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RESUMO

A 4gua é um tema abordado em ambito mundial, processos de racionalizacéo e
reutilizacdo sé&o essenciais para a conservacao e economia. Joinville reflete a
maioria das cidades do Brasil, aproximadamente 16,4% de efluentes domésticos
sdo tratados. Os hospitais e clinicas estdo localizados em areas que nao
possuem a captacao destes efluentes pela rede coletora publica de tratamento
de esgoto. Os efluentes gerados sdo lancados in natura, destinados a Baia da
Babitonga. Este estudo caracterizou quimicamente e fisicamente o efluente
gerado durante o processo de hemodialise e avaliou 0 seu potencial toxicolégico
ambiental. Um centro de hemodidlise em Joinville, foi escolhido ao acaso,
coletaram-se quatro amostras em dias diferentes, resultantes de 56 pacientes.
As analises quimicas foram realizadas pelo método colorimétrico, mensurando:
nitrito, nitrato, fosfato, silica e sulfato. As analises de Demanda Quimica
Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica Oxigénio (DBO (520) Seguiram as
metodologias da Standard Methods,1998. As analises fisicas foram realizadas
no multiparametros F-HI9828, Hanna Instruments, mensurando: pH,
condutividade, salinidade, turbidez, dureza, oxigénio dissolvido e temperatura.
Os resultados das analises fisico/quimicas foram relacionados com a Resolucdo
do CONAMA 430 (2011). Para os testes ecotoxicolégicos os resultados foram
comparados na Portaria do FATMA 017/2002, para este os organismos definidos
foram dois: 1) Daphnia magna cultivada segundo a ISO 6341 (2012). Os testes
agudos seguiram a NBR 12.713 (ABNT, 2003). Os testes de toxicidade cronica
seguiram a ISO 10706 (2000). Na determinacdo da concentracao de efeito ndo
observado (CENO) e na concentracdo de efeito observado (CEO) foram
comparadas diferentes tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis. 2) Vibrio fisheri
conforme CETESB L5.227(2001). Euglenas gracilis cultivadas no meio de
cultura mineral organico em condicfes descritas por Checcucci et al. (1976). Os
testes de ecotoxicidade agudo realizados no New Generation Ecotox (NGTOX).
Através do software ImagingTox, determinou-se os valores de: motilidade,
orientacdo gravitacional, velocidade e forma. O efluente apresentou valores
superiores para: nitrito, fosfato, nitrogénio total, condutividade, turbidez, DBO e
DQO, comparado a legislacdo vigente. O grau de toxicidade agudo para a
Daphnia magna foi de 7,74 FDd valor superior a legislacdo preconizada. No
teste cronico determinou o CENO (3,70% FDd) e o CEO (18,75% (FDd) sem
efeito estatisticamente significativo. Para Vibrio fisheri foi 1 FDd dentro do valor
preconizado na legislacdo. Os testes de toxicidade aguda para a Euglena gracilis
resultaram na gravitaxia negativa, indicando-o toxico.

Palavras-chaves: efluentes de hemodialise, Daphnia magna, Euglena gracilis,
Vibrio fisheri, toxicidade ambiental.



ABSTRACT

Water is an issue addressed worldwide, streamlining processes and reuse are
essential for the conservation and economics. Joinville reflects most cities in
Brazil, about 16,4% of domestic effluents are treated. Hospitals and clinics are
located in areas that do not have the funding for these effluent collection network
public sewage treatment. The effluents are released in nature, aimed at
Babitonga Bay. This study characterized chemically and physically effluents
generated during the hemodialysis process and evaluate their potential
environmental toxicology. A hemodialysis center in Joinville, was chosen at
random, four samples were collected on different days, resulting in 56 patients.
Chemical analyzes were by the colorimetric method, measuring: nitrite, nitrate,
phosphate, silica, and sulfate. Analysis of Chemical Oxygen Demand (COD) and
Biochemical Oxygen Demand (BOD (s 0)) followed the methodology of Standard
Methods, 1998. The analyzes were performed at the physical multiparameter F-
HI9828, Hanna Instruments, measuring pH, conductivity, salinity, turbidity,
hardness, dissolved oxygen and temperature. The results on the physical /
chemical were related CONAMA Resolution 430 (2011). For ecotoxicological
tests results were compared in the FATMA Ordinance 017/2002, for the two
organisms were defined: 1) Daphnia magna grown according to ISO 6341
(2012). The acute tests followed the NBR 12.713 (ABNT, 2003). Chronic toxicity
tests to ISO 10706 (2000). In determining the concentration of the effect not
observed (NOEC) and the observed effect concentration (CEO) different
treatments were compared by Kruskal-Wallis. 2) Vibrio fisheri as Cetesb L5.227
(2001). Euglena gracilis grown in culture medium mineral organic conditions
described by Checcucci et al. (1976). The acute ecotoxicity tests performed at
the New Generation ECOTOX (NGTOX). Through software ImagingTox,
determined the values of: motility, gravitational orientation, velocity and shape.
The effluent showed higher values for: nitrite, phosphate, total nitrogen,
conductivity, turbidity, BOD and COD, compared to current law. The degree of
acute toxicity to Daphnia magna was 7.74 FDd value greater than legislation
proposed. Test determined the chronic NOEC (3.70% FDd) and CEO (18,75%
(FDd) with no statistically significant effect. Vibrio fisheri For FDbl 1 was within
the level set in the legislation. Tests for acute toxicity to Euglena gracilis resulted
in gravitaxia negative, indicating it toxic.

Keywords: dialysis effluent, Daphnia magna, Euglena gracilis, Vibrio fisheri,
environmental toxicity.
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1 INTRODUCAO

A 4gua é um recurso essencial para a manutencao e equilibrio da vida,
um bem inestimavel para os pacientes renais cronicos que realizam hemodialise.
A 4gua destinada ao processo de hemodialise devera ser rigorosamente tratada,
pois a qualidade desta 4gua pode comprometer o tratamento clinico. O minimo
de contaminacdo na agua, por substancias organicas ou inorganicas, pode
provocar enfermidades aos pacientes e causar inseguranga para 0 corpo técnico
gue atua nesta especialidade médica (PEGORARO, 2005).

Anteriormente, o foco das clinicas de hemodidlise, visava a producao de
agua com qualidade garantindo a seguranca para 0 paciente durante seu
tratamento. Experimentos foram realizados, até mesmo confiando que era
possivel empregar agua potavel no processo da hemodialise. Nao obtendo bom
éxito nos experimentos, novas técnicas foram testadas sem sucesso. Outras
técnicas de tratamento foram atribuidas, e se consolidou o emprego do processo
da osmose reversa (SANCHES, 2008).

Dominado o processo, 0 tratamento de hemodialise nos pacientes
renais, proporcionou a seguranca para O paciente e para o corpo medico.
Mesmo assim, este tratamento ocasiona um desperdicio de agua expressivo e
um elevado indice de efluente é lancado no meio ambiente. Como indicador,
durante o periodo de um més de tratamento de 10 a 12 sessfes de hemodialise
em um paciente com insuficiéncia renal, sdo descartados aproximadamente
1200 litros de agua pelo processo de rejeicdo da membrana filtrante. Pois, em
média, cada minuto de um tratamento de hemodialise descarta 500 mL de agua.
Uma sessédo de hemodialise pode durar de 4 a 6 horas. Dependendo do nimero
de pacientes em tratamento, uma clinica de hemodialise chega a lancar 8000
litros de efluente na rede publica de esgotamento sanitario, por dia. A agua é um
tema visado e abordado em ambito mundial, empregar recursos que promovam
a racionalizacao e reutilizacao deste recurso natural, desprezado diariamente em
clinica de hemodialise, torna-se um progresso social e econbmico de
preservacao do meio ambiente (MARTINS, 2005).

O risco que um agente quimico impde ao ambiente aquatico € avaliado

pelo julgamento cientifico da probabilidade dos danos que suas concentracdes



ambientais conhecidas, ou estimadas, podem causar. Nessa perspectiva, 0
conceito de seguranca passa a ser entendido como julgamento ponderado da
aceitabilidade do risco, ou seja, 0 agente quimico sera considerado seguro se
seus riscos forem julgados aceitaveis (CAIRNS et al, 1980).

A toxicologia aquatica, como descrevem Magalhaes e Ferrdo Filho (2008),
‘@ uma ciéncia que surgiu para dar suporte no enfrentamento dos problemas de
contaminagdo dos corpos d’agua por compostos téxicos”. A toxicidade de
agentes quimicos no meio hidrico é avaliada por meio de testes toxicolégicos
utilizando organismos representativos da coluna d’agua ou do sedimento, seja
de agua doce, salobra ou marinha. O conhecimento da toxicidade desses
compostos toxicos a diferentes organismos aquaticos possibilita avaliar o
impacto momentaneo que esses poluentes causam a biota aquéatica (ZAGATTO,
2008).

Segundo Magalhdes e Ferrdo Filho (2008), a toxicologia € uma
ferramenta que pode ser utilizada antes ou ap0s um evento de contaminagao ter
ocorrido, e Azevedo e Chasin (2003) complementam que tal ciéncia deve ser
utilizada para prognosticar a ecotoxicidade de novos compostos quimicos,
evitando assim a contaminacdo ambiental, onde se estabelece o foco do
presente trabalho.

A aplicacdo dos testes de toxicidade na analise ambiental € bastante
abrangente e sua importancia aumenta na proporcéo que cresce a complexidade
das transformacfes quimicas no meio ambiente, pois somente 0s sistemas
biologicos podem detectar os efeitos toxicos das substancias (MAGALHAES e
FERRAO FILHO, 2008).

O efluente do tratamento de dialise contém quantidades apreciaveis de
sédio potassio, nitrogénio e a presenca de hipoclorito de sédio qual € utilizado
para a desinfeccdo da maquina de dialise (SANCHES, 2008).

A deficiéncia dos processos de tratamento de esgoto coloca em
evidéncia, também a dificuldade na inibicdo e remocdo de microrganismos,
bactérias patogénicas resistentes aos antibioticos provenientes da dialise. Em
muitos paises em emergéncia, como no Brasil, os esgotos e efluentes dos
hospitais sdo frequentemente despejados diretamente nos cursos d’agua sem
qualquer tratamento anterior (EMMANUEL, 2005).



Frente a esse cenério a cidade de Joinville reflete a situagcdo da maioria
das cidade do Brasil. Onde apenas cerca de 16,4% de seu efluentes domésticos
sdo tratados e as unidades hospitalares e clinicas estédo localizadas em areas,
gue ndo possuem a captacdo destes efluentes pelo sistema publico, sendo que
todos os dejetos produzidos sdo jogados in natura e tem como destino final a
Baia da Babitonga se faz necessario o estudo para avaliar o potencial

toxicologico ambiental dos efluentes gerados pelas hemodidlises.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto toxicolégico ambiental dos efluentes resultantes dos
pacientes que realizam o tratamento de hemodidlise, sobre diferentes

bioindicadores quando descartados diretamente no meio ambiente.

1.1.2 Objetivos Especificos

« Caracterizar a composicao fisico e quimica do efluente coletado da maquina de
didlise durante o processo de hemodialise;
« Determinar e Avaliar o grau de toxicidade ambiental agudo e cronico através de

diferentes bioindicadores;



2 REVISAO

2.1 Processo de hemodialise

A hemodialise (HD) é um método de terapia de substituicdo da funcao renal
caracterizado pela circulagédo extracorporea de sangue do paciente para ser filtrado e
depurado. Os objetivos da hemodidlise constituem na extracdo de toxinas
nitrogenadas do sangue e remocao do volume excessivo de agua utilizando-se de
alguns elementos. O sangue, contendo as toxinas e residuos nitrogenados, é
desviado do paciente para um aparelho, o dialisador, onde € limpo e, em seguida
devolvido ao paciente (Manual de Dialise, 2012).

A hemodialise é um processo que filtra e depura substancias nocivas ao
organismo como a creatinina e a ureia. E um tratamento prescrito para os pacientes
portadores de insuficiéncia renal crénica ou aguda. Em diagnosticos como estes, o
organismo nao é capaz de eliminar tais substancias devido a deficiéncia dos
mecanismos excretores renais (MARTINS, 2005).

O termo dialise descreve o transporte de agua e soluto por meio de uma
membrana semipermeavel que pode ser artificial, como as membranas dos
dialisadores empregados na Hemodialise ou biolégica, como o periténio, na Didlise
Peritonial (DP). A remocédo de solutos durante a dialise ocorre por meio de dois
principios; difusdo e ultrafiltracdo. Difusdo: passagem de solutos do meio mais
concentrado (plasma) para o menos concentrado (solucédo de dialise ou dialisato).
Ultrafiltracdo (UF): filtracdo da agua do plasma através da membrana dialitica
(Manual de Dialise, 2012).

As maquinas de hemodialise possuem varios sensores, que tornam o
procedimento seguro e eficaz. Os principais dispositivos presentes nas maquinas de
didlise sdo: monitor de pressao, temperatura, condutividade do dialisato, volume de
ultrafiltracdo, detector de ar, entre outros (SILVA et al, 1996).

As moléculas através de movimentos randdémicos, colidem de maneira
aleatéria com a membrana semipermeavel, promovendo assim o transporte de
solutos por difusdo. Ao encontrar um poro por onde seja possivel a passagem, a
molécula atravessa a membrana. Para que isso ocorra, alguns fatores séo levados

em consideracdo como o peso da molécula, a resisténcia da membrana ao soluto



além do gradiente de concentragdo dos meios envolvidos neste processo
(SANCHES, 2008).

Na ultrafiltracéo, o gradiente de presséo entre os dois lados da membrana, ou
gradiente de presséo transmembrana (PTM), determina a velocidade da passagem
de agua de um lado para o outro. No caso de presséo hidraulica, ocorre a passagem
de agua do lado de maior para o de menor pressdo. Tratando-se de pressdo
osmoética, ocorre no lado de maior osmolaridade. O transporte por conveccao tem
importancia clinica, quando grandes volumes de ultrafiltrado sdo obtidos em curto
espaco de tempo. Por isso, na hemodialise ou na dialise peritoneal, a conveccédo
contribui pouco para o transporte de solutos. Esse tipo de transporte € importante na
hemofiltracdo, na qual ha significativa passagem de solutos acompanhando grandes
volumes de ultrafiltracdo (SILVA et al, 1996).

A separacéo por dialise € um processo lento, perante as diferengas entre as
dimensdes das particulas e entre os indices de difusdo dos componentes coloidais e
cristaloidais. Na hemodialise, o sangue € obtido de um acesso vascular, unindo uma
veia e uma artéria superficial do braco (catéter venoso central ou fistula artério-
venosa) e impulsionada por uma bomba até o filtro de dialise, também conhecido
como dialisador (Manual de Dialise, 2012).

No dialisador, o sangue é exposto a solucao de dialise (também conhecida
como dialisato) por meio de uma membrana semipermeavel, permitindo assim, as
trocas de substancias entre o sangue e o dialisato. ApGs ser retirado do paciente e
passado através do dialisador, o sangue “filtrado” é entdo devolvido ao paciente pelo
acesso vascular (Manual de boas préticas para hemodiélise, 2012).

