
incubacdo das ephippias como para a preparacdo da série de diluicbes das aguas testadas
(Brunelli, 2020).
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Para a preparacdo de 2 L de meio, procedeu-se do seguinte modo:

1. Num baldo volumétrico de 2000 mL, colocar 50 mL de cada uma das solugdes
concentradas de sais (concentracdo dos sais em 2000 mL de meio: NaHCO3 — 67,75
mg/L; CaCl2.2H20 — 294 mg/L; MgSO4.7H,0 — 123,25 mg/L; KCI — 5,75 mg/L);

2. Preencher o volume com agua desionizada e homogeneizar a solucéo;

3. Armazenar a solugdo em frascos devidamente identificados, no frigorifico.
3.4. Eclosdo das ephippias

A eclosdo das ephippias deve ser iniciada 3 dias antes do inicio dos testes de

toxicidade e procede-se do seguinte modo:

1. Transferir as ephippias para uma peneira de malha fina;

2. Lavar com &gua da torneira para eliminar todos os vestigios do meio em que estavam
armazenadas;

3. Transferir as ephippias para uma placa de Petri com 25 mL de meio;

4. Tapar a placa de Petri e incubar durante 72 h a 80 h, a 20 °C sob iluminacéo continua.
3.5. Pré-alimentacédo das dafnias

1. Preencher o frasco de spirulina em p6 com meio;

2. Homogeneizar o contetdo do frasco;

3. Colocar a suspensdo de spirulina na placa de Petri 2 h antes da realizagdo dos testes
agudos;

4. Agitar cuidadosamente o conteddo da placa de Petri de forma a distribuir o alimento

uniformemente.

3.6. Caracteristicas das aguas de teste

Na Tabela 3.1, esta presente a composicao do efluente secundario em comparacao com
os valores limite estipulados no Decreto-Lei n° 152/97 de 19 de junho de 1997 (Diério da
Republica, 1997). Os valores apresentados no referido decreto, estdo afetos a uma ETAR que
sirva uma popula¢do superior a 100 000 habitantes equivalentes. Estes pardmetros foram

determinados no dia 26 de maio de 2022 por parte da ETAR em questao.
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Tabela 3. 1- Composicdo do efluente secundario em comparagdo com os valores limite de emisséo presentes no
Decreto-Lei n® 152/97 de 19 de junho.

Valor medido Valor limite de emissdo  Unidades

i 125 Lo,
1 2 g0
s 1 mgl N
2172 - pS/cm

3.7. Testes de toxicidade aguda

No presente trabalho, foram analisados 5 efluentes diferentes, sendo eles, um efluente
secundario e quatro efluentes que sofreram tratamentos terciarios: desinfecdo por ultravioleta,

ozonizacdo, plasma ndo-térmico e separacao por ultrafiltracao.

Os testes de toxicidade aguda baseiam-se na avaliacdo da mortalidade dos organismos
de teste quando expostos a um ambiente toxico, em diferentes concentragdes, durante 48 h. O
objetivo desta avaliacdo passa pela determinacdo do ECso, isto €, a concentracdo estimada
capaz de imobilizar (ou matar) 50% das dafnias dentro do periodo de exposicao especificado.

Preparacdo das dilui¢cbes das amostras — teste do dicromato de potéssio

Como forma de verificar a execucdo correta do procedimento e a sensibilidade das
défnias, é aconselhado executar um teste de referéncia, neste caso, foi realizado o teste com
dicromato de potassio (K2Cr207), usando uma série de diluicdes entre 0,32 e 3,2 mg/L. As

concentragdes das solugBes usadas foram as que se apresentam:

e C1=0,32mg/L
e (C2=0,56 mg/L
e C3=1,0mg/L
e C4=18mg/L
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e C5=32mg/L

As solugdes foram preparadas da seguinte forma:

1. Preparou-se uma solucdo mée de dicromato de potéssio, de concentracdo 523
mg/L. Pesaram-se 26,15 mg de reagente que foram dissolvidos em 50,00 mL.

2. A partir da solucdo mée, foram preparadas as solucdes C4 e C5, em balGes
volumeétricos de 100 mL.

3. As solucbes C1 a C3, foram preparadas a partir da solucdo C5, em balbes

volumétricos de 50 mL.

Para esta preparacdo, o dicromato de potassio foi seco na estufa a 80 °C, 24h antes da
realizacdo do teste. E de notar que as diluicbes foram feitas com o meio preparado para as

dafnias.
Preparacéo das dilui¢cbes das amostras — aguas teste

Para os efluentes, foi preparada uma série de dilui¢des entre 30% e 100%. Todas as
solucdes foram preparadas com meio, em balGes de 50 mL. As diluigdes usadas foram as que

Se apresentam:

e C1=30%
e C2=45%
e C3=60%
o C4=75%
e C5=100%

Preenchimento da placa de teste

A placa de teste é constituida por 5 colunas e 6 linhas (Figura 3.1). Cada linha €
composta por 5 células. A primeira célula de cada linha, € destinada a lavagem das dafnias e

as restantes sdo replicas para cada concentragéo testada.

Para preencher a placa de teste, transferiram-se 10 mL de meio para cada célula da
primeira linha (linha de controlo) e 10 mL das solucGes teste para cada célula das restantes

linhas, numa sequéncia de concentracdes crescente.
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Figura 3. 1- Esquema da placa de teste usada nos testes de toxicidade aguda.

Transferéncia das dafnias para a placa de teste

O processo de transferéncia das dafnias para a placa de teste foi realizado com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e € composto por dois passos. Primeiramente, retiram-se
dafnias claramente ativas e pré-alimentadas da caixa de Petri e colocam-se, cuidadosamente,
nas células de lavagem. De seguida, transferem-se as dafnias da célula de lavagem para as
seguintes. Por cada célula da placa de teste, foram colocadas 5 dafnias (perfazendo um total

de 20 organismos por linha).

Este processo deve ser realizado com algum cuidado e atencdo, de forma a ndo causar

danos aos organismos de teste.

3.8. Cultura da Chlorella vulgaris

Numa determinada fase do trabalho, a alimentacdo das dafnias foi feita recorrendo a

C. vulgaris, pelo que foi necessario proceder a sua cultura no laboratorio.

A cultura foi mantida em dois baldes de fundo redondo de 2 L sob iluminacéo e
arejamento constante (Figura 3.2). Aproximadamente a cada duas semanas, foi renovado
cerca de um quarto do meio de cultura, adicionando agua esterilizada e nutrientes. Na Tabela
3.2, esta presente a composicdo de cada uma das solugbes de reserva de nutrientes a serem

adicionadas ao meio de cultura das microalgas (CE, 2008).
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Tabela 3. 2- Composicéo das quatro solucdes necessarias para a preparagdo do meio para crescimento das

Nutrientes

microalgas (CE, 2008).

Concentracdo na solucio de reserva | Concentracio final na solu¢do de ensaio

Solugﬁu de reserva n.° 1: macro-
nutrientes

NH,C1 1,5 g/l 15 mg/l
MgCl,.6H,0 1.2 g/l 12 mg/l
CaCl,.2H,0 1,8 g/l 18 mg|l
MgS0,.7H,0 1,5 gl 15 mg/l
KH, PO, 0,16 g/l 1,6 mg/l
Solucio de reserva n.° 2:

FeCl;.6H,0 80 mg/l 0,08 mg/l
Na,EDTA.2H,0 100 mg|l 0,1 mg]l
Solugio de reserva n.° 3: micro-

nutrientes

H;BO; 185mg|l 0,185 mg/l
MnCl,.4H,0 415 mg|l 0,415 mg(l
Zn(l, 3 mgfl 3 x 10 mg|l
Co(l,.6H,0 1,5 mg|l 1,5 x 10~ mg|l
CuCl,.2H,0 0,01 mgfl 10-° mg|l
Na;Mo0,.2H,0 7 mg(l 7 x 107 mg|l
Solucdo de reserva n.° 4: NaHCO;

NaHCO, 50 gl 50 mg/l

Figura 3. 2- Cultura de C. vulgaris.

Por cada litro de meio, foram adicionados 10 mL da solugéo de reserva n® 1 e 1 mL

das solucgdes de reserva n° 2 a n°® 4. As solucdes de reserva sao esterilizadas por filtragdo

através de membrana ou por tratamento em autoclave e devem ser armazenadas no escuro a
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temperatura de 4 °C. A solucdo de reserva n° 4 deve ser esterilizada apenas por filtragdo

através de membrana.

O procedimento de adi¢do de nutrientes deve ser feito no interior de uma camara de

fluxo laminar para garantir condi¢cfes asséticas.

3.9. Testes preliminares — local e alimentacgéo

Antes de dar inicio aos ensaios cronicos, foram realizados testes preliminares para
determinar qual o local e a alimentagdo mais adequados para garantir a validade dos ensaios.
Numa primeira fase, foi testada a alimentagdo mais adequada para as dafnias. Estes ensaios
foram executados somente dentro da estufa incubadora, tendo-se dividido em duas fases:
inicialmente foi testada a alimentacdo recorrendo a uma solugdo de spirulina em pd (Anexo

A) e, numa fase posterior, as dafnias foram alimentadas com uma suspenséo de C. vulgaris.

Foram definidos outros parametros, nomeadamente, a selecao de diversos locais e dois
tipos de alimentacdo diferentes para determinar quais as condi¢des mais favoraveis a
manutencdo de uma cultura viavel. Foram selecionados cinco locais distintos, entre 0s quais 0
local A (incubadora), B (mesa proxima de uma janela com orientagdo sudeste sem luz solar
direta nas horas de maior calor), C (parapeito de uma janela com orientacdo sul com
exposicdo solar direta), D (parapeito de uma janela também orientada para sul mas protegida
pela folhagem de arvores existentes na zona exterior) e E (laboratério de aulas do
Departamento de Engenharia Quimica virado a sul) (Figuras 3.3 a 3.7). Foi testada a
alimentacdo com uma suspensdo de C. vulgaris e outra alimentacdo com C. vulgaris e um

complemento de uma solucdo de fermento de padeiro (Heckmann & Connon, 2007).

Foram criados dois grupos para testar a alimentagdo: um grupo de dafnias alimentadas
somente com C. vulgaris, e outro grupo alimentado com C. vulgaris e 0,5 mL de uma solugéo

de fermento de padeiro (Heckmann & Connon, 2007) (Anexo B).
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Figura 3. 3- Local A: incubadora. Figura 3. 4- Local B: mesa junto de janela
virada a sul.