A solucdo de dialise contém solutos (sédio, calcio, bicarbonato, potassio,
magnésio, cloro, acetato, glicose, fosforo, diéxido de carbono) que entraram em
equilibrio com o sangue durante o processo dialitico, mantendo assim a concentracao
sérica desses solutos dentro dos limites normais. Ressaltando que a agua usada
durante a dialise deve ser tratada e sua qualidade monitorada regularmente. A
presenca de compostos organicos (bactérias) e inorganicos (aluminio, flaor,
cloramina) podem causar sintomas durante a hemodialise ou induzir alterac6es
metabolicas consideraveis. A maquina de hemodialise mantém controle total sobre o
dialisato, como nivel de condutividade e temperatura da solucdo, a fim de evitar

possiveis complicacdes durante o tratamento (PEGORARO, 2005).
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No processo de dialise, o efluente serd o resultado do metabdlito do sistema
renal, que o organismo ndo consegue eliminar, ou seja, o tratamento de dialise
fornece essa eliminacdo de metabdlitos, que em quantidades excessivas tornam-se
toxicos ao organismo, sendo este o efluente que sera lancado aos corpos hidricos
(MARTINS, 2005).

2.2 Histoérico do tratamento de hemodialise no Brasil

A doenca renal em estagio terminal (DRET) é uma doenca grave que no ano
de 2000 teve sua taxa de mortalidade maior que a maioria dos casos mais letais de
cancer. No Brasil, segundo dados do censo realizado em marco de 2008, pela SBN,
sdo 41.614 pacientes em dialise sendo a maioria na regido Sudeste do pais com
23.880, Nordeste com 7.948 pacientes; Sul com 6.394 pacientes; Centro - Oeste com
2.420 pacientes e Norte com 972 pacientes. Em marco de 2008, a prevaléncia de
pacientes em dialise por milhdo da populacdo (pmp) era de 470. Essa taxa segue
apresentando um aumento progressivo, nos ultimos anos, chamando a atencao dos
profissionais como um problema de saude publica (SBN, 2012).

As primeiras hemodialises realizadas no Brasil tinham por finalidade o
tratamento de pacientes com Insuficiéncia Renal Aguda. Somente na década de 60, a
hemodialise e a dialise peritonial passam a ser modalidades de tratamento para a
doenca renal cronica. A partir de entdo, devido aos avancos tecnoldgicos e
cientificos, diversos modelos foram desenvolvidos (MAGAJEWSKI, 2005).

A doenca renal crénica (DRC) apresenta crescimento progressivo e em
proporcdes epidémicas, em todo o mundo, com elevadas taxas de mortalidade e
morbidade. No Brasil, ainda ndo existe um sistema nacional de registro que possa
fornecer dados confiaveis do ponto de vista epidemiolégico sobre a doenca renal,
como ocorre em determinados paises como os Estados Unidos, que contam com a
United States Renal Data System (USRD), que fornece informacdes precisas sobre o
perfil da doenca no pais. Entretanto, indmeros esforcos sdo realizados para a coleta
de dados sobre a doenca renal crénica no Brasil, em especial o censo anual da
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), que busca os dados diretamente das
clinicas de terapia renal em todo o pais (SBN, 2012).

O Brasil ndo foge a essa realidade. Estima-se que, dentre a populacdo

nacional, milhares de cidaddos possuem algum grau de insuficiéncia renal. Por
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consequéncia disso, muitos necessitam de tratamento, sendo a dialise 0 mais
utilizado. Esse tratamento requer o uso de uma grande quantidade de agua, que
retorna ao meio ambiente como efluente (AGAR et al,2007).

Em um paciente submetido a trés sessdes semanais de didlises, durante
quatro horas, utiliza-se 18.000 (dezoito mil) litros de agua. Além disso, para cada
litro de &gua utilizavel para perfazer o fluido de diadlise, até 25% de agua que entra
no sistema de tratamento de dgua pode ser enviado para o descarte (SANCHES,
2008).

Conforme a Sociedade Brasileira de Nefrologia (2012), existem 12 milhdes de
brasileiros com algum grau de insuficiéncia renal; 52 milhdes podem desenvolver a
doenca, sendo que, aproximadamente 95 mil sdo renais crénicos, que dependem de
didlise ou transplante. Estimativas apontam o crescimento dos casos, ultrapassando
105 mil em 2010. A cada ano cerca de 21.000 brasileiros precisam iniciar tratamento
por hemodialise ou dialise peritoneal. Os principais grupos de risco da doenca sao
idosos, obesos, diabéticos, hipertensos ou com historico familiar. A insuficiéncia renal
atinge um em cada dez individuos, sendo que, 90% né&o sabem que s&o portadores
da doenca. Na falta da acdo preventiva e sem sintomas aparentes nos estagios
iniciais, a doenca manifesta-se quando chega a 50% do comprometimento da funcéo
renal, propiciando um diagnéstico tardio. Sendo assim, 0 paciente precisara de
didlise, e nos casos mais graves transplante de rim. Porém, somente 2.700

brasileiros sdo submetidos a um transplante renal a cada ano.

2.3 Historico da hemodialise em Santa Catarina

A situacdo da Doenca Renal Crénica em Santa Catarina apresenta diferentes
patologias, presentes nas sociedades modernas que sao capazes de causar
insuficiéncia renal crénica (IRC) e a sua incidéncia se manifesta com caracteristicas
epidemioldgicas distintas em diferentes partes do mundo, variando entre 90 a 200
casos novos/milhdo de habitantes/ano. Nas sociedades ocidentais, as causas mais
comuns de IRC sao a hipertensao arterial, o diabetes e as glomerulonefrites, embora
outras causas como infeccdes, nefro toxicidade e acidentes peconhentos sejam
importantes causas de IRC, sobretudo nos paises emergentes. A Sociedade
Brasileira de Nefrologia, em inquérito realizado no periodo de 1996/97, estimou que

as principais doengas reportadas como causa de IRC terminal s&o hipertensao
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arterial (24%), glomerulonefrite (24%) e diabetes mellitus (17%) (MAGAJEWSKI,
2005).

Em Santa Catarina, as doencas do aparelho geniturinario representam
aproximadamente 2% do total de O&bitos por causas definidas. No entanto,
considerando que a doenca renal cronica é complicacdo frequente de uma série de
doencas incluidas em diferentes capitulos da Classificacao Internacional de Doencas
e levando em conta que o sistema de informacdes sobre mortalidade trabalha
tradicionalmente com a “causa basica do 6bito”, isto é, com aquela que iniciou o
processo patolégico que levou & morte, ndo sendo ainda uma realidade a analise das
causas de morte associadas, torna-se dificil mensurar a magnitude da mortalidade
por estas patologias (MAGAJEW SKI, 2005).

As mudancas ocorridas no sistema de saude nas ultimas duas décadas e,
particularmente, a melhoria da qualidade da assisténcia em terapia renal substitutiva
(TRS) proporcionaram uma importante mudanca no perfil demografico dos pacientes
portadores de Doenca Renal Crbnica no estado. O aumento na oferta de servigcos e
0s avancos relativos a qualidade desses servicos apontam como consequéncia um
provavel aumento da sobrevida, que pode ser medido indiretamente a partir do
numero absoluto de pacientes, cujo crescimento assume um carater linear. Em Santa
Catarina, o numero de TRS realizadas passou de 16.527 em 2000, para 19.972 em
2003, o que representa um incremento de 15,3% em apenas 3 anos (MAGAJEW SKI,
2005).

Das 19.972 TRS realizadas em Santa Catarina em 2003, 134 (0,7%) foram
de residentes em outros estados, com destaque para o Rio Grande do Sul e Parana.
A verificacdo do total de catarinenses que buscaram servicos de TRS em outros
estados ainda ndo esta disponibilizada para consulta via internet. Entre os pacientes
gue fazem uso de TRS, predomina a modalidade da hemodialise, que respondeu por
89,1% das TRS realizadas, no Brasil (MAGAJEW SKI, 2005).

Segundo a Fundacdo Instituto de Pesquisa e Planejamento para o
desenvolvimento sustentavel de Joinville (IPPUJ) em sua publicacdo: Cidade em
dados 2010 — 2011, apresenta o0s hospitais de Joinville: Hospital Municipal Sao
José, Hospital Regional Hans Dieter Schmidt, Maternidade Darcy Vargas, Hospital
Dr. Jeser Amarante Faria, Hospital e Maternidade Bethesda, Hospital Dona Helena,

Hospital de Olhos Sadalla Amin Ghanem, Centro Hospitalar da Unimed e Fundacéao
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Pr6- Rim, sendo que a Fundacao Pro- Rim presta seus servicos de saude voltados
para tratamento renal.

Atualmente, a Fundacdo Pro-Rim possui 34 maquinas de dialise e atende
160 pacientes e mais 40 pacientes que realizam o tratamento de didlise em casa com
uma maquina domiciliar. Os pacientes renais da cidade de Joinville e regido podem
contar ainda com: o Centro de Tratamento em Doencas Renais que possui 30
maquinas de dialises e atende 148 pacientes, a clinica Vida Center ao lado da Pro-
Rim com 23 maquinas e 96 pacientes e a Clinica de Nefrologia que possui 14
maquinas e 50 pacientes, segundo dados registrados no Sistema Unico de Salde
(DATASUS, 2012).

2.4 Legislacao vigente sobre o destino final do efluente resultante de hemodiélise

Segundo a Resolucdo — RDC n° 50, de 21 de fevereiro de 2002, que
regulamenta os projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude; o
capitulo 7 — Instalacdes Ordinarias e Especiais, trata do lancamento externo no
subitem 7.1.3 - Caso a regidao onde o Estabelecimento Assistencial de Saude (EAS)
estiver localizado tenha rede publica de coleta e tratamento de esgoto, todo o esgoto
resultante desse estabelecimento pode ser lancado nessa rede sem qualquer
tratamento. Nao havendo rede de coleta e tratamento, todo esgoto tera que receber
tratamento antes de ser lancado em rios, lagos, entre outros. A norma estabelece
guando se pode lancar o efluente diretamente na rede, mas nao define qual o tipo de
tratamento devera ser feito quando isto ndo for possivel. O tratamento sera definido
pelo projetista de acordo com as condicdes locais, e aprovado pelo 6rgdo local
responsavel pela agua e esgoto do municipio.

A Resolucao 430, de 13 de maio de 2011, que dispde sobre as condicbes e
padrdes de lancamento de efluentes, complementa e altera a Resolucédo n°® 357, de
17 de marco de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA, descreve:
“Para o lancamento de efluentes em corpos receptores de agua doce de Classe 3, e
aguas salinas e salobras Classe 2, a Concentracdo do Efluente no Corpo Receptor —
(CECR), deve ser menor ou igual a concentracdo que nao causa efeito agudo aos
organismos aquaticos de pelo menos dois niveis troficos”, ou seja: CECR deve ser

menor ou igual ao valor da Concentracao Letal Mediana-CLso dividida por 3, ou
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menor ou igual a 100 dividido pelo Fator de Toxicidade (FT), quando for realizado
teste de ecotoxicidade aguda.

No artigo 7°, “o 6rgdo ambiental competente devera, por meio de norma
especifica ou no licenciamento da atividade ou empreendimento, estabelecer a
carga poluidora maxima para o lancamento de substancias passiveis de estarem
presentes ou serem formadas nos processos produtivos, listadas ou nao no art. 16
desta Resolucdo, de modo a ndo comprometer as metas progressivas obrigatérias,
intermediarias e final, estabelecidas para enquadramento do corpo receptor’.

No § 3° “O empreendedor, no processo de licenciamento, informara ao érgao
ambiental as substancias que poderdo estar contidas no efluente gerado, entre
aquelas listadas ou ndo na Resolucdo CONAMA n° 357, de 2005 para padrbes de
qualidade de agua, sob pena de suspenséo ou cancelamento da licenga expedida”.

A legislagdo preconizada de Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA), em
Santa Catarina para Esgotos domeésticos e/ou hospitalares em conformidade com o
disposto no PORTARIA 017/02, relativo ao padrdo de qualidade, estabelece que o
fator de diluicdo destas amostras para 0 microcrustaceo Daphnia magna sendo

como 1 e para a bactéria Vibrio fisheri como fator 4 (FATMA, 2002).

2.5 Caracteristicas fisico-quimica do efluente gerado na hemodialise

Os centros de didlises necessitam da utilizacdo de recursos naturais, como
visto anteriormente, a agua. Estes centros possuem o enfoque principal em
preservar a saude e a vida dos seres humanos. Entretanto, geram poluentes que
poderdo ser prejudiciais ao meio ambiente, os quais poderao interferir na saude
publica (TARRASS et al, 2008).

Ha um déficit em pesquisas que buscam caracterizar a composicdo dos
efluentes provenientes desta atividade, tornando-se preocupante o lancamento
destes no meio ambiente.

Estes efluentes sédo relevantes para pesquisas, pois originam substancias
guimicas de dificil remocao pelas estacbes convencionais de tratamento de agua,
tais como, organoclorados e residuos de medicamentos parcialmente
metabolizados pelos seres humanos. Algumas substancias quimicas como o0s
organoclorados, apés o tratamento convencional de esgoto, tém suas
caracteristicas inalteradas (KUMMERER et al, 1998).
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O efluente do tratamento de didlise contém alta quantidade de sdédio,
potassio e nitrogénio, sendo obrigatéria a desinfeccdo do efluente devido a
presencga de microrganismo, utilizando o hipoclorito de sédio (SANCHES, 2008).

A deficiéncia dos processos de tratamento de esgoto coloca em evidéncia,
também a dificuldade na inibicdo e remocédo de virus (hepatites) e bactérias( gram-
negativas , Pseudomonas) patogénicas resistentes aos antibiéticos provenientes da
didlise. Em muitos paises em emergéncia, como no Brasil, os esgotos e efluentes
dos hospitais sao frequentemente despejados diretamente nos cursos d’agua sem
qualquer tratamento anterior (EMMANUEL, 2005).

2.6 Consequéncias geradas pelo langamento de efluentes oriundos dos tratamentos
de hemodialise nos ambientes aquéticos

O langamento do efluente no meio ambiente, em corpos hidricos, torna a
agua mais rica em sua composi¢ao quimica, elevando a taxa de nutrientes da agua,
induzindo ao processo denominado de eutrofizacdo, o que disponiblilizara os
nutrientes para o crescimento de plantas aquaticas, e microrganismos aquaticos.
Gera também a proliferacdo de dinoflagelados o0 aumento da biomassa, cuja morte
e decomposicao posterior, altera o oxigénio dissolvido na agua e liberam toxinas,
capazes em casos agudos de causar grande mortandade de peixes; e outros
prejuizos ambientais, para o ecossistema aquatico (ESKINAZI-LECA et al, 2004).
Henry et al. (1983) definem eutrofizacdo artificial ou cultural como o processo de
degradacdo dos ambientes aquaticos como consequéncia de acdes antropicas. A
eutrofizacdo cultural é causada, principalmente, pela descarga de aguas residuais
domeésticas, de efluentes industriais, da drenagem de areas agricolas, florestais e
urbanas, além da precipitacdo de material da atmosfera, sob a forma de particulas
junto com a agua da chuva. Os nutrientes, principalmente, o fésforo e o nitrogénio,
oriundos de fontes pontuais ou difusas encontram-se sob diversas formas no corpo
aquatico, mas nem todas sdo absorvidas pelo fitoplancton.

A eutrofizacdo apresenta impactos ao corpo aquatico e, segundo Thomann
e Mueller (1987), os efeitos indesejaveis causados sdo: problemas estéticos e
recreacionais; grandes variagdes diurnas na concentracdo de oxigénio dissolvido
podem resultar em concentracfes baixas a noite, podendo ocasionar a morte de

peixes; fitoplancton e outras plantas criam uma demanda de oxigénio no sedimento
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de sistemas aquaticos que, por sua vez, reduz os niveis de oxigénio dissolvido no
hipolimnio de lagos e reservatorios; diatomaceas e algas filamentosas podem
bloquear o fluxo de tratamento de filtros e resultar na reducdo do tempo da
retrolavagem; crescimento excessivo de macrdfitas aquaticas aderidas que podem
interferir na navegacéao, aeracao e capacidade de transporte pelo canal.

O nitrogénio, como um dos elementos mais importantes no metabolismo de
ecossistemas aquaticos, e esta importancia deve-se principalmente a sua
participacdo na formacéo das proteinas. O nitrogénio esta presente nos ambientes
aquéticos sob varias formas: nitrato (NO3’), nitrito (NO2"), aménia (NHs), ion aménio
(NO4"), 6xido nitroso (NO), nitrogénio molecular (N;), além de outras formas
organicas. Dentre essas formas, os que sao mais utilizados pelos produtores
primarios, sdo o nitrito e a aménia. O nitrito pode também ser utilizado na auséncia
do nitrato e da amonia, e as formas organicas sdo utilizadas quando ndo houver
disponibilidade de nitrogénio inorganico (ESKINAZI-LECA et al, 2004)

Decorrente da eutrofizagdo, ha uma diminuicdo da quantidade de oxigénio
dissolvido na agua. A quantificacdo do consumo de oxigénio, em um ambiente
poluido pelo lancamento de efluente, pode ser medido através da Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO). Pode-se dizer que a DBO é o método indireto para
guantificacdo da matéria organica presente no corpo hidrico. A DBO representa o
potencial ou a capacidade que possui uma determinada massa organica de
consumir o oxigénio dissolvido nas aguas de um rio, lago ou oceano. Este consumo,
por outro lado, ndo € praticado diretamente pelo composto organico, mas sim o
resultado da atividade respiratoria de microrganismos que se alimentam da matéria
organica. A quantidade de esgoto lancado pode ser ou ndo assimilada pelo corpo

hidrico, dependendo da quantidade lancada, vazéo e outros fatores (BEM, 2009).

2.7 Baia Babitonga e sua relagdo com aguas residuais de Joinville

A Baia da Babitonga esta localizada na faixa costeira da por¢cado nordeste do
Estado de Santa Catarina, regido sul do Brasil, entre as coordenadas 26°02’ -
26°28'S e 48°28 - 48°50’'W. Limita-se em sua porcdo noroeste pela Unidade
Geomorfologica da Serra do Mar e a sudeste pela llha de S&o Francisco do Sul
(OLIVEIRA, 2006).
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Sao seis 0s municipios do entorno da Baia: S&o Francisco do Sul com 42.520
habitantes: Araquari, com 26.875 habitantes: Barra do Sul, com 8.430 habitantes;
Joinville, com 526.338 habitantes; Garuva, com 14.404 habitantes e Itapoa, com
15.658 habitantes; totalizando cerca de 634.225 habitantes na regido. A pressao
antropica gerada neste ecossistema, € representada no aporte de efluentes
industriais e domésticos e ocupacdo irregular das margens, entre outros agravantes
(IBGE, 2012).

Gradativamente as propriedades naturais dos ecossistemas costeiros Sao
alteradas no litoral, devido a pressao antrépica. A avaliacdo desses impactos, apenas
recentemente vem sendo analisadas. As informacdes referentes a qualidade da agua
e do sedimento marinho no estuarino, bem como sobre a estrutura e funcionamento
dos ecossistemas envolvidos, sdo fundamentais para este processo, devido a
deposicao e incorporagcdo no substrato do estuario. Analisando também a atividade
econdmica em seu grau de comprometimento dos recursos naturais e da saude
humana é de suma importancia justificar os custos de medidas de controle aplicadas
(OLIVEIRA, 2006).

2.8 Historico do tratamento de esgoto na cidade de Joinville

Joinville é a maior cidade de Santa Catarina, com a populacéo aproximada de
526.388 habitantes, segundo o levantamento estimado do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica.

Conforme dados da ABES (2012) — Associacdo Brasileira de Engenharia
Sanitaria e Ambiental, a rede de coleta de esgotos domeésticos atinge apenas 16,4%
da area da bacia, portanto, os efluentes domésticos gerados no restante da bacia séo
despejados na rede de drenagem pluvial, contaminando corregos e rios.

Acompanhando o histérico da implantacdo do tratamento de esgoto na cidade
de Joinville, verificou-se que o primeiro sistema de coleta de esgoto na cidade foi no
bairro Adhemar Garcia, em 1986, e atendeu a 1250 ligacdes. Em 1989, entrou em
funcionamento a 12 etapa de Implantacdo do Sistema de Esgotamento Sanitario da
bacia do Rio Cachoeira, com aproximadamente 4.000 ligac6es nos bairros: Centro,
Bucarein e Anita Garibaldi. A 22 etapa foi concluida em 1997, contemplando
aproximadamente 5.000 ligagbes nos seguintes bairros: América, Atiradores,

Floresta, Guanabara e Itaum. O bairro Ulisses Guimarédes e parte do bairro Fatima,
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também contam com rede coletora de esgotos. O esgoto coletado em todos estes
bairros, o que corresponde a aproximadamente 10.000 ligacdes, é tratado na Estacéo
de Tratamento de Esgotos (ETE) Jarivatuba. Além disso, o loteamento Profipo, no
bairro Santa Catarina, possui um Sistema de Coleta de Esgotos com 420 ligagdes e
uma Estacdo de Tratamento de Esgotos de pequeno porte (Companhia Aguas de
Joinville, 2012).

A Companhia Aguas de Joinville, responsavel pelo tratamento de agua e
esgoto da cidade de Joinville, tem como meta ampliar a abrangéncia do tratamento
do esgoto. O plano de expansédo da cobertura de rede de esgotamento sanitario da
cidade tém previsto um incremento no niumero atual da populacao atendida com rede
e tratamento de esgotos sanitarios de 16,4%. Esse aumento deve-se em parte, aos
contratos assinados com a Caixa Econdmica Federal nos bairros: Jardim Paraiso,
Vila Cubatéo; Jardim Sophia; Morro do Meio; Pirabeiraba (centro) e Paranaguamirim
(1@ etapa). Encontra-se em fase de licitagdo com recursos do Banco Interamericano
de desenvolvimento, a obra de Esgotamento Sanitario para o Bairro Vila Nova. Além
desses, também temos o PAC - Plano de Aceleracdo do Crescimento para os Bairros
Morro do Amaral, Espinheiros, bacias: 3.1 e 3.2 (Costa e Silva, Santo Anténio, Bom
Retiro, Gloria, América e Saguacu), 4.1 e 4.2 (Gloria, América e Atiradores), 5
(Saguacgu), 6.1 e 6.2 (Atiradores, Sdo Marcos, Floresta e Anita Garibaldi) do Rio

Cachoeira, conforme figura 1 (Companhia aguas de Joinville, 2012).

30



Fonte: Companhia Aguas de Joinville, 2013.
Figura 1. Distribuicdo do tratamento de esgoto da cidade de Joinville

2.9 Ecotoxicidade

2.9.1 Conceito

O termo ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez em junho de 1969,

durante uma reunido do Connuttee of the International Council of Scientific Unions,
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em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut. Segundo este autor, a
ecotoxicologia é definida como a ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais, ou sintéticas sobre o0s organismos vivos, populagbes e comunidades,
animais ou vegetais, terrestre ou aquaticos, que constituem a biosfera; incluindo
assim a interacdo das substancias com o0 meio nos quais 0s organismos vivem num
contexto integrado (PLAA, 1982; CAIMS e NIEDRLEHNER, 1995; Apud ZAGATTO,
2008).

A ecotoxicologia surge como uma ferramenta de monitoramento ambiental,
baseada principalmente na resposta de organismos individuais a estressores
guimicos. Sendo, portanto, uma ciéncia que objetiva o estudo de fendbmenos de
intoxicagdo ambiental em todas as nuances e consequéncias, com finalidade de
impedir e prevenir determinada intoxicagao ou saber como interrompé-la, reverté-la
e remedia-la, com método especifico (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

O principal objetivo da ecotoxicologia € a analise custo-beneficio no processo
de producdo de bens de consumo, em que o objetivo € minimizar os custos da
producéo tanto quanto os efeitos da poluicdo quimica causada por esta producao
nos seres humanos. Por este motivo foram redigidos protocolos padréo para avaliar
os efeitos de substancias quimicas e misturas toxicas sobre 0s organismos
(MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).

Segundo as definicbes contidas nas condi¢cdes e padrdoes de lancamento de
efluentes, a Resolucdo CONAMA 430/2011, que altera a Resolucdo CONAMA
357/2005, os ensaios ecotoxicologicos sao definidos como ensaios realizados para
determinar o efeito deletério de agentes fisicos ou quimicos a diversos organismos
aquaticos. Na tabela 01 relaciona os principais componentes segundo os Padrdes
de Qualidade de Agua da Resolu¢io CONAMA n° 430, de 2011.

Os testes de ecotoxicidade constituem basicamente na exposicdo de
organismos representativos, sob o ponto de vista ecologico, as concentracdes
conhecidas do agente téxico por um determinado periodo. A resposta desses
organismos ao agente € avaliada por meio de efeitos ou modificacbes sobre as
funcdes biolégicas fundamentais do organismo teste como: reproducdo,
crescimento, mutagenicidade e taxa de mortalidade; que afetam diretamente as
caracteristicas das diversas comunidades aquaticas em suas inter-relacfes

reciprocas e entre elas e o meio ambiente (CETESB, 1994).
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Tabela 1. Classe 3 padréo de agua doce apos 2001.

PARAMETROS VALOR MAXIMO
Clorofila a 60 pg/L
Densidade de cianobactérias 100.000 cel/mL ou 10 mm3/L
Solidos dissolvidos totais 500 mg/L
PARAMETROS INORGANICOS VALOR MAXIMO
Ferro dissolvido 5,0 mg/L Fe
Fluoreto total 1,4mg/LF
Fosforo total (ambiente |éntico) 0,05 mg/L P
Fosforo total (ambiente intermediario, com tempo de

residéncia entre 2 e 40 dias, e tributarios diretos de 0,075 mg/L P
ambiente Iéntico)

Fosforo total (ambiente I6tico e tributarios de 0,15 mg/L P
ambientes intermediarios)

Litio total 2,5mg/L Li
Nitrato 10,0 mg/L N
Nitrito 1,0mg/L N

Nitrogénio amoniacal total

Sulfato total
Sulfeto (como H,S n&o dissociado)
Zinco total

13,3 mg/L N, parapH <7,5
5,6 mg/L N, para 7,5 <pH <
8,0
2,2mg/L N, para8,0<pH =<
8,5
1,0 mg/L N, para pH > 8,5
250 mg/L SO4
0,3mg/LS
5mg/L Zn

Alguns parametros considerados como indicadores de qualidade de agua,
gue serao analisados estéo citados a seguir:

Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO (s520)): A DBO (520) de uma agua é a
guantidade de oxigénio necessaria para oxidar a matéria organica por
decomposicdo microbiana aerdbia para uma forma inorganica estavel. A DBO (s
€ normalmente considerada como a quantidade de oxigénio consumido durante um
determinado periodo de tempo, numa temperatura de incubacdo especifica. Um
periodo de tempo de 5 dias em uma temperatura de incubacéo de 20°C é referéncia
em analise e referido como DBO 20 (MACEDO, 2002).

s

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO): é a quantidade de oxigénio
necessaria a oxidacado da matéria organica através de um agente quimico. A DQO
também é determinada em laboratdrio, em prazo muito menor do que o teste da
DBO. Para o mesmo liquido, a DQO é sempre maior que a DBO (MOTA, 1997).
Dureza: é definida como a soma dos cations polivalentes expressados numa

guantidade equivalente de Carbonato de Calcio (CaCO3) (BATALHA e
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PARLATORRE, 1998). No ambiente ocorre a associacdo do magnésio com o ion
sulfato, aumentando a dureza da 4gua (DEOUX e DEOUX, 1996).

Fosfatos: em amostras de agua os fosfatos séo encontrados como resultados
da lixiviagdo dos minerais, dos processos nhaturais de degradacao ou da drenagem
da agricultura, como um dos produtos da decomposicédo da matéria organica, como
resultado de efluentes de diversas atividades humanas (BATALHA e
PARLATORRE, 1998).

Nitrogénio Amoniacal (ambnia): na agua, apresenta-se na forma
predominante de ion ambnia (exceto em altos valores de pH), mas na literatura
especializada, aparece como amoniaco (NH3), ambnia ou nitrogénio amoniacal. A
ambnia ou nitrogénio amoniacal pode ser um constituinte natural de &aguas
superficiais ou subterrdneas, resultado da decomposicdo da matéria organica.
Todavia, altos niveis sao usualmente indicadores de poluicdo de origem domeéstica
ou industrial (BATALHA e PARLATORRE, 1998).

E uma substancia téxica nido persistente e ndo cumulativa e, sua
concentragdo, que normalmente é baixa, ndo causa nenhum dano fisiolégico aos
seres humanos e animais. Grandes quantidades de amoénia podem causar
sufocamento de peixes e a proliferacdo de microalgas. Ela é formada no processo
de decomposicao de matéria organica (uréia - aménia). Em locais poluidos seu teor
costuma ser alto. O caminho de decomposicdo das substancias organicas
nitrogenadas é chegar ao nitrato, passando primeiro pelo estagio de aménia, por
iSs0, a presenca dessa substancia indica uma poluicédo recente (MACEDO, 2002).

Oxigénio dissolvido (OD): € o elemento principal no metabolismo dos
microrganismos aerobios que habitam as aguas nhaturais ou 0S reatores para
tratamento bioldgico de esgotos. Nas aguas naturais, o oxigénio € indispenséavel os
seres Vvivos, especialmente 0s peixes, porgue a maioria das espécies nao resiste a
concentracdes de oxigénio dissolvido na agua inferiores a 4,0 mg/L. E, portanto, um
parametro de extrema relevancia na legislacéo de classificacdo das aguas naturais,
bem como na composicao de indices de qualidade de aguas (MACEDO, 2002).

A agua, em condicbes normais, contém oxigénio dissolvido, cujo teor de
saturacdo depende da altitude e da temperatura; adguas com baixos teores de
oxigénio dissolvido indicam que receberam matéria organica. A decomposicdo da
matéria organica por bactérias aerbbicas é, geralmente, acompanhada pelo

consumo e reducdo do oxigénio da agua, o teor de oxigénio dissolvido pode
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alcancar valores muito baixos, ou zero, extinguindo-se 0s organismos aquaticos
aerbbios (MOTA, 1997).

Potencial Hidrogeni6nico (pH): € a medida da concentracao relativa dos ions
de hidrogénio numa solucéo, indica a acidez ou alcalinidade da solucdo. A influéncia
do pH sobre os ecossistemas aquaticos naturais da-se diretamente devido a seus
efeitos sobre a fisiologia das diversas espécies. Também o efeito indireto € muito
importante podendo determinadas condi¢des de pH contribuir para a precipitacao de
elementos quimicos téxicos como metais pesados; outras condi¢cdes podem exercer
efeitos sobre as solubilidades de nutrientes (MACEDO, 2002).

A desinfeccao pelo cloro € outro processo dependente do pH. Em meio acido,
a dissociacao do 4cido hipocloroso formando hipoclorito € menor, sendo o0 processo
mais eficiente (MOTA, 1997).

Residuos Totais: todas as impurezas da agua, com excecdo dos gases
dissolvidos, contribuem para a carga de sélidos presentes nos corpos d’agua.
Solidos podem ser classificados de acordo com o seu tamanho e caracteristicas
guimicas. Os solidos podem reter bactérias e residuos organicos nos recursos
hidricos, promovendo decomposicao anaerobia (MACEDO, 2002).

Mota (1997) cita que as principais fontes de residuos totais da agua séo a
erosdo do solo, os esgotos domésticos, esgotos industriais, lixo e a mineracao.
Suas principais consequéncias sdo 0 assoreamento de recursos hidricos, a
diminuicdo de vazbes de escoamento e de volumes de armazenamento,
inundacdes, soterramento de animais e ovos de peixes, aumento da turbidez da
agua, reducdo da transparéncia da agua, diminuicdo da atividade fotossintética,
reducédo de oxigénio dissolvido, prejuizos e impactos sobre a vida aquatica.