Figura 3. 5- Local C: janela virada a sul Figura 3. 6- Local D: janela virada a sul
sem protecdo da folhagem das arvores. com protecéo da folhagem das arvores.

Figura 3. 7- Local E: laboratorio de aulas
do DEQ.

Os ensaios foram expandidos para uma segunda fase de testes, nos locais B, D e um
novo local, o laboratério de microbiologia onde decorreram os trabalhos (Figura 3.8) ao qual
se atribuiu a letra F, mantendo a alimentacdo com C. vulgaris e fermento de padeiro. O local
F conta com temperatura controlada de 21 °C e, na auséncia da existéncia de uma janela
préxima, foi usada uma lampada com temporizador para garantir 8 horas de escuro e 16 horas

de luz.
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Figura 3. 8- Local F: laborat6rio de microbiologia do
GRAQ.

Com base nos ensaios anteriores, foi selecionado o local D como sendo 0 mais viavel.
No entanto, apesar dos esforcos, ndo foi possivel a realizacdo de um ensaio controlo
adequado. Nesse seguimento, foi decidido alterar a composicdo do meio de cultura para um
mais completo descrito na literatura (Elendt M4) (OECD, 2011; Samel et al., 1999) o qual
contém a composi¢do presente na Tabela 3.3. Informagdes mais detalhadas relativas a este
meio estdo presentes no Anexo C3.

Tabela 3. 3- Composicdo das solugdes stock usadas para a preparacdo do meio Elendt M4.

Composto  Concentracédo (mg/L) Concentracédo no meio (mg/L) mL/L

2,710 293,8 25,00
0,230 123,3 25,00
11,76 5,750 25,00
4,930 67,75 25,00
1000 10,00 10,00
137,5 0,2740 1,00
140,0 0,1400 0,50
184,0 0,1840 0,50
750 0,075

10 0,001 0,10
7,5 0,00075
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A solucdo de vitaminas (Timina, B12 e Biotina) foi preparada a partir de uma “solugéo
mae”, que foi posteriormente diluida 4 vezes. Na Tabela 3.4, estdo presentes as quantidades
pesadas de cada vitamina, a concentragdo da solugdo “mae” e da solugdo stock. Esta ultima

foi armazenada no congelador em aliquotas de 1 mL.

Tabela 3. 4- Informacdes referentes a preparacédo das solugdes de vitaminas.

Volume final Concentracéo Volume final Concentracéo

(mL) (mg/L) (mL) (mg/L)
300 100,00 3000 100,00 750
4 100,00 40 100,00 10
3 100,00 30 100,00 7,5

Neste ultimo ensaio, ndo foi usado fermento de padeiro uma vez que, como foram
solicitadas novas dafnias a um laboratério externo, o objetivo deste ensaio foi manter as

condicdes de cultura o mais proximo possivel das condi¢Ges de origem.
3.10. Ensaios Crénicos

O principal objetivo da realizacdo de ensaios cronicos foi avaliar o efeito de quimicos
ou poluentes na capacidade reprodutiva das dafnias. Para isso, dafnias com menos de 24 horas
de idade no inicio do ensaio foram expostas a substancia de teste, durante cerca de 30 dias.
Durante o ensaio, foram contabilizados todos os descendentes vivos produzidos (OECD,
2012). No arranque dos ensaios, contou-se com 20 dafnias com menos de 24 horas de idade,
as quais foram divididas em dois grupos de 10 individuos, um grupo de controlo e outro

grupo de teste.

Foram usados copos para manter as dafnias em cultura durante os ensaios e, a cada
nova geracao, as dafnias foram distribuidas por copos individuais para monitorizar 0 nimero
de descendentes produzidos por cada uma. A alimentacdo das dafnias e a renovacdo do meio

de cultura foram efetuadas todas as segundas, quartas e sextas-feiras.
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A titulo explanatorio, na Figura 3.9, esta presente um esquema da numeracgéo feita
para monitorizar o avanco das gerac6es de dafnias ao longo do tempo, onde o copo A contém
a geracdo zero, que corresponde a dafnia reprodutora, o copo A.1 contém 0s seus primeiros
descendentes (primeira geracdo), o copo A.1.1 contém a segunda geracdo de descendentes e

assim sucessivamente.

[ERTR TS

Figura 3. 9- Esquema ilustrativo da numerag&o dos copos de acordo com as geragdes de dafnias.

, P
\
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A1 a1.2 413 a4 221 £2.2

Foram realizados ensaios crdénicos aos efluentes sujeitos a tratamento com radiacao
UV e UF (Tabela 3.5). Ndo foram realizados ensaios ao efluente secundario por falta de
disponibilidade de amostra suficiente para o efeito. Em relacdo ao efluente com tratamento de
plasma ndo-térmico, ndo houve dafnias suficientes para dar inicio ao ensaio a tempo.
Relativamente ao efluente tratado por ozonizacdo, ndo foi considerado relevante a
necessidade da realizacdo do ensaio cronico, uma vez que 0 ensaio agudo indicou logo uma

toxicidade excessiva da amostra.

Em relacdo ao controlo, foram iniciados diversos controlos durante o decorrer dos
ensaios aos efluentes, no entanto, por motivos desconhecidos, ndo foi possivel realizar um
ensaio de controlo até ao fim, ou porque as progenitoras morriam antes de produzirem a 12
geracdo, ou entdo porque a 1?2 geragdo produzida ndo gerou mais descendentes. Posto isto,
recorreu-se a dados recolhidos da literatura para analisar o comportamento dos resultados

obtidos dos restantes dois ensaios (Eltemsah & Bghn, 2019).
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Tabela 3. 5- Dados e considerag@es gerais sobre a realizagéo dos ensaios cronicos.

Agua de teste Inicio do ensaio Fim do ensaio Consideragdes

17 de maio de 2023 16 de junho de 2023 -
Ultrafiltracao 9 de junho de 2023 5 de julho de 2023 -

O efluente revelou ser o
- mais toxico nos ensaios
Ozonizacao - - agudos, pelo que nédo foi
realizado 0 ensaio
cronico a este efluente.

S Néo foi obtido o ndmero
Plasma nao-térmico - - minimo de dafnias (10)
para dar inicio ao ensaio.

Né&o houve
- disponibilidade de
Efluente secundario - - amostra suficiente para

realizar o ensaio cronico
a este efluente.

Verificou-se uma falta de quantidade de amostra suficiente para realizar os ensaios
exatamente como proposto na norma (OECD, 2012), onde esta especificado que as dafnias
devem ser separadas por copos individuais (com 50 mL) como forma de monitorizar o seu
comportamento reprodutivo ao pormenor, assim, os ensaios foram realizados da seguinte

forma:

e Os ensaios foram iniciados com 10 dafnias com menos de 24 horas de idade,
separadas por copos individuais;

o Na 12 geracdo de descendentes, foram separadas, em média, 2 dafnias por copo;

e Na 2?2 geracdo, foi contabilizado o nimero de descendentes total, o qual foi
dividido pelo nimero de progenitoras presentes por copo;

e Paraa 3%geracdo, procedeu-se da mesma forma.

Para além desta alteragdo ao procedimento normativo, foi testado o efluente a 75% e
ndo a 100% como forma de prolongar a disponibilidade de amostra por tempo suficiente para

alcancar 3 geracdes de descendentes.
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4. Resultados
4.1. Testes de Toxicidade Aguda — Teste do Dicromato

Da realizacdo dos testes agudos com o dicromato de potassio obtiveram-se os valores
da Tabela 4.1, que correspondem aos resultados ao fim de 24 h e 48 h de exposicéao as solucdes

de dicromato.

Tabela 4. 1- Percentagem de mortalidade das dafnias ao fim de 24 h e 48 h.

% mortalidade % mortalidade
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 20 0 0 40
20 60 100 80 60 100 100 100
100 80 80 100 100 100 80 100
100 100 100 100 100 100 100 100

Da informagéo detida na tabela, verifica-se uma mortalidade acentuada ao fim das
primeiras 24 h do teste nas linhas correspondentes as concentracdes mais elevadas. Ao fim de
48 h, néo se registou qualquer mortalidade nem no controlo nem na linha da concentragéo de
0,32 mg/L. A partir da concentracdo de 1,0 mg/L registou-se a morte de praticamente todos 0s

organismos de teste.

Partindo destes resultados, foi possivel tracar a curva que permite calcular o ECsp (que
corresponde a concentracao estimada capaz de imobilizar 50% das dafnias em 24 h e 48 h de
exposicdo as solucdes de dicromato de potassio). Os graficos obtidos com recurso ao

programa “GraphPad Prism”, encontram-se nas Figuras 4.1 e 4.2.
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Figura 4. 1- Curva de mortalidade ao fim de Figura 4. 2- Curva de mortalidade ao fim de
24h. 48h.

Das curvas apresentadas, obteve-se um ECso de 0,898 mg/L ao fim de 24 horas e 0,766
mg/L ao fim de 48 horas. De acordo com a ISO 6341:2012 (ISO, 2012), a gama de
aceitabilidade para o ECso ao fim de 24 horas é de 0,6 a 2,1 mg/L. Assim, comparando a
concentracdo obtida de ECso ao fim das primeiras 24 horas com a gama de valores impostos

pela norma, nota-se que o valor obtido, encontra-se dentro dos valores estabelecidos,

viabilizando desta forma o ensaio realizado.
4.2. Testes de Toxicidade Aguda — Aguas de Teste

Neste subcapitulo, estdo apresentados os resultados obtidos para a determinacdo da
toxicidade aguda nas aguas de teste, sendo elas um efluente secundéario e quatro efluentes que
sofreram tratamentos terciarios distintos: ultravioleta, ultrafiltracdo, plasma nao-térmico e

0zonizagé&o.

Com base na composicdo do efluente secundario descrita na Tabela 3.1., € de realcar
que os valores de azoto total e fésforo (correspondentes a micronutrientes) encontram-se
acima do valor limite estabelecido no referido Decreto-Lei. Este facto pode ter sido um fator
a ter em consideracdo aquando da analise dos resultados. Os restantes parametros
encontram-se de acordo com o valor limite de emissdo legislado. Na Tabela 4.2, estdo

presentes as percentagens de mortalidade obtidas no teste relativo ao efluente secundario.
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Tabela 4. 2- Resultados obtidos no teste de toxicidade aguda relativo ao efluente secundario.

% mortalidade % mortalidade

Controlo 0 0 0 0 0 0 0 0
30% 0 0 0 0 0 20 0 0
45% 0 0 0 0 0 0 0 0
60% 0 0 0 20 0 0 0 20
75% 0 0 0 0 0 0 0 0
100% 0 20 0 0 0 20 0 0

Destes resultados, concluiu-se que a mortalidade das dafnias ndo foi significativa, ndo
tendo sido possivel calcular o ECso. Ndo houve mortes no controlo, o que reitera a validade do

teste.

Nas Tabelas 4.3 a 4.6, estdo descritos os resultados obtidos nos testes realizados aos
efluentes com tratamentos terciarios, UV, UF, plasma n&o-térmico e o0zonizag&o,

respetivamente.

Tabela 4. 3- Resultados obtidos do teste de toxicidade aguda relativo ao efluente com tratamento terciario de
ultravioleta.

% mortalidade % mortalidade

Controlo 0 0 0 0 0 0 0 0
30% 0 0 0 0 0 0 0 0
45% 0 0 0 0 0 0 0 0
60% 0 0 0 0 0 0 16,7 0
75% 0 0 0 0 0 0 0 0
100% 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 4. 4- Resultados obtidos no teste de toxicidade aguda relativo ao efluente com tratamento terciario de
ultrafiltracéo.

% mortalidade % mortalidade
Controlo 0 0 0 0 0 0 0
30% 0 0 0 0 0 0 0
45% 0 0 0 0 0 0 0
60% 0 0 0 0 0 0 0
75% 0 0 0 0 0 16,7 0
100% 0 0 0 20 0 20 20

Tabela 4. 5- Resultados obtidos no teste de toxicidade aguda relativo ao efluente com tratamento terciario de
plasma néo-térmico.

% mortalidade % mortalidade

Controlo 0 0 0 0 0 0 0 0
30% 0 0 0 0 0 0 0 0
45% 0 0 0 0 0 20 0 0
60% 0 0 0 0 0 0 0 0
75% 0 0 0 0 0 0 0
100% 0 0 0 0 0 0 20 0

A semelhanca do teste de toxicidade realizado ao efluente secundario, também nos
ensaios referentes aos tratamentos terciarios de desinfecdo por radiacdo UV e plasma nédo-
térmico e separacdo por UF, os organismos de teste apresentaram uma mortalidade reduzida.
Para averiguar de forma mais rigorosa a eficacia destes tratamentos, foi necessaria a

realizacdo de testes de reproducdo (ou ensaios cronicos).

Relativamente ao ensaio de toxicidade aguda executado no efluente terciario de

ozonizacao, foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 4.6.
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Tabela 4. 6- Resultados obtidos no teste de toxicidade aguda relativo ao efluente com tratamento terciario de

ozonizag&o.
% mortalidade % mortalidade
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 20
0 0 0 0 20 0 20 40
40 40 0 40 100 100 80 80

Ao contrério do verificado nos ensaios efetuados aos efluentes anteriores, o ensaio do
efluente tratado por ozonizagdo apresentou uma mortalidade acentuada e notdria. Ao fim de
48 h de exposicdo, na fila com o efluente ndo diluido (100%), verificou-se a morte de
praticamente todos os organismos de teste. Estes resultados refletem a toxicidade excessiva
do meio, 0 que leva a concluir que este tipo de tratamento ndo serd o mais adequado para

afinacdo de tratamentos secundarios.

A partir destes resultados, foi possivel determinar o ECso relativo ao teste de

toxicidade aguda do efluente com tratamento de ozonizagdo (Figura 4.3).
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Figura 4. 3- Curva para a determinagao do ECsp, ao fim de 48 h, inerente ao teste do efluente com tratamento de
ozonizagdo.

Por interpolagdo da curva apresentada na Figura 4.3, é possivel concluir que o valor da

concentragdo estimada capaz de matar 50% das dafnias num periodo de 48 h é de 85,75%.
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A titulo demonstrativo do efeito do efluente tratado por ozonizacdo (concentracdo a
100%) no organismo da dafnia, na Figura 4.4 esta presente a comparacao entre uma dafnia do
controlo e uma déafnia submetida ao efluente tratado por ozonizagio ao fim de 48 horas. E
possivel observar um abdémen inchado e desfigurado na déafnia exposta ao efluente quando

comparado com a dafnia controlo.

B - L3
Figura 4. 4- a) dafnia de controlo e b) dafnia exposta ao efluente tratado por
o0zonizagdo ao 100% apds 48 h de ensaio.
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4.3. Ensaios intermédios — Testes de reproducao

4.3.1. Alimentacéo e local — 12 fase

Numa primeira fase, os ensaios preliminares foram executados somente dentro da
incubadora recorrendo-se a uma solugdo de spirulina em p6 para alimentar as dafnias (Anexo
A). No decorrer destes testes, verificou-se uma mortalidade anormal das dafnias ao fim de
algum tempo. Considerou-se que a alimentacdo nao seria a mais adequada, pelo que foi
decidido alimentar os organismos com C. vulgaris. A alteracdo da alimentacdo das dafnias
néo teve qualquer impacto positivo na sua mortalidade uma vez que, ao fim de pouco tempo,

a populacdo de dafnias em cultura decresceu de forma abrupta, sem justificacdo aparente.

Perante este fendbmeno anormal e repetitivo, foram definidos novos pardmetros para
averiguar quais as melhores condi¢Bes possiveis. Assim, foram selecionados varios locais
distintos (A a E) e dois tipos de alimentacdo diferentes. Foram criados dois grupos para testar
a alimentacdo: um grupo de dafnias alimentadas somente com C. vulgaris, e outro grupo
alimentado com C. vulgaris e 0,5 mL de uma solugéo de fermento de padeiro (Heckmann &
Connon, 2007; Venkatachalam et al., 2016) (Anexo B). O fermento de padeiro
(Saccharomyces cerevisiae) contém proteinas solUveis e tem sido sugerido que as proteinas
sollveis estdo mais disponiveis para a digestdo e absorcdo das dafnias do que as proteinas

insoltveis (Venkatachalam et al., 2016).

Foram incubadas novas dafnias para a realizacdo do ensaio. Inicialmente, em cada
local, foram colocados dois copos (um com fermento e outro sem fermento), contendo cada
um entre nove e dez dafnias. Foi observado o comportamento dos organismos no periodo
entre 9 de janeiro e 13 de fevereiro de 2023. Os resultados detalhados obtidos deste primeiro

estudo preliminar estdo presentes no Anexo C1.

Nas Figuras 4.5 a 4.8, esta presente o panorama geral relativamente a evolucédo do

aparecimento de novos descendentes e de mortes ao longo do tempo do ensaio.
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Figura 4. 5- Evolugéo do nimero de descendentes ao longo do tempo usando uma alimentagéo
a base de C. vulgaris (A — incubadora, B — mesa junto a janela voltada a sul, C — janela virada
asul, D — janela virada a sul com arvores e E — laboratério de aulas).
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Figura 4. 6- Evolucdo do nimero de descendentes ao longo do tempo usando uma alimentagéo
a base de C. vulgaris e fermento de padeiro (A — incubadora, B — mesa junto a janela voltada a
sul, C — janela virada a sul, D — janela virada a sul com &rvores e E — laboratorio de aulas).
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Figura 4. 7- Evolucdo do nimero de mortes ao longo do tempo usando uma alimentacéo a base
de C. vulgaris (A — incubadora, B — mesa junto a janela voltada a sul, C — janela virada a sul,
D — janela virada a sul com arvores e E — laboratdrio de aulas).
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Figura 4. 8- Evolucdo do nimero de mortes ao longo do tempo usando uma alimentagdo a base
de C. vulgaris e fermento de padeiro (A — incubadora, B — mesa junto a janela voltada a sul, C
— janela virada a sul, D — janela virada a sul com arvores e E — laboratorio de aulas).

Apurou-se, de uma forma geral, uma menor taxa de mortalidade nos copos onde foi
usado fermento de padeiro, no entanto, as dafnias em questdo, produziram menos

descendentes do que as dafnias mantidas apenas com C. vulgaris. Com base neste primeiro
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ensaio, averiguou-se que as culturas que tiveram maior sucesso no final do ensaio foram as
colocadas nos locais B e D. Apesar de terem sido estes os resultados mais satisfatorios deste
ensaio preliminar, ndo foi possivel manter estas culturas apds o seu término, tendo sido

registada a morte de todos os organismos dentro de poucos de dias.

Como forma de analisar com maior pormenor os resultados obtidos deste ensaio, foi
realizada uma comparacao entre o niUmero de mortes para cada tipo de alimentagéo (apenas C.

vulgaris ou C. vulgaris e fermento de padeiro) para todos os locais individualmente.

No local A (incubadora com temperatura e fotoperiodo controlado), verificou-se uma
mortalidade excessiva das dafnias, fendmeno para o qual ndo se obteve explicagdo. No inicio
do ensaio, foi o grupo que se desenvolveu com maior rapidez, tendo produzido os primeiros
descendentes ao fim de sete dias. No entanto, a partir da terceira semana de teste, verificou-se
um declinio acentuado na cultura. Ao fim de 31 dias, confirmou-se a morte de todas as
dafnias em cultura (Figura 4.9). Colocou-se a hip6tese da presenca de residuos de trabalhos
anteriores, mas mesmo ap0s uma limpeza profunda, os resultados nédo se alteraram, levando a
ponderar na hipOtese de o equipamento ndo estar a funcionar devidamente, pelo que o0s
ensaios foram abandonados neste local. E de salientar que, apds 0 nascimento da primeira
geracdo de descendentes, estas ndo produziram uma nova geracdo como seria de esperar. O
facto de ndo ter havido renovacédo de gerac6es, ndo sé contribuiu para o desaparecimento da
populacdo como inviabilizou a realizacdo de ensaios cronicos neste local, onde o objetivo é
monitorizar a reproducdo das dafnias ao longo de pelo menos 21 dias. Seria expectavel que as
dafnias produzissem a primeira linha de descendentes ao fim de 8 a 10 dias, o que ndo foi
verificado na primeira geracdo de descendentes produzida neste ensaio (Heckmann &
Connon, 2007).
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Figura 4. 9- Evolucéo do nimero de dafnias mortas no local A (incubadora) com os dois
tipos de alimentacdo testados.