Temperatura: € a influéncia dos processos bioldgicos, reacbes quimicas e
bioquimicas que ocorrem na agua e também outros processos como a solubilidade
dos gases dissolvidos. A solubilidade dos gases decresce e a dos sais minerais
cresce com 0 aumento da temperatura da agua, e a maior parte dos organismos
possui faixas de temperatura 6timas para sua reproducdo (MACEDO, 2002).

Turbidez: é a medida da dificuldade de um feixe de luz atravessar certa
guantidade de agua. A turbidez é causada por matérias sdélidas em suspensdo como
particulas constituidas por planctons, bactérias, argilas, silte em suspenséo, fontes
de poluicdo que lanca material fino e outros. O aumento da turbidez reduz a zona

7 7

eufética, que € a zona de luz onde a fotossintese ainda € possivel ocorrer. O
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aumento da turbidez é provocado por erosodes, turbuléncias, lancamentos de
efluentes, descargas de galerias de aguas pluviais ou transformacfes de matérias
na agua. Os resultados sdo expressos em Unidade Nefelométrica de Turbidez
(UNT) (BATALHA e PARLATORRE, 1998).

2.10 Testes de ecotoxicidade

A agua é constituida por diversos componentes, provenientes do proprio
ambiente natural ou foram introduzidos a partir de atividades humanas. Para
caracterizar uma agua, sdo necessarios a determinacao de diversos parametros, 0s
qguais representam as suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. Os
parametros sao indicadores da qualidade da agua e o que constituem impuras
guando seus valores se apresentam superiores aos estabelecidos para sua
finalidade de uso ou descarte (MOTA, 1997).

Em funcéo dos objetivos de uso das aguas desses corpos receptores de
efluentes, € importante que se comece a obter tais informacdes nas estacdes em
operacao, a fim de que se possam avaliar eventuais impactos que um efluente
complexo, de baixa biodegradabilidade embora tratado, pode causar a biota. A
caracterizacdo quimica de um efluente isoladamente, ndo indica o potencial toxico
de uma mistura complexa aos organismos aquaticos. Assim, a auséncia ou a
presenca de toxicidade nos despejos tratados € avaliada pelo uso de organismos
vivos (PROSAB 3, 2003).

Os testes ecotoxicologicos, ou bioensaios, para monitoramento e avaliacao
de qualidade da agua, tém se tornado bastante comuns, nos ultimos anos, no Brasil.
A primeira iniciativa em termos metodoldgicos se deu em 1975, num programa
internacional de padronizacdo de testes de toxicidade aguda com peixes,
desenvolvido pelo Comité Técnico de Qualidade das Aguas da International
Organization for Standardization (ISO), com participacdo da Companhia de
Tecnologia e Saneamento Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) a convite
da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (ZAGATTO, 2008).

A partir de 1975, foram desenvolvidas e adaptados varios métodos de
ensaios de toxicidade aguda e cronica, de curta duracéo, utilizando alguns grupos

de espécies de organismos dentre os quais se destacam as algas a ABNT 1992,

36



CETESB 1994, para microcrustaceos a ABNT 1993, CETESB 2007 (ZAGATTO,
2008).

O teste de toxicidade aquatica € um procedimento, no qual as respostas de
organismos aquaticos sdo usadas para detectar ou medir a presenca ou o efeito de
uma ou mais substancias, residuos ou fatores ambientais, isolados ou em
combinacdo. O teste de toxicidade crénica envolve um estimulo que retarda/persiste
ou continua por um periodo relativamente longo, frequentemente 1/10 do tempo de
vida ou mais. Crbnico seria considerado um termo relativo, dependendo da duragao
da vida do organismo. Um efeito crénico pode ser medido em termos de reduc&o no
crescimento, reducdo na producéo, etc., além da letalidade (PROSAB 3, 2003).

Segundo os autores Leprat (1998) e Emmanuel et al. (2005), a aplicacéo de
ensaios de ecotoxicidade mostra que efluentes de residuos de estabelecimentos
assistenciais a saude apresentam uma toxicidade elevada. Gartiser et al. (1996)
mostram que o0s resultados dos testes de mutacdo genética indicam que o0s
efluentes dos servicos clinicos e dos laboratérios hospitalares apresentam tambéem
um carater genotoxico. Estes resultados confirmam a existéncia de substancias
perigosas nestes efluentes.

Segundo Magalhées e Ferrao Filho (2008), considerando que a toxicidade é
uma variavel dependente da concentracdo do agente toxico e do tempo de
exposicado dos organismos a esse agente, existem dois niveis de mensuracéo para
esta variavel: toxicidade aguda e cronica.

O estudo da toxicidade aguda é a manifestacdo de um efeito em um curto

espaco de tempo apos a administracdo de dose Unica de uma substancia. Em geral,
€ 0 primeiro estudo realizado sobre uma substancia quando ndo se tem noc¢éao ou
somente nocdes tedricas, muito restritas, sobre uma substancia a ser estudada. O
ensaio de toxicidade aguda permite estabelecer relacdo entre a dose administrada e
a intensidade de efeitos adversos observados e calcular a dose ou concentracao
letal (DLso, CLso), expressdo matematica da dose ou concentragdo da substancia
gue provoca a morte de 50% da populacdo exposta (SCHVARTSMAN, 1991).
O estudo da toxicidade crénica tem por objetivo caracterizar o perfil toxicolégico de
uma substancia em uma espécie, apds exposicao repetida e prolongada, acima de
90 dias. Nas condi¢cdes desse ensaio, devem manifestar-se os efeitos de longo
periodo de laténcia ou que s&o cumulativos (MAGALHAES e FERRAO FILHO,
2008).
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A substancia € administrada durante um longo periodo em doses
(concentracdes) compativeis com a sobrevivéncia dos elementos-teste. A duragéo
do ensaio podera ser muito variavel, de seis meses a muitos anos. Em geral, muitos
estudos séo realizados em dois anos. Por causa da duragédo do experimento e dos
sacrificios intermediérios necessarios para alguns estudos, o nimero de elementos
testados deve ser mais importante que nos casos de estudos de toxicidade aguda e
subaguda. A escolha das doses (concentracdes) é funcdo dos resultados obtidos
nos ensaios de toxicidade aguda e subaguda (ZAGATTO, 2008).

Os testes ecotoxicoldgicos sdo realizados com organismos indicadores que
devido as suas caracteristicas de pequeno limite de tolerancia ecoldgica, a
determinadas substancias quimicas que apresentam alguma alteracdo, seja ela
fisiologica, morfolégica ou comportamental, quando expostos a determinados
poluentes. As exposicOes séo feitas em diferentes concentragdes de substancias e
compostos quimicos, amostras de efluentes ou agua bruta, por um determinado
periodo de tempo (SCHVARTSMAN, 1991).

2.11 Euglena gracilis

Em estudos de residuos industriais na agua com as E. gracilis, esta foi a
Unica espécie fotossintética detectada. Estes fatores tornaram as E. gracilis, um
excelente modelo para estudos bioquimicos dos mecanismos de resisténcia a
metais pesados, que se associam e acumulam nos cloroplastos (RODRIGUEZ-
ZAVALA et al, 2007). Devido a estas caracteristicas, existem diversos estudos de
alteracao eco-fisiolégicas induzidas em E. gracilis, causadas por contaminacdo da
agua com metais pesados e componentes organometéalicos, observadas por
analises ultra-estruturais e bioldgicas (CONFORTI et al, 1994, 1995).

Além disso, diferencas bioquimicas e de crescimento foram descritas em uma
amostra de E. gracilis, isolada de um rio altamente poluido na Argentina (RUIZ et al,
2004). Também, estudos de alteracdes celulares e bioquimicas que ocorreram com
as Euglenas e outros euglenideos em diferentes condicbes ambientais induzidas por
matéria organica, metais pesados e outros componentes contaminantes
(CONFORTI et al, 1994, 1995; STALLWITZ e HADER, 1994; GAJDOSOVA e
REICHRTPVA, 1996; EININICKER-LAMAS et al, 2002; RUIZ et al., 2004; Apud
RODRIGUEZ-ZAVALA et al, 2007).
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Devido a sua abundancia e tamanho, € provavel que espécies de Euglena
sirvam de alimento para ciliados, rotiferos, nematoides e larvas de insetos. No
entanto, em situacfes de estresse, os corpos muciferos de Euglena secretam um
muco ao redor da célula que forma um cisto resistente, permitindo que células
viaveis de Euglena fossem recuperadas no intestino e nas fezes de girinos e
insetos. Este encistamento € observado também em culturas de Euglena antigas e,
provavelmente, ocorre como uma forma de protecdo quando as condi¢des nao sao
favoraveis ao seu desenvolvimento. Em alguns casos, as células encistadas séo
capazes de se dividir, tendo sido observados agrupamentos de até 64 células de
euglenas (RUIZ et al, 2004).

2.12 Ferramenta de monitoramento ambiental - NGTOX

O equipamento de biomonitoramento em tempo real chamado New
Generation Ecotox (NGTOX) foi desenvolvido e homologado pela Ecobabitonga
Tecnologia Ltda., empresa incubada junto ao INOVAPARQ (Parque Tecnologico de
Joinville) (ERZINGER et al, 2011). O equipamento realiza o biomonitoramento, por
meio de analises de imagens em tempo real da qualidade da agua. Sao observados
oito parametros de movimento (alinhamento, r-value, compactacdo, area,
velocidade meédia, velocidade para baixo, velocidade para cima e velocidade
lateral), avaliando as modificacdes imediatas promovidas pelas toxinas sobre o
comportamento do movimento das Euglenas (MILLAN DE KUHN, et al, 2006;
AHMED, 2010; TAHEDL e HADER, 2001). A tecnologia aperfeicou o processo
reduzindo o tempo de diagndstico e os custos. O sistema operacional analisa em
tempo real de 300 a 400 imagens por segundo. O software emprega os vetores da
pista para registrar o numero de células moveis, a porcentagem de células para
cima em movimento, a velocidade média, a compacidade (fator forma, que € a
razdo da circunferéncia para a area normalizada para circulo) das células e a
precisdo de orientacao (r-value). O software compara as informacfes atuais com o0s
de uma medicdo de controle anterior, que foi realizada antes da medicdo da
amostra usando a agua destilada, em vez da amostra da substancia-teste em
diferentes concentracdes dosadas no préprio equipamento. O sistema opera em
tempo real e controla o nimero de células em paralelo. O software emprega os

vetores para calcular alguns parametros como: motilidade, percentagem de células
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para cima em movimento, a velocidade média, compacidade celular e orientacao
sob a gravidade (r-value) (ERZINGER et al, 2011).

O parametro de motilidade fornece a percentagem de células que se
deslocam a uma velocidade igual ou mais rapida do que a velocidade minima
padronizada no software, e para todos os outros parametros sao calculados apenas
para os objetos que atestam este critério. O parametro para cima fornece a
percentagem de células que se deslocam para a direcéo a parte superior da cubeta.
O parametro orientacdo sob a gravidade é um parametro estatistico que varia de 0
(quando as células se movem aleatoriamente) para 1 (quando todas as células se
movem em um Unico sentido). A compactacdo da célula (fator relativo a forma, que
€ a relacdo da circunferéncia para a area normalizada a um circulo) mensura a
forma da célula e tem o0 menor valor de 1, quando o contorno da célula é um circulo
(absolutamente redonda), aumenta a medida em que a célula aumenta o seu
comprimento. Os parametros mensurados sdo comparados com os dados da
primeira medigdo que é a controle, que é realizada antes da medicdo da amostra
utilizando somente agua destilada (ERZINGER et al, 2011).

A tabela 2 mostra a comparacao entre o sistema (NGTOX) New Generation
Ecotox e o teste Microtox®. Para o NGTOX foram utilizados os valores de CLso dos
parametros mais sensiveis. Os dados para o teste luminescente foram copiados de
diferentes publicages (ERZINGER; CIAMPO e HADER, 2010).
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Tabela 2. A comparacéo entre o sistema (NGTOX) New Generation Ecotox e o
teste Microtox®.

Substancia NGTOX Teste Luminescente (MICROTOX")

Prejudicial ™ C[, Parametro CLso Tempo de Referéncias*
[mg L] [mg L] incubac&o [min]

PCP 3 r-value 1,3 5 1

0,08 5 1

1,8 30 2

2,4-DCP 2,1 r-value 1,1 5 1

5,0 5 1

2,4 30 2

TBBPA 24,9 Motilidade - - -

Acetona 18984 Fator forma 22270 5 3

12417 5 1

18367 5 1

Etanol 5,5-11,1 r-value 40750 30 4

10494 30 2

55388 5 1

Formaldeid 27,1 r-value 7,6 30 2

0 9,9 5 1

3,0 5 1

Ni** 7,9 Velocidade 25,2-410 5 5

Ag’ 0,54 r-value - - -

Hg”™" 13,9 r-value 0,03-0,32 5 3

0,35 30 2

As(V) >400 - 3 5 3

AS(I1) 141 Fator forma - - -

cu”’ 4,0 Fator forma 1,2-20 5 1

34,4 30 2

Pb’ 40,1 Motilidade 0,85 30 1

Cr(VI) 27,8 r-value 70-100 5 3

7,83 30 6

co” 43 r-value 135-177 5 3

zZn’ 164 Motilidade 2-49 5 3

26,3 30 2

CN’ 41 Fator forma 2,8-13,3 5 3

*Referencias:

Kaiser, K. L. E. and Palabrica, V. S. (1991): Photobacterium phosphoreum toxicity data index. Water
Poll. Res. J. Canada 26, 361-431.

% Referenzliste Chemikalien fur den LUMIStox Leuchtbakterientest (1997). Info 04. Dr. Bruno Lange
GmbH Berlim (FRG).

3Munkittrick. K. R. and Power, E. A. (1991): The relative sensitivity of Microtox®, Daphnia, Rainbow
trout, and Fathead minnow acute lethality tests. Environ. Toxicol. Water Qual. 6, 35-62.

‘Gellert, G. und Stommed, A. (1994): Akut- und chronisch-toxische Eigenschaften augewahlter
chemischer Substanzen und industrieller Abwasser gegenliber Leuchtbakterien. Wasser abwasser
135, 1-7.

®Blaise, C., Forghani, R., Legault, R., Guzzo, J. and Dubow, M. S. (1994): A bacterial toxicity assay
performes with microplates, microluminetry and Microtox® reagent. BioTechniques 16, 932-937.
®Backhaus, T., Froehner, k., Altenburger, R. and Grimme, L. H. (1997): Toxicity testing with Vibrio
fischeri: a comparison between the long term (24 h) and the short term (30 min) bioassay.
Chemosphere 35, 2925-2938.
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2.13 Vibrio fischeri

Vibrio fischeri € um membro do filo proteobacteria. Estas bactérias séo
moveis, gram-negativas que sdo encontrados em aguas marinhas temperadas e
sub-tropicais. Estas bactérias heterotréficas usam flagelos como meio de circulacao
e sao mais conhecidas por suas propriedades de bioluminescéncia. Vive em
simbiose com varios animais marinhos de aguas profundas, como peixes e lulas
Monocentrid bobtail. Ela pode ser encontrada dentro de érgaos, ou como parte do
intestino normal destes animais marinhos. Esta bactéria também pode ser
encontrada vivendo como bactérias livres em pequenas quantidades e sobrevivem
em matéria organica em decomposi¢do (MICROBEWIKI, 2011).

A V. fischeri é utilizada devido suas proteinas serem codificadas por um
conjunto de genes do operon lux que produzem bioluminescéncia. A luz é produzida
numa reagdo quimica onde a luciferina é oxidado pela enzima luciferase. Como
resultado da oxidacdo, uma luz azul-esverdeada € emitida. Do mesmo modo, as
células de V. fischeri foram disponibilizadas comercialmente para ecotoxicologistas
para detectar contaminantes no ambiente de forma mais rapida e mais barata do
gue a maioria dos outros métodos disponiveis (KEGG, 2001).

Vibrio fischeri é uma bactéria gram-negativa com oxidase positiva
bioluminescente marinha composta por uma parede celular com uma membrana
exterior constituida por membrana citoplasmica interior, coberta pela camada de
peptidoglicano, seguida por um espaco periplasmatico aos lipopolissacaridos. Sao
hastes retas com 0,8-1,3 um de diametro e 1,8-2.4um de comprimento. As bactérias
tém flagelos polares 1-3 desembainhada (AUBREY, 2007).

Segundo Devid Aubrey (2007), essa bactéria é capaz de produzir
metabolismo fermentativo e respiratério, porque € um quimio-organotrofico. Vibrio
fischeri € uma bactéria anaerébia facultativa. A producdo de bioluminescéncia é
ativada pelas proteinas que sao codificadas por um conjunto de genes referidos
como o operon lux. Esta reacéo libera energia livre na forma de luz azul-esverdeada
em 480 nm-490 nm (azul-verde). A reacdo que ocorre em Vibrio fischeri é a
seguinte:

FMNH; + RCHO + O, -> FMN + RCOOH + H,0 + hv (490 nm)
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O rendimento quéantico de bioluminescéncia foi estimada como sendo de 10-
30% de acordo com a Encyclopedia of Life Sciences (AUBREY, 2007).

2.14 Ferramenta de monitoramento ambiental - Microtox®

O sistema Microtox® tem sido utilizado como um teste de toxicidade aquatica
desde o inicio dos anos 1980 e € aceito como um teste padrdo em varios paises,
incluindo Brasil. Nos Estados Unidos, € um método de teste reconhecido em varios
programas federais. A EPA dos EUA, adotou Microtox® como um teste padrdo em
um programa continuo de avaliacdo e remediacdo de sedimentos contaminados.
Microtox® foi adotado por Wildlife Service como teste de triagem no Centro Nacional
de Investigacéo aminante de Pescas dos EUA. Microtox® é igualmente reconhecido
no Canada, Reino Unido, Alemanha, Suécia e Holanda. (AZUR Environmental,
1998).

No Brasil, a Norma técnica da CETESB L5.227 — 2001, denominada “Teste
de toxicidade com a bactéria luminescente Vibrio fischeri: método de ensaio” valida
este método utilizando o sistema Microtox® (CETESB, 2012).

O analisador Microtox® Modelo 500 (M500) é um modelo de laboratério, com
temperatura controlada, fotdmetro de auto-calibracdo, que mede a toxicidade
aguda. As aplicacdes incluem o teste de amostras que contém toxinas bioldgicas,
efluentes industriais, aguas de processos industriais, efluentes municipais, residuos
perigosos, solo, sedimentos, aguas pluviais e produtos médicos para reatividade bio
(AZUR Environmental, 1998).

O procedimento utiliza a bactéria marinha bioluminescente (Vibrio fischeri)
como organismo de teste. As bactérias sdo expostas a uma gama de concentracdes
do material a ser testado. A reducdo da intensidade da luz emitida a partir das
bactérias € medida juntamente com as solucbes padrdo e com as solucbes das
amostras de controle. A alteracdo na intensidade de luz e da concentracdo do
agente toxico produz uma relacdo de dose e resposta. Os resultados sao
normalizados e 0 CLso (concentracdo que produz uma reducdo de 50% na luz) &
calculado (AZUR Environmental, 1998).
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2.15 Daphnia magna

Os microcrustaceos desempenham, conforme Arauljo e Aragdo (2007),
desempenham um papel importante na cadeia alimentar, refletindo mudancas
populacionais e comportamentais que podem interferir nos outros niveis troficos do
ecossistema aquatico. As mesmas autoras confirmam que estes organismos
possuem grande potencial para o uso em testes de toxicidade, pois séo facilmente
cultivados em laboratério, possibilitando a obtencéo de populacdes homogéneas e
com sensibilidade constante.

Um exemplo de microcrustdceo muito utilizado em testes toxicoldgicos
padronizados é a Daphnia (fig. 2), conhecido como “pulga d’agua”, é facilmente
encontrada em lagos, represas, e lagoas de aguas continentais. Mede cerca de 0,5
a 50mm de comprimento, possui olho composto evidente que é sensivel a
mudanca da qualidade e quantidade de luz. Possui habito filtrador, alimentando-se
de algas, bactérias, protozoarios e detritos organicos presentes na agua (ARAUJO e
ARAGAO, 2007).

Figura 2. Anatomia da fémea: 1- coracao, 2- olho composto, 3- antenas, 4- ocellus, 5-
pelos, 6- pernas e 7- bolsa para ovos (A) e exemplar de Daphnia sp. (B).

A A s et o3

Fonte: http://www.caudata.org/daphnia/.

As espécies recomendadas pelos principais procedimentos padronizados séao
Daphnia magna, D. pulex e D. similis, cada uma indicada para um grau de dureza
da agua de cultivo. D. similis € uma espécie introduzida no Brasil, mas que possui
sensibilidade similar as outras espécies (ARAGAO e ARAUJO, 2008).
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3 METODOLOGIA
3.1 Coleta da amostragem

Entre os quatro centros de dialise em Joinville, foi escolhido ao acaso um
destes centros. Para analise toxicoldgica dos efluentes gerados destes centros as
amostras foram coletadas em quatros dias diferente (08/11/2012 e 15, 17 e 21 de
01 de 2013). Para a realizacdo da coleta das amostras, instalou-se uma bomba
peristaltica na tubulacdo da saida de efluente ligado a maquina de dialise,
facilitando a coleta da amostra. Este sistema coletor de efluentes era interligado a
14 maquinas simultdneas de hemodidlises, sendo que, em cada uma havia um
paciente.

Para coleta das amostras e transporte foram utilizados frascos plasticos de
1000 mL estéreis. ApOs as coletas, o material foi transportado até o laboratorio de
Fotobiologia, na Universidade da Regido de Joinville — Univille, campus Joinville,
localizada no bairro Bom Retiro.

As amostras foram armazenadas para a caracterizagcdo quimica e a
realizacdo dos testes no NGTOX, Microtox® e com as Dapnhia magna. As amostras

foram preservadas no freezer em congelamento rapido.
3.2 Caracterizacgao fisico-quimica do efluente resultante da hemodiéalise

Ao chegar da coleta no laboratério de Fotobiologia, foram registrados os
dados fisicos através do medidor de multiparametros F — HI9828, Hanna
Instruments, certificado pela ISO 9001, os parametros mensurados foram: pH,
condutividade, salinidade, turbidez, dureza, oxigénio dissolvido e temperatura.

As andlises quimicas foram realizadas, pelo método de colorimetria, no
equipamento Smart 3, Poli Control Instrumentos Analiticos, certificado pela ISO
9001, em conformidade com EPA (USA) Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos, com a mensuracdo de cada composto quimico: Nitrito, Nitrato,
Fosfato, Amonia, Silica, Sulfato.

A andlise de demanda quimica de oxigénio foi aplicada segundo a
metodologia da Standard Methods (1998), determinada por meio de

espectrofotometria no espectrofotometro HACH Instruments, modelo DR 4000.



A analise de Demanda Bioquimica de Oxigénio — DBO (s520) foi aplicada
segundo a metodologia da Standard Methods (1998). A amostra permaneceu dentro
da incubadora por 5 dias a 20° C, conectada a um oximetro registrando o valor da
DBO.

Todas as andlises fisico e quimica foram comparados os resultados obtidos
com o CONAMA 430 (2011).

3.3 Fitoplancton e Manutengéo

Os testes foram realizados com as cepas de Euglena gracilis, obtidas da
colecdo da Universidade de FAU, Alemanha. Estas foram mantidas no meio de
cultura mineral e organico, conforme descricao feita por Checcucci et al. (1976). A
manutencdo da cultura ocorreu em uma incubadora estérii BOD 411 — marca

Quimis, sob a exposicdo a luz em dose de 20 watts/cmz, e temperatura de 20° C.

3.4 Andlises de toxicologia ambiental através do NGTOX

O instrumento NGTOX foi desenvolvido e homologado pela Ecobabitonga
Tecnologia Ltda (ERZINGER, CIAMPO e HADER, 2011), cujo esquema esta
ilustrado na figura 3. E um dispositivo que realiza bioensaios automaticamente
usando técnicas de analise de imagem em tempo real, com o auxilio de micro-
organismos teste como a alga unicelular Euglena gracilis, para aguas dulcicolas,
isto é, procura determinar a toxidade a partir de alteracdes fisiologicas sofridas por
um micro-organismo. O NGTOX procura por alteracdbes no comportamento do
movimento dos organismos sensiveis a substancias toxicas, radiacdo nuclear e ultra
violeta. O NGTOX mede também propriedades celulares como a quantidade de

organismos em um tempo “t” [s] e a area média destes organismos [um/s].
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Fonte: Erzinger et al, 2010.

Figura 3. Esquema demonstrativo do Instrumento NGTOX.

O principio de funcionamento do NGTOX tem como base a transferéncia
por uma bomba peristaltica acionada por motor de passo [10], de forma automatica,
de uma suspensao de células [7] para uma cubeta de observacao [2], via uma
camara escura de mistura [11]. As imagens do movimento destas células sao
detectadas e gravadas por uma camera CCD (Charge Coupled Device) [4]
conectada a um microscopio [3], devidamente iluminado [1]. Estas imagens sao
digitalizadas e exibidas no monitor de um computador [13]. Um software
denominado ImagingTox, determina os parametros de movimento e analisa a
motilidade (percentagem de células mortas), a precisdo da orientacdo gravitacional,
a velocidade e forma das células, e armazena todas estas informacfes em um
banco de dados (ERZINGER et al, 2010).

Apés esta primeira medida de controle, a cubeta € lavada e outra
guantidade de células em suspensdo € bombeada para a cubeta, também via
camara de mistura [11], e misturada com uma amostra de teste [6] bombeada por
[9]. Os parametros de movimento sdo determinados mais uma vez. A inibicdo de

cada parametro, em comparacdo com o controle ndo tratado € calculada utilizando
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o principio da média movel, por comparagcdo da sobreposi¢cdo de areas de controle
da amostra e curvas. Estas informacdes também sdo gravadas em banco de dados
(ERZINGER et al, 2010).

3.4.1 Principio de medicéo

Uma medigao simples com o NGTOX dura 5 min. Durante este intervalo de
tempo todos os organismos identificados na faixa de interesse séo utilizados para
calcular os parametros de motilidade, através do principio da média mével. Em cada
caso um certo numero de vetores de posicdo, que podem ser definidos no software,
sdo utilizados para o célculo dos parametros.

Os pontos de dados calculados estédo representados como uma funcao do
tempo de medicdo e sdo devidamente armazenados na forma digital. Tanto no
modo “on-line” quanto no modos de toxina unica uma medi¢gdo de controle sem
toxinas é realizada primeiramente. Para excluir as diferencas devido ao efeito de

diluicéo, a medida de controle é de 1:1, diluido com agua destilada.

3.4.2 Os parametros de movimento e de forma

Os vetores de movimento sédo calculados a partir da sequéncia de video
atual, digitalizados e armazenados em memoria. Sado considerados apenas o0s
objetos sem contato com a borda da imagem, e distinguidos os objetos moveis dos
imOveis, ou seja, aqueles que tem uma velocidade maior que a velocidade de
sedimentacao, para os quais sao calculados seus centros de gravidade, excluindo

aqueles objetos cuja area € maior ou menor do que um valor previamente definido.

A) Vetor de movimento, ilustrado pela linha tracejada na figura 4, é calculado

através do deslocamento do centro de gravidade dos objetos moveis.
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Fonte: NGTOX

Figura 4. Modelagem matematica para Célculo do vetor de movimento da célula de
Euglena gracilis

o = arctan ﬂ = arctan

AX

Yi— Y,

d =/(Ay)" +(Axy

V= kg: k\/(yZ _yl)2 +(X2 _Xl)2
t t —t,

Onde:

d = Mdédulo do vetor;

a = Angulo do vetor em relacdo ao sistema de coordenadas previamente
escolhido;

k = Fator de calibracéo.

B) Percentagem de motilidade, M [%] — dos organismos é dada por:
M =5 .100%
n
Onde:
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ns — Quantidade de vetores utilizado para calcular a velocidade, acima de
um threshold pré-determinado.

n — Quantidade de todos os vetores usados para célculo.

C) Precisao da orientacéo, r-value € o valor estatistico que mostra o quao boa é a
orientacdo dos objetos. Todavia ndo contém nenhuma informagéo sobre a direcao
da orientagdo. Os valores possiveis de r encontram-se no intervalo entre zero e um.
Quando r = 0 significa que a orientacdo dos vetores é totalmente aleatéria. A
quantidade r-value € dada por:

n 2 (n 2

S S
> sinai +| > cosa,
i=1 i=1

Onde:
o — Desvio angular em relacdo a vertical, para cada vector que corresponde
a um organismo com motilidade.
E) Alinhamento, Ai — é dado por:
n n
S |. S
> ‘sm a.‘— > ‘cos(x.‘
A T
A== =

n
S

F) Movimento ascendente, O angulo da distribuicdo principal — ¢ — é um dos
parametros que fornece informacdes sobre o movimento da populacdo na direcao
vertical, devido a acdo da forca da gravidade. Se for superior a 50%, mais objetos

estdo se movendo para cima do que para baixo.
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Ns
> sine. n n
i=1 : S s .
arctan| —— para > cosa. >0 A X sina, >0
n . 1 . 1
Zs =1 =1
COS .
i=1
n
S .
> smai n ns
P s
arctan| 1=1 |, 360° para > cos ; >0 A X sinai <0
”zs i=1 i—1
COS .
1=1
n
S .
o = > sina, ng
arctan| 1=1  |,180° para 3 cosa. <O
Ng i=1 !
> COSai
i=1
Ng Ns
90° para > COSai =0 A > sinai >0
n n
S S
270° para > Ccos &; =0 A > sinai <0
n n
) S
nao dedfinido para > sin a; = > Cos ; =0
i=1 i=1

O direcionamento do movimento ascendente ou descendente € dado por:

Upward [%] = 2— .100%

S

Onde:
N, — Quantidade de vetores no primeiro e quarto quadrantes (movimento

ascendente).

G) Area dos objetos selecionados é:

Ns

2P
A =—‘:1n -s[4m]
Onde:
Pn.s — Area [pixel] dos objetos com motilidade

S — Fator de escala: comprimento [um] / comprimento [pixel]
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H) Compacidade é dada pelo parametro Fator de Forma que é a razdo entre a area

da circunferéncia e a area do circulo normalizado

2
U,

iZl:F -4

= n,

Compacidade = ———

S

Onde:
Uns — Circunferéncia dos objetos com motilidade
Fns — Area dos objetos com motilidade

I) Velocidade total € dada em [um/s] e é calculada pela equacéo:

nS

Y

V= it
n

S

S

Onde:

d
Vv, = —
At

d — Valor de cada vetor declarado como motilidade

At — Tempo decorrido para o calculo dos vetores.