No local B, apurou-se o aparecimento da primeira geracdo de descendentes ao fim de
15 dias, mais tarde do que o expectavel, mas fendbmeno que pode ser justificado pela
temperatura ambiente abaixo de 20 °C. Em termos de mortalidade, verificou-se um declinio
da populacdo a partir do dia 25 do ensaio (Figura 4.10). Apesar disso, 0 numero total de
descendentes produzidos ao longo do tempo e o relativo afastamento da janela, foi tomado em

consideracdo como um local de possivel sucesso.
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Figura 4. 10- Evolucdo do nimero de dafnias mortas no local B (mesa junto a janela voltada
a sul) com os dois tipos de alimentacéo testados.

O local C, tornou-se inviavel potencialmente devido a incidéncia de luz solar direta
nos copos durante longos periodos durante o dia. A reproducdo das dafnias neste local foi
reduzida e, em certos dias, foi possivel observar algumas dafnias mortas a superficie da agua.

A evolucdo do numero de mortes ao longo do tempo esta representada na Figura 4.11.
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Figura 4. 11- Evolugdo do nimero de dafnias mortas no local C (janela orientada a sul) com
os dois tipos de alimentagdo testados.

No local D, apesar de a janela ser orientada a sul, com a presenca de arvores no
exterior, a incidéncia de luz solar direta ndo foi tdo determinante como no local C. No entanto,
por o ensaio ter sido realizado no Inverno, da parte da manha, os copos encontravam-se mais
frios do que os restantes. Coincidentemente, as dafnias colocadas neste local foram as Gltimas
a gerar a primeira geracdo de descendentes, muito provavelmente devido as variacdes de
temperatura do meio ao longo do dia. No entanto e contrariamente ao expectavel, com o
avancar da estacdo e com o progressivo aumento das temperaturas minimas no exterior, foi o
grupo de dafnias que se desenvolveu de forma mais consistente dentro do grupo experimental.
Ao contrario dos restantes, este foi o Unico ensaio em que as dafnias alimentadas com o
suplemento de fermento de padeiro apresentaram maior mortalidade do que as alimentadas
somente com C. vulgaris (Figura 4.12). Mais uma vez, a semelhanca do verificado no local B,
apesar de se ter terminado o ensaio com dafnias vivas, ndo foi possivel manter as dafnias em

cultura durante muito tempo, tendo-se extinguido dias apds o fim do ensaio.
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Figura 4. 12- Evolugdo do nimero de dafnias mortas no local D (janela virada a sul com
arvores) com os dois tipos de alimentacdo testados.

Por ultimo, apesar de o local E ter parecido promissor numa fase inicial do teste tanto
a nivel reprodutivo como a nivel de sobrevivéncia, em dias de sol intenso, a temperatura
sentida no laboratério ascendia a temperaturas superiores a 24 °C (temperatura registada na
hotte do laboratorio), inviabilizando os ensaios, uma vez que a temperatura ideal para a

manutencdo das culturas de déafnias ronda os 20 °C (Figura 4.13).
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Figura 4. 13- Evolugdo do nimero de déafnias mortas no local E (laboratorio de aulas) com os
dois tipos de alimentacdo testados.

Com base neste ensaio, foi entdo possivel selecionar os locais B e D onde, a partida,
seria maior a probabilidade da manutengéo da cultura por periodos mais prolongados. Assim,
procedeu-se a realizacdo de um novo teste para averiguar, entre os dois, qual seria o local

mais apropriado.
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4.3.2. Local — 22 fase

Na segunda fase de testes, foram incubadas novas dafnias e foram testados os locais B,
D e um novo local, F (correspondente ao laboratério de microbiologia onde decorreram os
trabalhos), mantendo a alimentacdo com C. vulgaris e fermento de padeiro. O ensaio decorreu
ao longo de 42 dias (de 27 de fevereiro a 10 de abril de 2023).

No inicio do teste, foram colocados quatro copos, cada um com uma défnia, nos locais
B e F e trés copos no local D. O local F contou com temperatura controlada de 21 °C e foi
usada uma lampada com temporizador para garantir um ciclo de 8 h de escuro e 16 h de luz.

Os resultados deste ensaio, estdo demostrados pormenorizadamente no Anexo C2.

No panorama geral do ensaio, verificou-se que foi no local D onde houve um maior
desenvolvimento das dafnias a nivel reprodutivo. O ensaio no local B, foi o primeiro a
terminar devido a morte de todos os organismos em estudo. A Figura 4.14, apresenta a

evolucdo do nimero de défnias ao longo do tempo em cada local estudado.
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Figura 4. 14- Evolugdo do ndmero de dafnias vivas ao longo do tempo nos novos locais
selecionados (F — laboratério de microbiologia, B — mesa junto a janela virada a sul, D —
janela virada a sul com arvores).

Paralelamente, é possivel observar na Figura 4.15 a evolucdo da mortalidade dos organismos
em estudo. Apesar de as mortes no local D aparentarem ser mais expressivas, vale reforcar

que foi também nesse local onde houve uma maior reproducéo das dafnias.
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Figura 4. 15- Evolugdo do ndmero de dafnias mortas ao longo do tempo nos novos locais
selecionados (F — laboratdrio de microbiologia, B — mesa junto a janela virada a sul, D —
janela virada a sul com arvores).

Numa primeira fase do ensaio, as dafnias colocadas no local F, tiveram um
comportamento concordante com o expectavel. As progenitoras tiveram a primeira geracao de
descendentes ao fim de oito/nove dias, fendmeno que se prolongou durante algum tempo
(4ltimo grupo de descendentes foi registado no dia 15 de marco), no entanto, a primeira linha
de descendentes ndo chegou a produzir uma nova geracdo dafnias. Como consequéncia,
registou-se um declinio da populacdo em estudo (Figura 4.16). Desta forma, determinou-se

que o local F ndo seria adequado para executar os testes.
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Figura 4. 16- Evolugdo do nimero de dafnias vivas e de mortes ao longo do tempo no
local F.

A semelhanca do ocorrido no local F, também no local B o teste n&o foi bem sucedido.

Houve uma renovacdo consistente da populagdo na primeira geragdo, mas as mesmas nao
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tiveram a capacidade de se reproduzirem, tornando assim o ensaio inviavel. Na Figura 4.17
esta presente a evolucdo do numero de descendentes e de mortes ao longo do tempo. O ensaio

neste local foi dado como finalizado ao fim de 26 dias.
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Figura 4. 17- Evolugdo do ndmero de dafnias vivas e de mortes ao longo do tempo no
local B.

Por outro lado e contrariamente ao verificado nos restantes locais, ao fim de 31 dias de
ensaio no local D, foi registada a producédo dos primeiros descendentes da segunda geracdo de
dafnias. Apesar de ter havido reproducao dentro da primeira geracéo, o hovo grupo de dafnias
ndo teve uma longevidade significativa, tendo sucedido a morte dos organismos no dia 33 do

ensaio (Figura 4.18). Inevitavelmente, a cultura acabou por declinar rapidamente.
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Figura 4. 18- Evolugdo do nimero de dafnias vivas e de mortes ao longo do tempo no
local D.

Uma vez que foi registada uma segunda geracdo de dafnias, considerou-se que o local
D seria, a partida, o local mais adequado para a realizacdo dos ensaios crénicos. No entanto,

foi ainda necessario efetuar ajustes, nomeadamente, & composic¢ao do meio de cultura.
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4.3.3. Meio de cultura — 3?2 fase

Perante as informacGes recolhidas dos ensaios preliminares anteriores e tendo avaliado
varios possiveis, houve a necessidade de executar um novo teste. Aqui, foi selecionado o local
D como sendo o mais promissor a realizacdo dos ensaios crénicos e, desta vez, foram
solicitadas novas dafnias a um laboratdrio de outra instituicdo. Nestes testes, a principal
variavel foi o meio usado para manter a cultura, ou seja, em vez de usar 0 meio preparado
inicialmente, foi preparado o meio de cultura Elendt M4 de composigéo descrita no Anexo C3
(OECD, 2011).

A alimentacdo foi feita recorrendo apenas a C. vulgaris, para garantir condicdes
semelhantes as de origem. Foram também colocados copos num laboratério do DEQ do ISEP
com orientacdo a norte, como forma de comparacdo dos resultados. No entanto, a
monitorizacdo mais atenta foi realizada no local D (Figura 4.19), até porque a reproducdo do

grupo colocado no laboratorio do DEQ foi muito mais lenta e pouco significativa.

Figura 4. 19- Copos com dafnias no local D numa fase mais avangada do ensaio.

O ensaio decorreu no periodo de 17 de abril a 13 de maio (27 dias) e contou com nove
dafnias, as quais foram distribuidas por copos individuais, com a excecao de duas de menores
dimensGes que por isso foram colocadas juntas (copo 8). Ao fim de cinco dias de ensaio (21
de abril) surgiram os primeiros descendentes (copo 4), cinco dos quais foram separados em
copos diferentes passados sete dias, com o0 objetivo de monitorizar o seu desenvolvimento e
eventual producdo de uma segunda geracdo de descendentes. Este fendmeno foi registado
ap6s doze dias (3 de maio) do surgimento da primeira geragio de descendentes. A semelhanca
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da geracao anterior, a segunda geracdo também produziu uma nova linhagem de descendentes
ao fim de doze dias (15 de maio)®. A titulo de exemplo, na Figura 4.20, estd demonstrado o

aparecimento gradual de novas geracdes, a partir da dafnia colocada no copo 4.
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Figura 4. 20- Evolucdo do nimero global de d&fnias em estudo ao longo do tempo e das diferentes
geracdes produzidas a partir da dafnia colocada no copo 4.

No periodo do ensaio, a primeira geracao, em Varios copos com a exce¢do do copo 5,
manteve um padrdo sensivelmente constante de reproducdo, tendo tido varios grupos de
descendentes. Também as duas geracdes seguintes se reproduziram a um ritmo relativamente

constante e de acordo com o expectavel para este tipo de ensaios (OECD, 2012).

Para além disto, foi também constatado que a mortalidade das dafnias diminuiu de
forma significativa, ndo tendo sido registadas mortes considerdveis durante o periodo do
ensaio. E de referir que as Tabelas que contém toda a informacéo dos descendentes gerados a

partir de cada copo, estdo presentes no Anexo C3.