J) Velocidade ascendente se obtém a Top-speed [um/s], ou seja, para vetores com

angulos entre:
0°<a<60° v 300° <« < 360°

Nup
2
_it g

Nyp

Vi

S

K) Velocidade descendente se obtém a Bottom-speed [um/s], isto é, para vetores

com angulos entre:

120° < ¢ < 240°
Ndown
2V

Viown = = —-s
ndown
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7

L) Velocidade lateral se obtém a Side-speed [pum/s], isto é, para vetores com
angulos entre:
60° < @ <120° v 240° < a < 300°

nse

DY,

V., =-L .5

side —

se

3.5 Teste de atividade aguda para Euglena gracilis utilizando o NGTOX

Nos testes com a Euglena gracilis, foi utlizada a ferramenta de
biomonitoramento em tempo real chamada NGTOX. Este equipamento monitorou e
avaliou em tempo real, onze parametros diferentes na Euglena gracilis, quando
exposta ao efluente da dialise.

Foram analisadas a amostras em triplicata a partir da diluicdo da amostra,
automaticamente crescente nas escalas 1:1, 1:3, 1:7, 1:15 e 1:31. Entre cada
analise o equipamento faz uma lavagem com agua destilada por dois minutos.

Os ensaios foram baseados na resposta da Euglena gracilis, a exposicédo do
efluente proveniente dos efluentes da hemodialise. Foram analisadas as diferentes
funcdes, varidveis ou parametros, tais como o percentual de motilidade, r-value,
direcdo, velocidade média, velocidade para cima, velocidade para os lados,
velocidade para baixo, gravitaxia, alinhamento, densidade, tamanho médio das

células.

3.6 Controle de sensibilidade Daphnia magna

A sensibilidade dos organismos-teste foi testada mensalmente, com objetivo
de assegurar a qualidade dos mesmos dentro dos padrdes internacionais e garantir
a validacéo dos testes realizados, conforme ISO 6341 (1SO, 1996). Para isso, foram
realizados testes de toxicidade aguda com a substancia de referéncia dicromato de
potassio (K.Cr,O;). Consideram-se aptos para utilizacdo em testes 0s neonatos
produzidos em lotes de cultivos que apresentam CE50 24h entre 0,6 e 1,7 mg/L de
dicromato de potassio (ISO 6341,1996).

53



3.7 Metodologia de teste agudo Daphnia magna

A metodologia de teste agudo com o0 organismo-teste Daphnia magna
também seguiu o descrito na NBR 12.713 (ABNT, 2003a). As amostras coletadas
foram testadas baseando-se na exposi¢do de neonatos de Daphnia magna, de 2 a
26 horas de idade, em diluicdes da amostra, por um periodo de 48 horas.

A partir da amostra, para cada teste foram preparadas 5 diluicdes (solugao-
teste) e um controle. As diluicbes foram preparadas com precisdo volumétrica, em
progressdo geométrica de razao 2.

No controle e como diluente foi usado agua de diluicdo, também chamada
meio 1SO, descrito na norma ISO 6341 (1ISO, 1996). Apdés o preparo, a agua de
diluicdo era aerada por, pelo menos, 12 horas para solubilizacdo total dos sais,
saturacao do oxigénio dissolvido e estabilizacdo do pH. Registravam-se os valores
de oxigénio dissolvido, pH e dureza total antes da utilizacdo da agua de diluicéo.

No controle do teste, a imobilidade aceita € de no maximo 5%. Cada diluicao
foi colocada em 4 béqueres de 50 mL, com aproximadamente 25 mL de solucao-
teste em cada um. Foram testados 20 organismos por diluicdo, sendo expostos 5
em cada béquer. Os organismos-teste foram adicionados aos béqueres, fazendo-se
a distribuicdo sempre da menor para a maior concentracdo do agente toxico,
iniciando pelo controle. Os frascos foram cobertos com filme de PVC e levados para
a germinadora de teste. Durante o periodo de teste foram mantidos de 18°C a 22°C,
sem alimentacédo ou iluminacgéao.

Apés o tempo de prova (48 horas) observou-se o numero de individuos
imOveis por concentracdo e a partir destes dados, calculou-se a porcentagem de
imobilidade por concentracdo. O resultado do teste é expresso em Concentracao
Efetiva Inicial Mediana - CLsp 48 h, que corresponde a concentracdo da amostra no
inicio do ensaio, que causa efeito agudo a 50% dos organismos expostos em
48horas, nas condicdes de teste. A CLso 48 h foi calculada utilizando-se os
métodos estatisticos Probit Method (WEBER, 1993), para dados paramétricos e
Trimmed Sperman-Karber Method (HAMILTON et al, 1977), para dados néo

paramétricos.
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3.8 Determinagao da toxicidade cronica de Daphnia magna

Para realizacéo dos testes, foram utilizados organismos jovens, com 2 a 26
horas de idade, obtidos a partir da quarta postura de fémeas cultivadas. O método
consiste na exposi¢cao dos organismos jovens da espécie Daphnia magna, a varias
diluicbes da amostra por um periodo de 21 dias.

Cada ensaio foi realizado com 5 diluicbes da amostra, além do controle
negativo (somente agua reconstituida - meio M4). As diluicdes (solucdes-teste)
foram preparadas com precisao volumétrica, em progressao geomeétrica de razao
1,25. Para cada diluicdo, utilizaram-se 10 réplicas, dispondo individualmente 10
organismos jovens de Daphnia magna em béqueres de 50 mL. Cada béquer
recebeu uma aliquota de 25mL da solucdo-teste e foi coberto com filme de PVC
para evitar a evaporacdo e contaminacdo do teste com possiveis residuos
SuUSpensos no ar.

As solucbes-teste foram preparadas no momento da exposicdo do
organismo, utilizando as devidas proporcdes de amostra e agua reconstituida.

O organismo-teste foi exposto a solucdo-teste, sendo transferido de forma a
evitar a alteracdo da concentracéao final da mesma. Para tal utilizou-se um coletor de
micro crustaceo (artefato semelhante a pipeta volumétrica de 25 mL, cortada na
extremidade inferior) a fim de ndo causar danos ou estresse aos individuos. Teve-se
0 cuidado de liberar o organismo préoximo da superficie da solucdo para evitar a
entrada de ar sob sua carapaca e consequente flutuacéo.

Os testes foram mantidos nas mesmas condicfes ambientais que os lotes de
cultivo, com luminosidade difusa (foto periodo de 16 horas de luz) e temperatura de
18°C a 22°C. Os organismos-teste receberam diariamente alimentacdo, sendo
fornecido como alimento a alga cloroficea Scenedesmus subspicatus, em
concentracdes proximas a 10’células/mL, ad libitum.

Os organismos foram acompanhados durante o teste, na primeira semana
com observacdes diarias e, apos este periodo, com leituras trés vezes por semana,
em dias intercalados: segundas, quartas e sextas-feiras. Nestes momentos
observavam-se sobrevivéncia e nimero de jovens gerados por fémea.

Na leitura também substituia-se a solucdo-teste antiga (com 48h),
caracterizando um teste semiestatico, tendo-se o0 cuidado de as solucdes-teste

estarem na temperatura de 18°C a 22°C no momento da transferéncia dos
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organismos. Em cada troca da solucdo-teste, retirou-se a Daphnia adulta e as
Daphnias jovens do béquer. As Daphnias adultas eram temporariamente colocadas
em um recipiente livre de contaminagdo. A solucdo-teste contida no béquer era
descartada, higienizava-se o béquer com agua destilada e gases, e este recebia
nova aliquota de solucdo-teste. Contavam-se e registravam-se as Daphnias jovens,
e transferia-se somente a Daphnia adulta para o béquer. Este procedimento evitava
que os metabdlitos alterassem a qualidade do ambiente, mascarando os resultados
ou a disputa por espaco e alimento. As Daphnias jovens encontradas mortas ou
imoveis ndo foram contabilizadas.

No periodo entre 0 e 5° dia os organismos teste séo filhotes. Do 6 °© ao 9° dia,
ocorre a preparacao para reproducao, com formacao dos primeiros ovos na camara
incubatéria. Entre o 10° a 13° dia, tem-se o apice da reproducdo. No periodo entre
14° a 17° dia a reproducao é boa, passando a irregular apos o 18° dia de teste.

3.9 Parametros analisados durante o teste cronico

Visando avaliar as amostras testadas, trés parametros foram analisados na
execucdo do teste: longevidade, crescimento e fecundidade. Longevidade é o
tempo de vida de um organismo sob determinado conjunto de condi¢cdes de
desenvolvimento (FONSECA, 1991). Nos experimentos, este parametro foi obtido
pelo acompanhamento da sobrevivéncia dos organismos até o final do teste (21
dias), expressando o parametro em numero de Daphnias sobreviventes ap0s esse
periodo.

Crescimento se expressa fundamentalmente como a variacdo de uma
dimenséo do individuo, geralmente comprimento total ou peso, em funcdo da idade
(MARGALEF, 1977 apud BOHRER, 1995). Optou-se pela medicdo do comprimento
dos organismos para avaliar este parametro. A medicdo do comprimento foi
realizada ao final do teste (21 dias), usando uma lamina com escala de 1 cm,
milimetrada. Utilizou-se o0 microscépio Gtico com aumento de 40 vezes para
medicao. Considerou-se o comprimento total do individuo o comprimento da cabeca

até o final da carapaca, desconsiderando o espinho apical, conforme figura 5.
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Desenina: Détbam Mot aim Brertano

Fonte (BRENTANO,2006)
Figura 5. Medida do comprimento total de Daphnia magna.

As Daphnias que morreram antes do final do teste também foram medidas,
desde que a morte tivesse ocorrido apés o 18° dia de teste. A medida de eventuais
machos presentes nos testes nao foram contabilizados para geracdo das médias de
crescimento devido ao dimorfismo sexual.

A fecundidade foi avaliada pela contagem dos neonatos gerados pelas
fémeas no periodo de 21 dias. Como parametro foi utilizada a média de filhotes
gerados por fémea, considerando o numero de posturas ao longo do teste.

Esta média foi obtida através da seguinte equacéao:

Fecundidade Média = n° total de filhotes
n° de maes x n° de posturas

Para céalculo desta média, no caso de haver morte de adultas, ndo considera-
se a mée e exclui-se o numero de filhotes que ela havia produzido até entdo. Mas
esta subtracdo s6 € feita quando a fémea morre antes do 18° dia de teste, pois,
apos este periodo, a reproducdo é numeérica variavel e a auséncia de filhotes neste
periodo nao interfere nos dados levantados.

No caso de existir um macho entre os organismos-teste adultos que estao
sendo testados, deve-se usa-lo como dado para avaliacado da longevidade, mas néo
podera entrar nos dados de crescimento e fecundidade.

O tamanho do corpo das fémeas foi estimado no inicio e no final do teste, por
extrapolacéo a partir do comprimento do exopodite bucal da exuvia (PEREIRA et al.,
2004). O crescimento somatico (g; sensu HALL e BURNS, 2002) das fémeas foi
entdo calculado por:

g = [In(ly) - In(lo)] /At(dias™)
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onde I € o comprimento do corpo final (mm), I, € o comprimento inicial (mm) e At é o
intervalo de tempo (dias).

Os resultados para longevidade, crescimento e fecundidade obtidos nas
diferentes solucgdes-teste foram comparados aos resultados dos controles. Assim,
pode-se encontrar a concentracdo de efeito n&o observado - CENO e a
concentracdo de efeito observado - CEO. A CENO é definida como a maior
concentragdo da amostra que ndo causa efeito estatisticamente significativo aos
organismos quando comparado ao controle, nas condi¢cdes de ensaio; e a CEO é
definida como a menor concentracdo da amostra que causa efeito estatisticamente
significativo nos organismos quando comparado ao controle, nas condi¢cbes de
ensaio (NBR 13.373, 2003). A CENO e a CEO foram expressas em porcentagem.

3.10 Teste de inibicdo da emisséo da luminiscéncia em Vibrio fischeri

O meétodo utilizado para a avaliacdo da toxicidade aguda com Vibrio fischeri
foi de acordo com o Manual de Métodos para Avaliacdo da Toxicidade do Instituto
Ambiental do Parana, o qual € baseado em normas da (ISO 11348-1-2007) e do
(DIN 38412-89).

Este ensaio consiste em detectar a concentracdo do agente-teste que causa

inibicdo na producéo de luz naturalmente emitida pela bactéria Vibrio fisheri.

Fonte: site www.corbisimages.com

Figura 6. Bactéria Vibrio fischeri
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Para a realizacdo do teste, as varias diluicbes do agente teste foram
adicionadas nas suspensfes com a mesma quantidade da bactéria, sendo
efetuadas medidas de quantidade de luz, antes e apds a adicdo da amostra diluida,
em diferentes intervalos de tempo (15 e 30 minutos). A quantidade de luz perdida
nas diferentes concentracdes do agente teste é calculada. Como representacdo do
resultado que significa a extensdo do efeito do agente teste sobre os organismos,
utilizou-se o fator de toxicidade para Vibrio fischeri (FTbl) no caso de amostras

ambientais.

3.11 Método de bioensaios de toxicidade aguda com bactérias luminescentes Vibrio
fischeri

Teste de toxicidade aguda com bactérias luminescentes Vibrio fischeri,
determinado através do uso do equipamento denominado Microtox® e realizado pela
empresa Umwelt.

Todo o procedimento descrito abaixo € de acordo com a Norma técnica da
(CETESB L5.227- 2001) denominada “Teste de toxicidade com a bactéria
luminescente Vibrio fischeri: método de ensaio” valida este método utilizando o
sistema Microtox® (CETESB, 2012).

Primeira etapa foi descongelar a solucdo de reconstituicdo, a qual estava
aliquotada em frascos contendo 12 mL, e deixa-la no termobloco a temperatura de
15°C por 15 minutos para que ocorresse o equilibrio térmico.

Na sequéncia, a amostra bruta foi salinizada com a adicédo de 0,2 g de NacCl
em 10 mL de amostra. Este procedimento se fez necessario, para que o agente-
teste proporcionasse condicdes de vida a bactéria marinha. Em seguida, as
diluicbes da amostra foram realizadas.

Apés a estabilizacdo térmica da solucdo de reconstituicdo, descongelou-se
em banho-maria a temperatura ambiente o frasco contendo 0,1 mL de bactérias e
foi adicionado neste 0,5 mL da solucdo de reconstituicdo. O frasco foi agitado
levemente e deixado no termobloco por 15 minutos. Passado este periodo,
denominado de ressuspensao, a totalidade da suspensédo de bactérias do frasco foi
transferida para o restante da solucédo de reconstituicdo e colocada no termobloco

por mais 15 minutos.
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Posteriormente, transferiu-se 0,5 mL da suspensdo de bactérias para as
cubetas de leitura em intervalos de 30 segundos. Ao término de 15 minutos,
contados a partir da colocacdo da suspensdo de bactérias na primeira cubeta,
iniciou-se a leitura da luminescéncia das bactérias em intervalos de 30 segundos. A
sequéncia para leitura da bactéria e acréscimo de 0,5 mL da diluicdo da solugéo-
teste correspondente foi mantida até a ultima diluicdo, com o tempo total
determinado para esta etapa de 30 minutos. Passado este periodo, a leitura final da
luminescéncia das bactérias foi realizada em intervalos de 30 segundos. O
resultado fornecido foi o menor valor de diluicho do agente-teste, onde houve
inibicdo da produgédo de luminescéncia menor ou igual a 20% com relagdo ao

controle.

3.12 Analises estatisticas

As analises dos dados foram feitas por medidas repetidas ANOVA de uma
via, utilizando uma frequéncia média em ensaio. O nivel de significancia foi fixado
em 5% e com 95% de confianca. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do
programa SPSS versdo 14.0 software estatistico (SPSS, Chicago, IL). Para
determinacao dos valores de CL50 e obtencéo dos graficos foi utilizado o programa

SigmaPlot verséo 7 da Systat Software Inc.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo do impacto ambiental dos residuos
gerados apoOs as secdes de hemodidlises e sua caracterizacdo estdo descrito a
seguir. Como forma de avalid-lo foram utilizados os testes agudos para Daphnia
magna, Euglena gracilis e Vibrio fisheri, bem como determinar a toxicidade
ambiental crénica para Daphnia magna.