Deste altimo ensaio, foi possivel concluir que o meio Elendt M4 para dafnias € mais
adequado do que o meio de cultura que estava a ser usado anteriormente, 0 que permitiu o
sucesso do teste. Assim, para avangcar com 0s ensaios cronicos, foi decidido usar 0 meio
Elendt M4, recorrer a uma suspensao de C. vulgaris para alimentar os organismos e realizar

os testes no local D.

1 Apesar de o ensaio ter sido dado como terminado no dia 13 de maio, no dia 15 ainda foram contabilizados os
descendentes da terceira geragéo.
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Com estes ensaios foi possivel também averiguar que as dafnias provenientes do Kit
Daphtoxkit F ndo deverdo ser aptas para a realizacdo de ensaios cronicos uma vez que
comecgou por se verificar maior sucesso nos testes quando foram solicitadas dafnias ao
laboratério externo e ndo se recorreu as ephippias do kit. No entanto, seria necessario

desenvolver novos testes, no sentido de averiguar a veracidade deste pressuposto.

44



is e‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto
4.4, Ensaios Cronicos

Neste subcapitulo, estdo presentes os resultados obtidos dos ensaios cronicos
realizados aos efluentes sujeitos aos tratamentos terciarios com radiagdo UV e UF. Néo foi
possivel testar o efluente secundario por falta de amostra suficiente e o efluente submetido ao
tratamento com plasma néo-térmico ndo foi realizado por falta de organismos disponiveis
para iniciar o teste a tempo uma vez que os organismos em cultura foram declinando a medida

que as temperaturas no exterior aumentaram.

Os ensaios decorreram no local D, recorrendo a uma alimentacdo a base de C.
vulgaris. Foram monitorizados os descendentes de cada geracdo e, aquando do seu

aparecimento, foi cessado o acompanhamento das dafnias que Ihes deram origem.

Numa outra nota relevante, o controlo realizado inicialmente, aquando do inicio do
ensaio a agua de teste com tratamento UV, ndo foi bem sucedido. Ndo foram encontradas
causas Vviaveis para esse fendmeno, foram feitas vérias tentativas para recomecar 0 ensaio,
mas sem sucesso. Assim, para manter a relevancia dos resultados dos testes efetuados as
amostras, foi feita a comparagdo dos resultados obtidos para a amostra, com dois controlos

experimentais da literatura (Barmentlo et al., 2015; Eltemsah & Bghn, 2019).

4.4.1. Radiacdo ultravioleta

O ensaio cronico efetuado a 4gua de teste com tratamento terciario de desinfecdo por

radiacdo UV teve inicio no dia 17 de maio e decorreu até ao dia 16 de junho de 2023.

Dos ensaios realizados, constatou-se que a primeira geragdo teve o seu primeiro grupo
de descendentes ao fim de 9 dias (Tabela 4.7) e ndo foi registada nenhuma morte dentro da

geracao zero.
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Tabela 4. 7- Primeiro grupo de descendentes da primeira geragdo no ensaio efetuado ao efluente tratado por
radiacdo ultravioleta.

Dia Data Copo Ne° D_éfnias Ne° Dafnias N° de
Vivas Mortas descendentes
uvi 1 - 1
uv2 1 - 11
uva3 1 - 2
uv4 1 - 11
uvs 1 - 10
9 25/05/2023 UV6 1 ) 10
uv7 1 - 12
uvs 1 - 10
uv9 1 - 10
uv1o0 1 - 11

Ao décimo dia do ensaio (26 de maio), registou-se a morte das duas descendentes da
dafnia colocada no copo UV3. Ao fim de sete dias (29 de maio) do aparecimento da primeira
geracdo, as dafnias foram distribuidas por copos diferentes, tendo sido colocadas, em média,

duas déafnias por copo.

As primeiras filhas da segunda geracdo foram registadas no dia 18 do ensaio (3 de
junho), 12 dias ap6s o aparecimento da primeira geracdo. Como em cada copo estavam
presentes duas dafnias, a observacdo do aparecimento de novas filhas foi efetuada até dia 7 de
junho, correspondente ao 22° dia do ensaio, como forma de tentar assegurar que ambas as
dafnias presentes no copo tenham tido descendentes.

A terceira geracdo de dafnias surgiu no dia 12 de junho (dia 27 do ensaio) e foram
contabilizadas novas dafnias até ao dia 16 de junho, Gltimo do ensaio. No gréfico da Figura

4.21 esté presente a evolugdo do aparecimento de novos descendentes ao longo do tempo.
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Figura 4. 21- Evolucgdo do aparecimento de novos descendentes ao longo do tempo no ensaio
relativo ao efluente com tratamento terciario de ultravioleta.

4.4.2. Ultrafiltracdo

O ensaio relativo a agua de teste submetida a tratamento terciario de separacao por
UF, decorreu no periodo entre 9 de junho e 5 de julho de 2023. O aparecimento do primeiro
grupo de descendentes foi registado ao fim de 9 dias (Tabela 4.8), ndo tendo havido mortes

das progenitoras neste periodo.

Tabela 4. 8- Primeiro grupo de descendentes da primeira geracdo no ensaio efetuado ao efluente tratado por
ultrafiltracéo.

UF5
UF6
UF7
UF8
UF9
UF10

17/06/2023

PR RPRRPRRPRPRRRER
o bhoowo o u o

A primeira geracdo teve descendéncia ao fim de 9 dias, tendo sido registadas as
primeiras dafnias da segunda geragdo no dia 26 de junho (18° dia do ensaio), periodo o qual
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se encontra dentro do expectavel. Vale referir que ndo foram registadas mortes dentro da

segunda geracao.

Foram observadas as primeiras dafnias da terceira geracao no dia 3 de julho (dia 25 do
ensaio), sete dias ap0s o aparecimento da segunda geracdo, e a sua monitorizagdo manteve-se
até ao dia 5 de julho (dia 27). Na Figura 4.22, esta presente o grafico que demonstra a

progresso do aparecimento de novas dafnias neste ensaio.
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Figura 4. 22- Evolucéo do aparecimento de novos descendentes ao longo do tempo no ensaio
relativo ao efluente com tratamento tercidrio de ultrafiltracéo.

4.4.3. Radiacgéo ultravioleta vs Ultrafiltracéo

Como forma de validacdo dos resultados obtidos dos ensaios realizados na auséncia de
um controlo valido, procedeu-se a comparacdo dos resultados com dois controlos
experimentais presentes na literatura (Barmentlo et al., 2015; Eltemsah & Bghn, 2019). E
necessario ter em consideracdo que as condi¢cdes em que foram realizados os ensaios variam
consideravelmente das condi¢cdes em que foram realizados os controlos apresentados. Assim,
a comparacdo com os controlos foi efetuada no sentido de analisar o comportamento
reprodutivo das dafnias de teste ao longo do tempo e ndo fazer essa avaliagdo por periodos ou

geracoes.

E de notar que a semelhanca entre controlos no periodo de 21 dias (menor tempo
ensaiado), realizados em diferentes condi¢Oes e alturas, corrobora o comportamento

tendencial das dafnias quando mantidas em meio e condi¢Ges adequadas.
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No entanto, quando comparados os resultados obtidos em ambos o0s ensaios realizados,
é notoria a discrepancia do numero de descendentes produzidos por geracdo. No ensaio
realizado ao efluente terciario tratado com radiacdo UV, registou-se um ndmero de
descendentes de terceira geragdo muito superior ao registado na terceira geracdo do ensaio
relativo ao efluente terciario tratado por UF. Na Figura 4.23, estdo presentes os resultados
obtidos dos ensaios efetuados, em comparagdo com o controlo 1 (Eltemsah & Bghn, 2019) e

com o controlo 2 (Barmentlo et al., 2015) da literatura.

1400
1200
1000
800
600

400

> do n° de descendentes

200

0 5 10 15 20 25 30 35
Dias
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Figura 4. 23- Resultados obtidos dos dois ensaios realizados com um controlo 1 (Eltemsah & Bghn,
2019) e um controlo 2 (Barmentlo et al., 2015) presentes na literatura.
De uma forma geral, 0 comportamento reprodutivo das dafnias submetidas ao efluente
com tratamento de UF foi o mais semelhante ao comportamento dos controlos presentes na

literatura.

Uma justificacdo para o comportamento tdo diferente das dafnias expostas ao efluente
tratado por UV pode passar pela presenga de contaminantes com efeito desregulador nas

dafnias, o que se reflete numa alteracéo reprodutiva.

Os contaminantes derivam inevitavelmente do crescimento industrial e evolugdo
tecnoldgica, estdo presentes em quantidades praticamente residuais nos ecossistemas e
perturbam os organismos a eles expostos. Os contaminantes detetados geralmente em aguas
superficiais, apesar de poderem ser encontrados em pequenas quantidades, tém potencial para

causar efeitos adversos nos ecossistemas aquaticos (Lima et al., 2017).
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Na maioria dos casos, na presenca de desreguladores endocrinos, a reproducéo das
dafnias tende a diminuir. No entanto, existem compostos como o epofenonano (Cz0H3202)
(Tatarazako & Oda, 2007) ou o bisfenol A (Mansilha et al., 2013), que se desviam desta
regra, ao estimular o aumento da reproducdo das dafnias, a determinadas concentra¢bes. O
epofenano, pode ser encontrado em pesticidas usados na agricultura e funciona como um
regulador hormonal de insetos, que interfere no seu normal desenvolvimento e crescimento.

Por outro lado, o bisfenol A e usado como plastificante em embalagens alimentares.

Segundo Barmento et al (Barmentlo et al., 2015), o efeito de compostos perfluorados
em déafnias, foi também verificado um aumento significativo do nimero de descendentes em
concentracdes mais baixas do composto. Este fendmeno sera indicativo de que o composto
em estudo (&cido perfluorohexandico — PFHxA), em concentraces ndo letais, estimula a
reproducdo das dafnias. Este tipo de compostos sdo amplamente utilizados na industria do
papel e cartdo (materiais que geralmente entram em contacto com alimentos), téxteis técnicos
como equipamento individual de protecédo, téxteis-lar e vestuario e até mesmo espumas de
combate a incéndios (ECHA, 2021). Os PFHxA sdo um subgrupo de substancias per- e
polifluoroalquilicas. Como muitos compostos perfluorados de cadeia longa (C8 e C14)
comecam a ser restringidos a nivel europeu, comecaram a ser utilizados compostos de cadeia
mais curta como o PFHxA (C6) (ECHA, 2021).