Joinville se caracteriza como uma cidade de médio porte com uma populacao
em torno de 600.000 habitantes e, atualmente, com uma cobertura de tratamento de
efluentes urbano de 16,4% de cobertura segunda a Companhia de Saneamento
Basico Aguas de Joinville. Sua estratégica posicdo e influéncia sobre a Baia da
Babitonga € causadora do forte impacto ambiental sobre este delicado ecossistema.
Uma diminuicdo dos fatores antrépicos de poluicdo podem contribuir
significativamente sobre a qualidade de vida deste ambiente.

Um fato importante observado, foi que a cobertura de tratamento de efluentes
urbano em Joinville ndo se faz presente, ainda, nos locais que se encontram 0s
hospitais e clinicas que que atende os pacientes nefropatas, portanto todo efluente

gerado € lancado in natura nos rios que desembocam na Baia da Babitonga.

4.1 Caracterizacao da amostra

Para um paciente submetido a trés sessdes semanais de dialises, durante
guatro horas, utiliza-se 18.000 (dezoito mil) litros de agua. Além disso, para cada
litro de agua utilizavel para perfazer o fluido de dialise, até 25% de agua que entra
no sistema de tratamento de agua pode ser enviado para o descarte (SANCHES,
2008). Somados a este volume, segundo o manual de hemodialise cada paciente
gera cerca de 800 mL por minuto de secdo de hemodialise o que gera, por paciente
cerca de 48 litros de efluente por hora. O volume de urina gerado por uma pessoa
sadia estd em torno de 1.500 mL dia. Os principais resultados obtidos na
caracterizacao fisica e quimica das amostras coletadas do efluente resultante de

hemodialise estdo apresentados na tabela 3.



Tabela 3 - Resultados da caracterizacéo fisico-quimica dos efluentes resultantes de
hemodiélise. A média foi obtida de quatros amostras diferentes obtidas em
diferentes dias.

Paréametros Média + DP Legislacdo mg/L (CONAMA n° 430)
OD (mgL™) 10,78 + 1,45 >4mglL”
pH 7,49 0,66 6a9
Temperatura (°C) 27,91 + 3,77 40 °C
Condutividade (uS cm™) 4080,25 +1811,50 23a0,36 uS cm™
Turbidez (ppm)~ 4513,00 + 3270,59 <100 UNT
Salinidade (%) 9,42 £ 4,48 Salobra
DQO (mgO, LM ™ 832,75 +489,00 125 mgO, L™
DBO (mgO, L™) p/ 5 dias 383,75 + 189,32 10 mgO, L™
Dureza (mg L™ CaCO3) 60,03 + 4,55 < 500 mg/L CaCO3
Nitrito 11,56 + 22,96 1,0mg L™
Nitrato 1,52 + 2,33 10,0 mg L™
Fosfato 53,95 + 21,72 015mgL™*P
Silica 98,28+ 92,07 Sem parametros
Sulfato 23,00 + 23,47 250 mg L™ SO,
Nitrogénio Total 126,76 + 13,3mg L* N, parapH<7,5

* Valores de referéncia para aguas de classe 3

** 1 unidade de turbidez nefelométrica (NTU) = 7,5 ppm de SiO,

*** \Valor méximo permitido de acordo da Licenca de Operacéo do Instituto Ambiental do Parana —
IAP.

Tendo a resolucdo 430 do CONAMA (2011) como referéncia, observa-se que
a amostra se caracteriza nos padrbes minimos estabelecidos pela legislacéao
vigente. Os resultados obtidos, em termo da caracteriza¢do fisico-quimica da
amostra, apresentaram uma condutividade 177 vezes maior do que o estabelecido
pelo CONAMA e, em termos de salinidade, a amostra se classifica como salobra.
Da mesma forma, a turbidez foi 45 vezes superior, sendo o principal componente
desta turbidez a presenca de silica (98,28+ 92,07 mg/L). A DBO que é a quantidade
de oxigénio necesséria para oxidar a matéria organica biodegradavel presente na
agua apresenta o valor em torno de 38 vezes superior a atual legislacdo. A
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), um parametro que mede a quantidade de
matéria organica suscetivel de ser oxidada, por meios quimicos que existam em
uma amostra liquida, apresentou valor em torno de 6,6 vezes superior a0 minimo

preconizado.
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A amostra apresentou uma concentracado de nitrito em tormo de 11 vezes
superior, porém para nitrato e pH se encontra dentro dos parametros exigidos. A
determinacdo da concentracdo de fosfato, apesar de n&o ser contemplada na
resolucdo 430 do CONAMA (2011) se faz necessaria por ser um dos principais
nutrientes para crescimento de cianobactérias. A presenca de alta concentracdo de
silica (valor referencial em &gua potavel 1 a 30 mg/L) é caracterizada como um
componente de suspencéo. A resolugcédo acima descrita, estabelece as condi¢fes e
padrdes de lancamento de efluentes e prevé que o efluente possua a auséncia de
materiais flutuantes. Outro componente que apresentou valor superior ao
preconizados para as aguas de classe 3 foi o nitrogénio total com 10 vezes acima
do limite permitido.

4.2 Avaliacao da toxicidade ambiental aguda

Para a determinacao toxicologia ambiental de forma aguda foi realizado o
experimento empregando o microcrustaceo de agua doce, Daphnia magna, pela
microalga Euglena gracilis e pela bactérias luminescentes Vibrio fischeri.

A legislacdo preconizada de Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA), em
Santa Catarina para Esgotos domeésticos e/ou hospitalares em conformidade com o
disposto na Portaria 017/02, relativo ao padréo de qualidade, estabelece que o fator
de diluicdo destas amostras para o microcrustaceo Daphnia magna sendo como
fator 1 e para a bactéria Vibrio fisheri como fator 4 (FATMA, 2002).

Os testes realizados com a bactéria Vibrio fisheri ndo foram conclusivos, uma
vez que se obteve fator de diluicdo 1. Esse fato pode ser justificado em fungcédo da
necessidade que a metodologia possui de salinizar as amostras, uma vez que essa
bactéria € de origem marinha. As amostras analisadas apresentavam em torno de

9% de salinidade.
4.2.1 Sensibilidade dos organismos-teste
A CE50 24h média para a substancia de referéncia (dicromato de potassio)

foi de 0,68 mg/L para o periodo de abril a dezembro de 2012, o que assegura a

credibilidade dos testes desenvolvidos, pois a sensibilidade do cultivo esteve dentro
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do recomendado pelas normas internacionais, entre 0,6 e 1,7 mg/L (ISO 6341
1996).

Os resultados obtidos nas analises com as diferentes concentracdes do
efluente coletado na maquina de hemodialise a toxicidade ambiental aguda para a
Daphnia magna foi o fator de diluicdo 7,72 mg/L, conforme observado na figura 7.
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Figura 7. Numero de filhotes por dia (média) das Daphnia magna exposto a
diferentes concentracdes % de efluentes de hemodidlises. CE50 = 7,72 + 3,46
diluicdo, p =<0,0001.

Ao contrario dos outros sistemas de plantas a alga unicelular ciliado Euglena
gracilis tem uma relacéo ligeiramente diferente da gravidade. Para a fotossintese
adequada, E. gracilis precisa permanecer perto da superficie de uma coluna de
agua. A resposta mais evidente, portanto, seria o de luz, e que exibem forte
intensidade. No entanto, como a luz ndo é continua ao longo de um ciclo de 24 h, a
gravidade também é um estimulo importante para E. gracilis permanecer perto da
superficie. Para esse efeito que a E. gracilis exibe uma resposta de gravitaxia
negativa. Os resultados estdo descritos nas figura 8 a 12 e na tabela 4.

A orientacdo de gravitaxia é dada pelo valor do r-value das células. Segundo
Azizullah et al. (2011), esta resposta é comumente encontrada para mostrar uma
resposta muito pronunciada a toxicidade de efluentes. O r-vaule foi o parametro

mais afetado e mostrou comprometimento superior de 2,42 com relacdo a inibicao
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da motilidade, 3,03 em relacao a inibicdo do movimento ascendente, 6,64 maior que
inibicdo da compacidade e 3,55 vezes maior que a inibicdo do alinhamento.

Outros dois fatores também avaliam a inibicAo da orientacdo gravitacional
das E. gracilis, com menor intensidadade que sao os movimento ascendente e o de
alinhamento (HODA e HADER, 2010). A consequéncia desta toxicidade dos
efluentes de hemodidlises acarretariam numa perda das algas Euglena gracilis que
se orientam em direcdo a luz acarretando uma menor capacidade de fotossintese, o
gue provavelmente levaria a morte por falta de energia bioquimica.

A compacidade é dada pelo fator de forma que é usado para distinguir
objetos redondos dos alongados. Segundo Tahedl e Hader (1999) quanto mais
redonda for a célula, menor serd a capacidade de natacdo das algas. Este
parametro foi o que apresentou a menor toxicidade ao ponto de néo ser possivel
identificar mudancas nas variaveis de velocidade média, superior e lateral, as quais

nao chegaram a apresentar toxicidade pelas amostras de efluentes estudados.

Tabela 4. Resultados médios das inibicbes percentuais e do valor de CL50 dos
testes agudos obtidos com a alga Euglena gracilis.

Inibicéo (%) CLsg (diluicdo) P
Motilidade 5,83+2,34 <0,0001
Movimento ascendente 3,48 + 3,00 <0,0001
r-vaule 12,93 + 5,83 <0,0001
Compacidade 8,63 +5,21 <0,0001
Alinhamento 4,52 +6,70 <0,0001
Média 7,08 + 3,40

p* = ANOVA one-way, nivel de significancia p < 0,05, 95% confianca.
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Figura 8. Inibicdo percentual da motilidade de Euglena gracilis exposto a diferentes
concentracbes % de efluentes de hemodialises. CE50 = 5,83 = 2,34 diluicédo, p
=<0,0001.
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Figura 9. InibicAo percentual do alinhamento da Euglena gracilis exposto a
diferentes concentracdes % de efluentes de hemodidlises. CE50 = 4,52 + 6,70
diluicao, p =<0,0001.
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Figura 10. Inibicdo percentual da compacidade da Euglena gracilis exposto a
diferentes concentracdes % de efluentes de hemodialises. CE50 = 8,63 + 5,21
diluicdo, p =<0,0001.
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Figura 11. Inibicdo percentual do r-value da Euglena gracilis exposto a diferentes
concentracfes % de efluentes de hemodialises. CE50 = 12,93 + 5,83 diluicéo, p
=<0,0001.
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Figura 12. Inibicdo percentual movimento ascendente da Euglena gracilis exposto a
diferentes concentracdes % de efluentes de hemodialises. CE50 = 3,48 + 3,00
diluicdo, p =<0,0001.

4.3 Testes crénicos

Para o desenvolvimento do teste crénico com Daphnia magna foi
estabelecido como parametro de referéncia aos dados obtidos no ensaio agudo
aonde foi determinado que a concentracao letal (CL50) foi obtida para uma dilucéo
de 7,7 vezes. A partir deste dado foram realizados os ensaio em 10 réplicas com
concentragfes variando de zero (controle), 1%, 5%, 10%, 25% e 50% de efluentes.
Os resultados obtidos estdo descrito na Tabela 5 e nas figuras 13 a 21. Nas
concetracfes acima de 25% ndo houve a formacdo de descendente devido as
matrizes ndo sobrevireram em funcéo da toxicidade da amostra.

Nos ensaios cronicos a concentracdo mais alta da amostra que ndo causa
efeito estatisticamente significativo aos organismos quando comparado ao controle,

em termo de fecundidade (CENO), nas condicbes de ensaio foi de 3,70%; e a
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menor concentracdo da amostra que causa efeito estatisticamente significativo nos
organismos quando comparado ao controle, também em termo de fecundidade nas
condicdes de ensaio foi de 18,75% (CEO)(NBR 13.373, 2003).

Tabela 5. Numero médio de filhotes por dia (média) de Daphnia magna expostos a
diferentes concentracbes % de efluentes de hemodiadlises. Cada ponto
corresponde a dez Daphnias magna.

Amostras Numero médios de filhotes por dia p
Controle 9,93 +4,88
1% 17,30 £ 3,34 0,4332
5% 31,80 + 6,62 0,1152
10% 13,36 *1,00 0,4652
25% 0,0+ 0,0 0,0268
50% 0,0+ 0,0 0,0268

p* = ANOVA one-way, nivel de significancia p < 0,05 - 95% confianca.

Com intuito de determinar o crescimento somatico das fémeas de Dapnhia
magna, apos o tratamento com o efluente da hemodidlise nas diluicdes
administradas, registrou-se as figuras numeradas de 13 a 17, as quais seguem
minuciosamente detalhadas.

Fonte: Machado, Carla Keite

Figura 13. Daphnia magna — Controle — Réplica 1

Imagem capturada no 21° dia, apresenta a Daphnia magna medindo 5,56 mm

em seu comprimento, suas membranas séo visiveis, espessa e brilhosa; o trato
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digestivo apresenta-se espesso, a cor verde evidenciando nitidamente a presenca
de clorofila, ocorrendo assim a digestdo de microalgas; Na bolsa, observa-se na um

filhote prestes a ser expulso dela.

Fonte: Machado, Carla Keite

Figura 14. Daphnia magna — Diluicdo 1% — Réplica 1

Imagem capturada no 21° dia, apresenta a Daphnia magna medindo
4,56 mm em seu comprimento, suas membranas sao visiveis e espessa; o0 trato
digestivo na cor verde evidenciando nitidamente a presenca de clorofila, devido a
digestdo de microalgas. Na bolsa, ndo observa-se a presenca de nenhum filhote ou

ovo em desenvolvimento na bolsa.

Fonte: Machado, Carla Keite

Figura 15. Daphnia magna — Diluicdo 5% — Réplica 4.

Imagem capturada no 21° dia, apresenta a Daphnia magna medindo 6,25 mm

em seu comprimento, suas membranas visiveis, espessas e brilhosa; o trato
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digestivo apresentando-se na cor verde escuro nitidamente percebe-se a presenca
de clorofila, devido a digestao de microalgas. Na bolsa, observa-se a presenca de
quatro ovos de cor verde escuro. A aparéncia desta a Daphnia magna estd muito

sadia, em relacdo aos demais exemplares, tratados em diluices diferentes.

Fonte: Machado, Carla Keite

Figura 16. Daphnia magna — Diluicdo 10% — Réplica 3.

Imagem capturada no 21 ° dia, apresenta a Daphnia magna medindo 4,64
mm em seu comprimento, suas membranas visiveis, fina e opaca; o trato digestivo
evidenciando a digestdo de microalgas, porém parte do mesmo apresenta a cor
cinza, uma caractéristica evidenciada apenas neste exemplar; Na bolsa, ndo se

observa a presenca de ovos ou filhotes.