Tem-se vindo a observar frequentemente que os PFHXA contaminam &guas
subterraneas, as aguas superficiais e 0 solo. Uma vez que a sua remocao é dispendiosa, se a
sua libertacdo continuar, estes compostos vdo continuar a acumular-se no ambiente, nas aguas

de consumo e ainda nos alimentos (ECHA, 2023).

Apesar de ndo terem sido encontradas muitas situacdes em que as dafnias tenham tido
uma reproducdo superior a esperada, pela informacédo reunida € possivel prever a presenca de
compostos no efluente tratado por radiacdo UV que, embora em concentrac@es reduzidas por
ndo ter sido provocada a morte, tenham provocado um desequilibrio na reproducdo das

dafnias.

Tendo em consideracdo a possivel presenca de contaminantes desreguladores no
efluente tratado por UV, pode afirmar-se que a diferenca clara entre os resultados obtidos para
ambos os ensaios € coerente. Isto é, uma vez que o0 processo de tratamento com radiagdo UV

tem por objetivo eliminar a carga microbiana do efluente, ndo devera ser eficaz na remogéo de
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contaminantes de outro tipo. Por outro lado, o processo de UF implica a passagem dos
efluentes por um sistema de membranas finas que funciona como uma barreira fisica seletiva

a passagem de alguns constituintes das aguas residuais.

Pelos resultados obtidos, é possivel deduzir que alguns destes constituintes nocivos
deverdo ficar retidos no sistema de membranas usado no tratamento por UF, ao contrario do
que acontece no tratamento por radiagdo UV, onde o foco € eliminar microrganismos

patogénicos.
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5. Conclusoes

A toxicologia pode ser definida como sendo o estudo dos efeitos adversos de produtos
quimicos sobre organismos vivos. A D. magna é um dos organismos mais largamente
utilizados para averiguar a toxicidade devido a sua elevada sensibilidade a componentes
toxicos e a sua forma de reproducédo assexuada. O principal objetivo deste trabalho foi estudar
a ecotoxicidade de aguas residuais tratadas usando, para o efeito, D. magna. Foram analisados
cinco efluentes, entre os quais um efluente secundario e quatro efluentes terciarios, sendo eles
recolhidos apds tratamento por radiacdo UV, separacdo por UF, desinfecdo por ozonizagdo e
por aplicacdo de plasma ndo-térmico.

Uma parte crucial deste trabalho foi o estudo das condi¢cGes mais favoraveis a
realizacdo dos ensaios cronicos. Foram testados diversos parametros nomeadamente o local
para a realizagdo dos ensaios, alimentagdo e meio de cultura, dividindo esta etapa de trabalho
em trés ensaios preliminares sucessivos. Foram testados seis locais no GRAQ e no DEQ,
tendo sido selecionado como mais promissor, o local D, no GRAQ, que corresponde a uma
janela voltada a sul com protecdo da folhagem das arvores que se encontram no exterior.
Definiu-se o0 meio de cultura Elendt M4 como sendo o mais apropriado para manter as dafnias
em cultura por periodos mais prolongados, aliado a uma alimentacdo a base de uma suspensao
de C. vulgaris. Com estes ensaios foi possivel também averiguar que as dafnias provenientes
do kit Daphtoxkit F ndo deverdo ser aptas para a realizacdo de ensaios crénicos uma vez que
comegou por se verificar maior sucesso nos testes quando foram solicitadas dafnias a um

laborat6rio externo e ndo se recorreu as ephippias do Kit.

Por causa do tempo dedicado a esta otimizacdo, foram apenas realizados ensaios
cronicos aos efluentes terciarios tratados por UV e UF. Devido a fatores externos ndo
identificados, ndo foi possivel a realizacdo de um controlo, pelo que foram usados controlos
encontrados na literatura para comparar comportamentos reprodutivos. E de notar que n&o
foram realizados ensaios cronicos ao efluente secundario por falta de amostra suficiente

disponivel.

Dos ensaios agudos, averiguou-se que o tratamento por ozonizagéo foi o que provocou
maior mortalidade nos organismos de teste, tendo sido possivel calcular um ECso de 85,75%,
levando a afirmar que este sera o tratamento menos eficaz, no sentido em que aumenta a

toxicidade da agua. Nos restantes efluentes, ndo foi possivel calcular este valor, uma vez que
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a mortalidade das dafnias ndo foi significativa. Para averiguar o real efeito destes efluentes
nas dafnias, foi necessaria a realizacdo de ensaios cronicos como forma de avaliar o seu

padrdo reprodutivo, procurando anomalias.

Dos ensaios créonicos realizados aos efluentes tratados por UV e UF, verificou-se uma
diferenca notavel no numero de descendentes produzidos pelas dafnias submetidas ao efluente
tratado por radiacdo UV relativamente as submetidas ao efluente tratado por UF, indicando a
presenca de compostos que possam estar a atuar como disruptor enddcrino, levando a uma

anomalia reprodutiva das dafnias.

Assim, conclui-se que, dos efluentes submetidos a ensaios cronicos, o tratamento
terciario de UF devera ter um maior sucesso ao limitar a toxicidade das aguas resultantes. O
tratamento por radiacdo UV, a longo prazo, tem o potencial de trazer problemas aos
ecossistemas uma vez que deverd conter compostos desreguladores do padrdo normal de

reproducédo da D. magna.
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6. LimitacOes e propostas de trabalho futuro

As principais limitacGes inerentes a este trabalho prenderam-se com a dificuldade em
manter uma cultura de dafnias viavel e saudavel. Ao manter as dafnias fora da incubadora,
tornou-se impossivel manter uma temperatura constante favoravel ao seu desenvolvimento,
dificultando assim todo o processo. O facto de todos os locais testados estarem incorporados
no laboratdrio de quimica, relativamente proximos de reagentes quimicos, pode ter dificultado
a escolha do local ideal para a realizacdo dos ensaios. O comportamento variavel e inesperado
das dafnias a determinada altura dos ensaios também dificultou a sua realizagdo, o que levou a
tempos de espera relativamente prolongados principalmente entre ensaios preliminares e
também a varias tentativas de realizacdo de um controlo viavel, levando a impossibilidade de

ser realizado.

No futuro, propde-se a conclusdo dos ensaios cronicos ao efluente terciario tratado por
plasma nédo-térmico e a repeticdo do ensaio controlo para validar corretamente os resultados

obtidos para os efluentes terciarios tratados por UV e UF.

Estes ensaios deverdo ser realizados no local selecionado como o mais adequado, o
local D, recorrendo ao novo meio de cultura Elendt M4 e usando C. vulgaris como forma de
alimentacdo. Espera-se que, com o0 avancar da estacdo e a amenizacdo das temperaturas

exteriores, seja possivel a concluséo deste trabalho.
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Anexos

A — Preparacao da solucéo de spirulina em pé

Procedeu-se a preparacdo de uma solucdo de spirulina em p6 de 1000 mg/L. Para o
efeito, pesaram-se 100 mg de spirulina em po, dissolveu-se em agua e passou-se a solucéo
para um bal&o volumétrico de 100 mL. A solucéo foi armazenada e congelada em aliquotas de
1,8 mL.

A spirulina usada para a alimentacao das dafnias encontra-se na Figura Al.

o

ISNAR]

SPIRULINA PO

Figura A. 1- Spirulina usada para alimentar as dafnias na primeira fase de ensaios preliminares (Celeiro, 2023).

B — Preparacéo da solucdo de fermento de padeiro

Foi preparada uma solugéo stock de fermento de padeiro de 100 mg/L, de acordo com
0 procedimento (Heckmann & Connon, 2007):

e Pesar 10 mg de fermento de padeiro e dissolver em agua desionizada;

e Transferir a solugcdo para um baldo volumétrico de 100 mL e acertar o volume;

A solucéo foi preparada a cada 1-2 semanas. Aquando da troca de meio da cultura,
foram adicionados 0,5 mL desta solug&o.
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C — Ensaios de reproducéo preliminares

Neste capitulo, estdo apresentados todos os resultados obtidos dos ensaios
preliminares realizados com a intengdo de averiguar quais as melhores condi¢cdes ambiente
para manter uma cultura de dafnias saudavel, com capacidade de gerar resultados confiaveis
para a realizacdo de ensaios de reproducdo, no ambito da avaliacdo da ecotoxicidade de

efluentes tratados.
C1 — Teste 1: Alimentacéo

Numa primeira fase, foram desenvolvidos ensaios no sentido de determinar a
alimentacdo mais adequada para as dafnias. Assim, foram testadas duas hipOteses de

alimentacéo e cinco locais distintos.

Nas Tabelas C.1 a C.5, estdo presentes os resultados obtidos apds 5 semanas do 1°

ensaio preliminar.
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Tabela C. 1- Resultados obtidos do ensaio referente a alimentacéo das dafnias nos locais A e B.

Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Local Dia Alimentacéo Copo | Vivas | Mortas | Novas Filhas Local Dia Alimentacao Copo | Vivas | Mortas | Novas Filhas
C. vulgaris 1 9 - - C. vulgaris 3 9 - -
09/01/2023 - 2 09/01/2023 - -
. vulgaris + Fermento 2 9 - - . vulgaris + Fermento 4 9 - -
C. vulgaris 1 9 - C. vulgaris 3 9 - -
11/01/2023 - 2 11/01/2023 - -
. vulgaris + Fermento 2 9 - = . vulgaris + Fermento 4 9 - -
C. vulgaris 1 9 - = C. vulgaris 3 9 - -
13/01/2023 - - 13/01/2023 - z
. vulgaris + Fermento 2 9 - = . vulgaris + Fermento 4 9 - -
C. vulgaris 1 9 - = C. vulgaris 3 9 - -
16/01/2023 - - 16/01/2023 - E
. vulgaris + Fermento 2 9 = - . vulgaris + Fermento 4 9 = =
C. vulgaris 1 9 - 11 C. vulgaris 3 8 1 -
18/01/2023 - 18/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 9 = 17 . vulgaris + Fermento 4 9 = =
C. vulgaris 1 9 - 12 C. vulgaris 3 8 - -
20/01/2023 - 20/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 9 = 7 . vulgaris + Fermento 4 9 = =
C. vulgaris 1 9 - 14 C. vulgaris 3 8 - 18
23/01/2023 - 23/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 9 = - . vulgaris + Fermento 4 9 = 25
C. vulgaris 1 9 - 6 C. vulgaris 3 8 - 22
Local A | 25/01/2023 - Local B | 25/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 9 - 4 . vulgaris + Fermento 4 9 - 12
C. vulgaris 1 7 2 14 C. vulgaris 3 8 - -
27/01/2023 - 27/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 9 - - . vulgaris + Fermento 4 8 1 7
C. vulgaris 1 6 1 11 C. vulgaris 3 8 - 48
30/01/2023 - 30/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 6 3 = . vulgaris + Fermento 4 8 - 16
C. vulgaris 1 5 1 o C. vulgaris 3 8 - 26
01/02/2023 - 01/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 6 - = . vulgaris + Fermento 4 8 - -
C. vulgaris 1 3 2 o C. vulgaris 3 8 - 23
03/02/2023 - 03/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 3 3 = . vulgaris + Fermento 4 8 - 9
C. vulgaris 1 0 3 = C. vulgaris 3 7 1 25
06/02/2023 - 06/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 1 2 = . vulgaris + Fermento 4 8 - 16
C. vulgaris 1 - - o C. vulgaris 3 7 - -
08/02/2023 - 08/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 1 - = . vulgaris + Fermento 4 7 1 -
C. vulgaris 1 - - o C. vulgaris 3 7 - 6
10/02/2023 - 10/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 2 0 1 = . vulgaris + Fermento 4 5 2 7
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Tabela C. 2- Resultados obtidos do ensaio referente a alimentagdo das déafnias nos locais C e D.

Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Local Dia Alimentacéo Copo | Vivas | Mortas Novas Filhas Local Dia Alimentacéo Copo | Vivas | Mortas | Novas Filhas

C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

09/01/2023 - 09/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 9 - - . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

11/01/2023 - 11/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 8 1 - . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

13/01/2023 - 13/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 8 - - . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

16/01/2023 - 16/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 8 - - . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

18/01/2023 - 18/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 8 - - . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

20/01/2023 - 20/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 8 - 9 . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - 28 C. vulgaris 8 10 - -

23/01/2023 - 23/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 7 1 16 . vulgaris + Fermento 9 9 - -
C. vulgaris 5 9 - 21 C. vulgaris 8 10 - -

Local C | 25/01/2023 - Local D | 25/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 7 - 14 . vulgaris + Fermento 9 9 - 16
C. vulgaris 5 9 - - C. vulgaris 8 10 - 47

27/01/2023 - 27/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 7 - 11 . vulgaris + Fermento 9 8 1 8
C. vulgaris 5 9 - 9 C. vulgaris 8 10 - -

30/01/2023 - 30/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 5 2 - . vulgaris + Fermento 9 8 - 12
C. vulgaris b 9 - - C. vulgaris 8 10 - -

01/02/2023 - 01/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 5 - - . vulgaris + Fermento 9 8 - 8
C. vulgaris 5 7 2 10 C. vulgaris 8 10 - 35

03/02/2023 - 03/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 3 2 - . vulgaris + Fermento 9 8 - 12
C. vulgaris 5 4 8 - C. vulgaris 8 10 - 21

06/02/2023 - 06/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 3 - - . vulgaris + Fermento 9 7 1 16
C. vulgaris 5 3 1 - C. vulgaris 8 9 1 28

08/02/2023 - 08/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 2 1 - . vulgaris + Fermento 9 6 1 14
C. vulgaris 5 3 - - C. vulgaris 8 8 1 -

10/02/2023 - 10/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 6 1 1 - . vulgaris + Fermento 9 6 - 17
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Tabela C. 3- Resultados obtidos do ensaio referente a alimentagdo das dafnias no local E.

Local Dia Alimentacao Copo Vivas Mortas Novas Filhas

C. vulgaris 7 9 - -

09/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 9 - -
C. vulgaris 7 9 - -

11/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 7 2 -
C. vulgaris 7 8 1 -

13/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 1 -
C. vulgaris 7 8 - R

16/01/2023 - -

. vulgaris + Fermento 10 6 = =
C. vulgaris 7 8 - -

18/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 = =
C. vulgaris 7 8 - 8

20/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 = =
C. vulgaris 7 8 - 34

23/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 - 32
C. vulgaris 7 8 - 53

Local E 25/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 - 24
C. vulgaris 7 8 - 3

27/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 - 12
C. vulgaris 7 8 - 17

30/01/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 - 15
C. vulgaris 7 8 - 9

01/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 - -
C. vulgaris 7 7 1 5

03/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 6 - -
C. vulgaris 7 2 5 -

06/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 4 2 -
C. vulgaris 7 1 1 -

08/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 2 2 -
C. vulgaris 7 0 1 -

10/02/2023 -
. vulgaris + Fermento 10 1 1 -
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Tabela C. 4- Resultados obtidos da monitorizagéo da 12 geracdo de descendentes nos locais A e B no periodo entre 18 de janeiro e 10 de fevereiro de 2023.

Local | Copo 18/01/2023 20/01/2023 21/01/2023 23/01/2023 25/01/2023 27/01/2023 30/01/2023 01/02/2023 03/02/2023 06/02/2023 08/10/2023 10/02/2023
Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas
1.1 11 11 - 6 5 6 - 6 - 0 6
1.2 12 7 5 2 0 2
13 16 12 4 7 5 2 0 5)
14 14 4 10 0 4
15 6 2 4 0 2
A 1.6 14 3 11 0 3
1.7 3 0
2.1 17 16 1 5 11 1 4 1 - 1 - - 0
2.2 7 7 - 0 7
2.3 3 3 - 3 - 3 - 0
2.4 4 4 - 3] 1 1 2 1 - 0
3.1 18 18 - 18 - 18 - 16 2 10 6 5 2 3 0 2
B 3.2 22 22 - 21 1 17 4 6 11 1 0 1
3.3 48 48 - 48 - 22 26 7 15 7 -
34 26 26 - 23 3 9 14 2 7
3.5 23 18 5 8 10 4 4
3.6 25 16 9 10 6
3.7 6
4.1 25 25 - 25 - 25 - 15 10 9 6 2 7 1 1 1 -
4.2 12 12 - 12 - 8 4 8 - 5) 3 3 2 2 1
4.3 7 7 - 7 - 7 - 6 1 6 0 6 -
4.4 16 16 - 16 - 7 9 1 6 1 -
4.5 9 3 6 0 3
4.6 16 6 10 3 3
4.7 7
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Tabela C. 5- Resultados obtidos da monitorizacéo da 1% geracdo de descendentes nos locais C, D e E no periodo entre 18 de janeiro e 10 de fevereiro de 2023.

Local | copo 18/01/2023 20/01/2023 21/01/2023 23/01/2023 25/01/2023 27/01/2023 30/01/2023 01/02/2023 03/02/2023 06/02/2023 08/10/2023 10/02/2023
Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas

5.1 28 27 1 24 3 0 24
5.2 21 14 7 8 6
58 9 1 6 2 0
5.4 10 1 9 0 1
5.5 8

C 6.1 9 8 1 3 5 0 3
6.2 16 16 - 8 8 0 8
6.3 14 14 - 8 6 0
6.4 11 7 4 6 1 2 4 0 2
8.1 47 47 - 47 46 1 15 31 1 14 1 -
8.2 25 34 1 33 1 15 18
8.3 21 4 17 2 2
8.4 28 8

D 9.1 16 16 - 16 - 16 - 16 - 4 12 0 4
9.2 8 8 - 8 - 8 - 8 - 5 8 2 3
9.3 12 12 - 12 - 12 - 5 12 4 1
9.4 8 8 - 8 - 8 8 8 -
95 12 8 4 7 4 3 4
9.6 16 4 16 2 2
9.7 14 13 1
9.8 17
7.1 8 8 - 8 - 8 - 8 - 1 3 4 0 2
7.2 34 32 2 25 7 6 19
7.3 53 53 - 37 16 17 20 7 10 0

E 7.4 3 3 - 3 - 3 - 0
7.5 17 15 2 0 15
7.6 9 0 9
7.7 5 0
10.1 32 28 4 22 6 11 11 7 4 2 0
10.2 24 24 - 24 - 10 14 6 0
10.3 12 12 - 11 1 10 0 10
10.4 ii5 ii5 0 1 14 0 1
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C2 — Teste 2: Local

Numa segunda fase, tendo definido como mais viavel a alimentacdo com suplemento
de fermento de padeiro, foi realizado um teste com o objetivo de definir o local mais
adequado para manter a cultura de dafnias. Foram testados os locais B, D e F (laboratorio de

microbiologia). Os resultados deste estudo estdo presentes nas Tabelas C.6 a C.10.

66



L}
I ‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

Tabela C. 6- Resultados gerais obtidos do ensaio referente ao local no periodo entre 27 de fevereiro e 17 de marco de 2023.

dia | data Local | Copo | Vivas | Mortas | Novas Filhas | | dia| data Local | Copo | Vivas | Mortas | Novas Filhas | | dia Data Local | Copo | Vivas | Mortas | Novas Filhas

A 1 - - A 1 - - A 1 - 16

- 11

1 |27/02/23 D - - 8 | 06/03/23 D - - 15 | 13/03/23 D

3 |01/03/23 D - - 10 | 08/03/23 D 17 | 15/03/23 D

5 |03/03/23 D - - 12 | 10/03/23 D - - 19 | 17/03/23 D
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Tabela C. 7- Resultados gerais obtidos do ensaio referente ao local no periodo entre 20 de margo e 8 de abril de 2023.

dia data Local Copo | Vivas | Mortas gﬁx:: dia data Local Copo | Vivas | Mortas Eﬁ;@: dia data Local Copo | Vivas | Mortas Eﬁxgz
A A A
B 0 1 B B
B C 0 1 B C B C
D 1 - - D 0 1 D
A 1 - 19 A 1 - 188 A 1 -
22 | 20/03/2023 D B 1 - 11 29 | 27/03/2023 D B 1 - 5 36 | 03/04/2023 D B 1 -
C 1 - 12 C 1 - 12 C 1 -
A 1 - - A 1 - - A
B 1 - - B 1 - - B
F c [ 1 - - F c | 1 - - F C
D 1 - - D 0 1 D
A A A
B B B
B C B C B C
D 1 - - D D
A 1 - 21 A 1 - - A 1 - -
24 | 22/03/2023 D B 1 - 15 31 | 29/03/2023 D B 1 - - 38 | 05/04/2023 D B 0 1
C 1 - 25 C 1 - 15 C 1 - -
A 1 - - A A
B 1 - - B B
F c [ 1 - - F C F C
D 1 - - D D
A A A
B B B
B C B C B C
D 1 - - D D
A 1 - - A 1 - 9 A
26 | 24/03/2023 D B 1 - - 33 | 31/03/2023 D B 1 - - 40 | 08/04/2023 D B
C 1 - - C 1 - - C
A 0 1 A A 0 1
B 0 1 F B B
F C 0 1 C F C 0 1
D 1 - - D D
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Tabela C. 8- Resultados obtidos da monitorizacdo da 12 geracdo de descendentes no local B no periodo entre 8 e 24 de margo de 2023.

Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Local Copo 08/03/2023 10/03/2023 13/03/2023 15/03/2023 17/03/2023 20/03/2023 22/03/2023 24/03/2023
Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas

Al 8 - 8 - 4 4 0 4
Bl 5 - 4 1 3 1 3 - 1 2 0 1
C1 11 - 11 - 9 2 0 9

B D1 6 - 6 - 1 5 1 - 0 1
A2 16 - 16 - 15 1 2 13 0 2
B2 13 - 12 1 0 12
Cc2 14 - 14 - 12 2 0 12
D2 11 - 11 - 5 6 2 3 0 2
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Tabela C. 9- Resultados obtidos da monitorizacéo da 12 geracdo de descendentes no local D no periodo entre 15 de marco e 10 de abril de 2023.

15/03/2023 17/03/2023 20/03/2023 22/03/2023 24/03/2023 27/03/2023 29/03/2023 31/03/2023 03/04/2023 05/04/2023 08/04/2023 10/04/2023

bocal | opo Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Novas filhas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas

Al 10 - 10 - 9 1 9 - 9 - 9 - 9 - 19 9 - 6 3 2 4

B1 7 - 7 - 7 - 7 - 7 - 7 - 7 - 4 6 1 5 1 3 2

C1 9 - 9 - 9 - 9 - 9 - 9 - 9 - ; 9 - 7 2 7 - 1 6 0 1

A2 19 19 - 19 - 15 4 0 15 R

B2 11 11 - 10 1 8 2 4 4 B 2 2 0 2

c2 12 12 - 12 - 11 1 11 - _ 11 - 0 11

A3 21 20 1 18 2 18 - R 18 - 16 2 13 3 2 11 0 2
P B3 15 11 4 11 - 11 - R 11 - 9 2 2 7

C3 25 21 4 21 - 20 1 : 20 - 19 1 17 2 3 14 0 3

Ad 18 18 - _ 17 1 0 17

B4 5 5 - B 5 - 0 5

C4 12 12 - _ 12 - 0 12

A5 9 6 3 0 6

C5 15 14 1 0 14

70




Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Tabela C. 10- Resultados obtidos da monitorizacdo da 1% geragdo de descendentes no local F no periodo entre 8 de margo e 3 de abril de 2023.

Lacal | Copo 08/03/2023 10/03/2023 13/03/2023 15/03/2023 17/03/2023 20/03/2023 22/03/2023 24/03/2023 27/03/2023 29/03/2023 31/03/2023 03/04/2023
Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas
Bl 8 - 8 - 8 - 8 - 8 - 8 - 8 - 6 2 1 5 0 1
D1 7 - 7 - 7 - 6 1 6 - 6 - 5 1 4 1 1 3 0 1
B2 13 12 1 12 - 12 - 12 - 12 - 11 1 9 2 2 7 0 2
F D2 11 11 - 10 1 10 - 9 1 8 1 0 8
B3 5 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - 3 2 0 3
D3 15 15 - 13 2 13 - 11 2 1 10 0 1
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C3 — Teste 3: Meio de cultura

Tendo selecionado o local mais adequado para manter a cultura de dafnias, foram
solicitadas novas dafnias para testar o meio de cultura. Este novo meio de cultura foi
preparado de acordo com uma proposta de atualizacdo ao protocolo estabelecido pela OECD

para a realizacao destes ensaios (OECD, 2011).

A Figura C.1 indica quais 0s compostos usados para a preparacdo do novo meio de

cultura. Para efeitos deste trabalho, foi preparado o meio Elendt M4.

Amount Concentration | Amount of stock solution added to
added to (related to prepare medium
water medium M4)
mg/l mb/1
M4 M 7
Stock solution II
(combined trace elements) 20-fold 50 50
Macro nutrient stock
solutions (single substance)
CaClp2 HyO 293 800 1 000-fold 1.0 1.0
MgS0O4+7 H,O 246 600 2 000-fold 0.5 0.5
KCl 58 000 10 000-fold 0.1 0.1
NaHCO3 64 800 1 000-fold 1.0 1.0
Na;Si03+9 H,O 50 000 5 000-fold 0.2 0.2
NaNO3 2 740 10 000-fold 0.1 0.1
KH>POy4 1430 10 000-fold 0.1 0.1
KoHPOy4 1 840 10 000-fold 0.1 0.1
Combined Vitamin stock - 10 000-fold 0.1 0.1
The combined vitamin stock solution is prepared by adding the 3 vitamins to 1 litre water, as shown
below:
mg/l

Thiamine hydrochloride 750 10 000-fold
Cyanocobalamine (B1p) 10 10 000-fold
Biotine 7.5 10 000-fold

Figura C. 1- Composi¢do do meio de cultura Elendt M4 (OECD, 2011).

As tabelas C.13 a C.15, revelam os resultados da monitorizacdo realizada aos novos
grupos de dafnias. Como consequéncia do elevado nimero de organismos em estudo, foi
cessada a monitorizacdo de alguns grupos a partir do dia 10 de maio, ndo s6 como forma de
aliviar o trabalho no laboratério (por se traduzir num namero excessivamente elevado de
copos utilizados), mas também para que fosse possivel focar atentamente apenas na evolugéo

de 2 grupos.
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Tabela C. 11- Resultados gerais obtidos do ensaio referente ao local D no periodo entre 17 de abril e 13 de maio de 2023.

Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

dia data Local | Copo | Vivas Mortas Novas Filhas dia data Local | Copo | Vivas Mortas Novas Filhas dia data Local | Copo | Vivas Mortas Novas Filhas

4 1 - - 4 1 - 6 4 1 - -
5 1 - - 5 1 - - 5 1 - -

1 17/04/2023 D 6 1 - - 10 26/04/2023 D 6 1 - - 19 05/05/2023 D 6 1 - -
7 1 - - 7 1 - - 7 1 - -
8 2 - - 8 2 - 11 8 2 - 15
4 1 - - 4 1 - - 4 1 - -
5 1 - - 5 1 - - 5 1 - 3

3 19/04/2023 D 6 1 - - 12 28/04/2023 D 6 1 - 5 22 08/05/2023 D 6 1 - -
7 1 - - 7 1 - - 7 1 - 9
8 2 - - 8 2 - 8 8 2 - 19
4 1 - 10 4 1 - 11 4 1 - 11
5 1 - - 5 1 - - 5 2

5 21/04/2023 D 6 1 - - 15 01/05/2023 D 6 1 - 12 24 10/05/2023 D 6 1 - -
7 1 - - 7 1 - - 7
8 2 - - 8 2 - 15 8
4 1 - - 4 1 - 17 4 1 - 13
5 1 - - 5 1 - - 5

8 24/04/2023 D 6 1 - 6 17 03/05/2023 D 6 1 - - 27 13/05/2023 D 6 1 - 9
7 1 - 2 7 1 - - 7
8 2 - - 8 2 - 9 8

2 Fim da monitorizacdo do comportamento dos grupos de dafnias assinalados na tabela sombreados a verde.
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Tabela C. 12- Resultado da monitorizacdo da 12 geracédo de descendentes no periodo compreendido entre 21 de abril e 15 de maio no local D.

21/04/2023 24/04/2023 26/04/2023 28/04/2023 01/05/2023 03/05/2023 05/05/2023 08/05/2023 10/05/2023 10/05/2023 13/05/2023 15/05/2023
Local | Copo | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta | Viva | Morta Vivas | Mortas vaas Vivas | Mortas vaas
S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S filhas filhas
4.1 10 10 - 10 - 10 - 10 - 10 - 10 - 10 - 10 - 10 - 10 - 36 10 -
4.2 6 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 6 - 34 6 - 8
4.3 11 11 - 11 - 11 - 11 - 11 - 11 - 3 11 - -
4.4 17 13 4 13 - 13 - 13 - 13 - - 13 - -
6.1 6 6 - 6 - 6 - 6 - 6 6 - 6 - 6 - 6 - 21 6 - 10
6.2 5 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - 20 5 - 26
D 6.3 12 12 - 12 - 12 - 12 - 12 - 12 - 14 12 - -
6.4 12 - 12 - 12 - 12 - - 12 - -
7.1 2 2 - 2 - - 2 - 2 - 2 - 2 - )
8.1 11 11 - 11 - 11 - 11 - 11 - 11 - fimda
8.2 6 6 _ 6 _ 6 N 6 N 6 N monitorizacao
8.3 15 15 - 15 - 15 - 15 - do seu
comportamen
8.4 9 9 - 9 - 9 - to
8.5 15 15 - 15 -
Tabela C. 13- Resultado da monitorizacdo da 22 geracéo de descendentes da déafnia colocada no copo 4 no periodo entre 3 e 15 de maio de 2023.
Local G 03/05/2023 05/05/2023 08/05/2023 10/05/2023 13/05/2023 15/05/2023
Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Novas filhas
4.1.1 7 7 - 7 - 7 - 7 - 7 - 15
4.1.2 9 9 - 9 - 9 - 9 - -
4.1.3 9 9 - 9 - 9 - -
411A 5 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - -
411B 4 4 - 4 - 4 - 4 - 4 - 15
411C 4 4 - 4 - 4 - 4 - 14
411D 4 3 1 3 - 3 - 3 - 3 - 11
411E 4 4 - 4 - 4 - 4 - 4 - 11
D 41.2A 9 9 - 9 - 9 - -
41.2B 11 11 - 11 - 11 - -
412C 11 11 - 11 - 11 - -
412D 8 8 - 8 - 8 - -
412E 8 8 - 8 - -
413A 9 9 - 9 - -
4.13B 13 13 - 13 - -
413C 12 12 - 12 - -
413D 9 9 - 9 - -
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