Fonte: Machado, Carla Keite

Figura 17. Daphnia magna — Diluicdo 10% — Réplica 9.
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Imagem capturada no 21° dia, apresenta a Daphnia magna medindo 5,72
mm em seu comprimento, suas membranas pouco visiveis, fina e opaca; o trato
digestivo apresentando-se na cor amarela. Na bolsa, observa-se a presenga de trés
0VOS na cor cinza claro, aparentemente podemos observar a fragilidade desta a
Daphnia magna em relagdo aos demais exemplares apresentados em diluigbes
diferentes.
Estudos ecotoxicolégicos com Daphnia magna viva, frequentemente, avaliam
o crescimento individual dos organismos. Segundo Pereira et al (2004) estas
medidas sobre 0s organismos vivos devem ser evitadas, uma vez que podem levar
a sua morte ou afetacdo, portanto, restringi-se os resultados. Deste modo, e
considerando-se que as Daphnias vivas foram utilizadas ao longo do seu ciclo de
vida, as medidas sobre a muda sao preferidos em quase todos os estudos. Assim, 0
estabelecimento das relacbes alométricas foi uma estimativa viavel de parametros
de crescimento. O comprimento ventral e dorsal das Daphnia magna vivas foram
registrados ao final dos testes crénicos em todas as amostras, com demonstra a
figura 18. A analise de regresséo foi aplicado a fim de estabelecer a relacdo entre
as duas medicdes alométricas em cada espécie. Como altos valores de R-quadrado
foram alcancados, a equacdo obtida demonstrou que o efluente resultante das
hemodialises ndo causou mudancas fisiologicas decorrentes de sua toxicidade até

10% de diluicdo. As concentragcfes acima de 25% causaram a morte precoce das

feméas.
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Figura 18. Relacbes alométricas entre o tamanho ventral e o dorsal das Dapnhias
magna ao final dos experimentos do controle, 1, 5 e 10%. R2 = 0,9317, Y=
0,717698x 0,5250.
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Através dos dados apresentados na figura 18, observou-se que até a
concentracdo de 10% de efluentes ndo houve uma resposta fisiol6gica toxica sobre
a forma da Daphnia magna. Este fato € pertinente aos obtidos através da
determinacdo do CENO e CEO.

Outra técnica que foi utilizada para a verificacdo da toxicidade sobre a
capacidade das femeas gerarem filhotes foi a determinacdo do crescimento
somatico descrito por Pereira et al (2004). Através da figura 19, pode-se observar
gue a reta obtida permanece em ascendente até a diluicdo de 10%, o que comprova
gque as femeas de Dapnhias ndo apresentam respostas fisiolégicas frente a
toxicidade dos efluentes estudados. Os dados do CEO (18,75%) obtidos

estatisticamente comprovam esses dados.
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Figura 19. A histéria de vida no ponto final das Daphnias magna exposto a
diferentes concentracdes % de efluentes de hemodialises. Cada ponto corresponde
a média de dez Daphnias magna.

As figuras 20 e 21 apresentam os resultados sobre a fecundidade média e o
namero de filhotes médios obtidos em todos os testes. Apesar de instabilidade na
geracdo de descendentes obtidos através de 10 repeticdes para cada amostra em
termo de desvio padrdo pode se observar quea nos testes cronicos a ClLsp 7,74 de

diluicdo se aproxima da diluicdo, na qual se obteve a maxima fecundidade média.
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Figura 20. Numero de filhotes por dia (média) das Daphnias spp. exposto a
diferentes concentracdes % de efluentes de hemodialises. Cada ponto corresponde
a dez Daphnias magna.
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Figura 21. Numero de filhotes por dia (média) das Daphnias magna exposto a
diferentes concentracfes % de efluentes de hemodidlises.
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CONCLUSAO

Com referéncia a resolucdo do CONAMA 430 (2011) que a condutividade,
turbidez, salinidade e demanda bioquimica de oxigénio (DBO s 20) caracterizaram a
amostra como toxica.

A demanda quimica de oxigénio (DQO), segundo o valor méaximo
permitido de acordo com a Licenca de Operacao emitida pelo Instituto Ambiental do
Paran& — IAP se encontra elevado.

Os compostos quimicos como os nitritos, fosfatos, sulfatos, amonia e
nitrogénio total se encontram em valores superiores dos parametros tendo como
referéncia a resolucdo 430 do CONAMA.

As amostras de efluente de hemodidlise apresentaram grau de toxicidade
ambiental agudo para as microalgas Euglenas gracilis em quatro parametros
fisiologicos diferentes (motilidade, r-value, compacidade, movimento ascendente e
alinhamento), sendo o principal efeito uma alteracdo na gravitaxia negativa.

O grau de toxicidade ambiental agudo das amostras para a Daphnia magna
de 7,74 como fator de diluicdo, apresentando-se um valor superior ao preconizado
na Portaria do FATMA 017/2002 e cronico através da determinacdo do CENO
(3,70% fator de diluicdo) e do CEO (18,75% fator de diluicdo) sem efeito
estatisticamente significativo.

Para o teste toxicologico agudo com Vibrio fisheri foi de 1 o fator de diluicao,

permanecendo dentro do valor preconizado na Portaria do FATMA 017/2002 .



REFERENCIAS

ABES. Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental. Disponivel em:
<http://www.abes-sc.org.br/novosite/>. Acesso em: 10 out. 2012.

ABNT - ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 12.713:
Ecotoxicologia aquética - Toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia
spp. (Cladocera, Crustacea). Rio de Janeiro, 2003a.

ABNT - ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 13.373:
Ecotoxicologia Aquéatica - Toxicidade crbénica - Método de ensaio com
Ceriodaphnia spp. (Crustacea, Cladocera). Rio de Janeiro, 2003b.

Agar J. W. M.; Wilson S.; Magoffin J.; Knight R. Somerville CA: Recycling reject
water: A new essential for all facility-based dialysis services. Nephrology (Carlton) n.
12. p.1012, 2007.

AHMED, H. A.; A. M. Bio-Monitoring von Aquatischen Okosystemen. Erlangen-
Nurnberg, Germany, 2010. Doctor Thesis, Friedrich-Alexander University (FAU).

ARAGAO, M. A.; ARAUJO, R. P. A. Métodos de ensaios de toxicidade com
organismos aquaticos. In: ZAGATTO, P. A.; BERTOLETTI, E. (Eds.) Ecotoxicologia
aquatica: principios e aplicacdes. 2. ed. Sédo Carlos: RIMA. p.117-152. 2008.

ARAUJO, R. P. A.; ARAGAO, M. A. Testes de toxicidade com organismos aquaticos.
In: Métodos de avaliacdo da toxicidade de poluentes a organismos aquaticos.
CETESB (Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental), Cursos e

Treinamentos. v. 1, 2007.

AUBREY, D. Biology (BIMM) 101 Lab Manual. p. ii. AS Soft Reserves, Winter 2007.
Hoi Ho, Thong Huy Do, Tony Tran Ho, k Lee. "Vibrio infections". Disponivel

em: <http://www.emedicine.com/med/topic2375.htm> Acesso em: 20 jul. 2012.

AZEVEDO, F. A.; CHASIN, A. A. da M. As bases toxicoldgicas da ecotoxicologia.
Séo Carlos, p.340, RIMA, 2003.

76


http://www.emedicine.com/med/topic2375.htm

AZIZULLAH, A.; RICHTER, P. R.; HADER, D-P. Responses of morphological,
physiological, and biochemical parameters in Euglena gracilis to 7-days
exposure to two commonly used fertilizers DAP and urea. v.24, n.1, p.21-33.
2011.

AZUR Environmental. Manual Microtox Acute Toxicity Test. 1998, Disponivel em:

<http:// www.coastalbio.com/images/Acute_Overview.pdf> Acesso em: 20 jul. 2012.

BATALHA, B. |.; PARLATORRE, A. C. Controle da qualidade da agua para
consumo humano: bases conceituais e operacionais. Sdo Paulo: CETESB, 1998.
BEM, C. C. Determinacé&o do estado de eutrofizagcdo de um lago raso: estudo de
caso do Lago Barigui — Curitiba, 2009. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
Federal do Parana (UFPR).

BOHRER, M. B. Biomonitoramento das lagoas de tratamento terciario do
sistema de tratamento dos efluentes liquidos industriais (SITEL) do padlo
petroquimico do sul, Triunfo, RS, através da comunidade zooplanctonica. Séo
Paulo,1995. p.469. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Universidade Federal de Séo
Carlos (UFSCar).

BRASIL. Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucdo RDC n° 50, de 21 de
fevereiro de 2002. Dispbe sobre o Regulamento Técnico para planejamento,
programacao, elaboracdo e avaliacdo de projetos fisicos de estabelecimentos
assistenciais de saude. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2002/res0050 21 02_2002.html.
Acesso em: 12 jan. 2013.

BRASIL. CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE - Resolugdo CONAMA n°
430, de 13 de maio de 2011 - Dispde sobre condicdes e padrées de lancamento de
efluentes, complementa e altera a Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005.
Disponivel  em: http://mwww.mma.gov.br/port/conamal/legiabre.cfm?codlegi=646.
Acesso em: 22 fev. 2013.

77


http://www.coastalbio.com/images/Acute_Overview.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2002/res0050_21_02_2002.html
http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=646
http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=646
http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=646

BRASIL. Projeto Programa de Pesquisas em Saneamento Basico (PROSAB).
Tratamento de 4gua para abastecimento por filtracdo direta. Rio de Janeiro: ABES,
RIMA, 2003.

BREITER, R.; RICHTER, P.; HADER, D. P.; NEESSE, T.; TURECK, C. R,
OLIVEIRA, T. M. N. Untersuchungen an Kontaminierten Sedimenten der Baia da
Babitonga. In: Zur Landschaftsdkologie der Baia da Babitonga: ein brasilianisch
- bayerisches Modellprojekt. ed. Erlanger : Fridrich- Alexander- Universitéat
Erlanger Nirnberg, v.27, p. 59-71. 2004.

BRENTANO, D. M. Desenvolvimento e aplicacéo do teste de toxicidade crbnica
com Daphnia magna: avaliacdo de efluentes tratados de um aterro sanitario.
Florianopolis, 2006. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de Santa Catarina
(UFSC).

CAIRNS, J. R. J.; DICKSON, K.L. Estimating hazard of chemicals substances to
aquatic life. Philadelfia. A.S.T.M. Special Tecnical Publication, n. 657, 1980.

CETESB. Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. Agua — Teste de
toxicidade aguda com Daphnia similis Claus, 1876 (Cladorcera, Crustacea).
Norma CETESB — L5.018. S&do Paulo: 1994.

CETESB. Companhhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. Roteiro de testes
de toxicidade aguda com Daphnia similis. In: Métodos de avaliacdo da toxicidade

de poluentes a organismos aquaticos. Séao Paulo, 2007.

CETESB. Companhhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. Teste de
toxicidade com a bactéria luminescente Vibrio fischeri: método de ensaio.
Dez, 2001. Disponivel em:
<http://www.cetesb.sp.gov.br/userfiles/file/servicos/normas/pdf/L5227.pdf>.  Acesso
em: 20 jul. 2012.

CIAMPO, Lineu Fernando ECOTOX: Medidas em ecotoxicologia e procedimentos
experimentais com toxinas simples: uma experiéncia transdisciplinar. In: 2°
Seminario Integrado de Ensino, Pesquisa e Extensdo, 2006, Joinville. 1l SIEPE -

Anais de Resumos. Joinville: UNIVILLE, p.34 — 34. 2006.
78


http://www.cetesb.sp.gov.br/userfiles/file/servicos/normas/pdf/L5227.pdf

COMPANHIA AGUAS DE JOINVILLE — Disponivel em:
http://www.aguasdejoinville.com.br/esgoto_ampliacao.php. Acesso em: 22 dez.
2012.

CONFORTI V., ALBERGHINA J. URDA e.g. Structural changes and dynamics of
phytoplankton communityalong a highly polluted river of Argentina (Matanza-
Riachuelo). Journal of Aquatic Ecosystem Health. n.4, p. 59-75. 1995.

CONFORTI V. Study of the Euglenophyta from Camaleéo lake (Manaus- Brazil). Ill.
Euglena Her., Lecpocninclis Perty, Phacus Duj. Revue d’Hydrobiologie tropicale.
n. 27.V.1. p. 3-21, 1994.

CHECCUCCI, A.; COLOMBETTI, G.; FERRARA, R.; LENCI, F. Action spectra for
photoaccumulation of green and colorless Euglena: evidence for identification of
receptor pigments. Photochemistry and Photobiology, n. 23, p.51-54, 1976.

DATASUS, Joinville, 2012. Disponivel em:
<http://www2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php>. Acesso em: 20 jul. 2012.

DEOUX, P.; DEOUX, S. Ecologia € a saude: O impacto da deteriorizacdo do
ambiente na sadde. Lisboa: Instituto Piaget, 1996.

DIN - DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG. DIN 38412: testverfahren mit
Wasserorganismen (gruppel) Bestimmunh der nicht akut giftigen Wirkung von

Abwasser gegentber Daphnien Uber Verdinnungsstufen. 1989.
ECOTOX 4.0. Automatic Toxicity Monitoring Manual, Real Time Computer, 2001.

EMMANUEL, E.; PERRODIN, Y.; KECK, G.; BLANCHARD, J. M.; VERMANDE P.
Ecotoxicological risk assessment of hospital wastewater: a proposed framework for
raw effluents discharging into urban sewer network. Journal of Hazardous
Materials. n.117. 2005.

EMMENS, C. W. W., The dose-response relation for certain principles of the pituitary
gland, and of the serum and urine of pregnancy. J. Endocrinol. n.2, p.194-225.

1940.
79


http://www.aguasdejoinville.com.br/esgoto_ampliacao.php
http://www2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php

ESKINAZI-LECA, Enide; NEUMANN-LEITAO, Sigrid; COSTA, Moénica Ferreira da

(Organizador). Oceanografia: um cenério tropical. Recife: Bagaco, p.761. 2004.

ERZINGER, G. S.; CIAMPO, L. F.; HADER, D-P. Equipamento e processo para
analise de toxicidade em ambientes aquaticos. Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI), Brasil. P11102317-1. 2010.

FATMA. Fundacdo do Meio Ambiente. Portaria n°® 017/02. Estabelece os limites
maximos de toxidade aguda para efluentes de diferentes origens e da outras

providéncias. 2002.
FENT, K.: Okotoxikologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, New York, 1998.

FONSECA, A. L. A biologia das espécies Daphnia leavis, Ceridaphnia dubia
silvestri (Crustacea, Cladocera) e Poecilia reticulata (Pisces, Poecilidae) e o
comportametno destes em testes de toxicidade aquatica com efluentes
industriais. 1991. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCAR).

GARTISER, St., BRINKER, L., ERBE, T., KUMMERER, K. & WILLMUND, R., (1996).
Belastung von Krankenhausabwasser mit gefahrlichen stoffen imsinne § 7a WHG.
Acta Hydrochim. Hydrobiol., n°® 24, v.2, p.90-97, 1996.

GOETSCH, G. P.; LORENZI, L.; BRUMMER, R.; TURECK, C. R.; OLIVEIRA, T. M.
N. Macrofauna bentbnica em dois bancos lodosos de Mytella charruana na baia da
Babitonga (Santa Catarina, Brasil). In: Caderno de Iniciacdo a Pesquisa.
ed.Joinville : Editora da Univille, v.8, p. 93- 100. 2006.

GIODA, A.; GOMES, F. M.; SERAFIM, H. Analise de poluentes nos sedimentos e na
agua do rio Cachoeira e sua influéncia sobre o meio ambiente. Revista Saude e
Meio Ambiente (Joinville). Health And Environment Journal, v.1, n.1, p.29-35.
2000.

GUILLARD, R. R. L.; RYTHER, J.H. Studies of marine planktonic diatoms. I.
Cyclotella nana hustedt and Detonula convervacea (Cleve) Gran. Can. J.
Microbiologia. n.8, p.229-239. 1962.

80



HADER, D-P.; GRIEBENOW, K. Orientation of the green flagellate, Euglena gracilis,
in a vertical column of water. FEMS Microbiology Ecology, n. 53, p.159-167, 1998.

HADER, D-P.; LEBERT, M. Real time computer controlled tracking of motile
microorganisms. Photochemistry and Photobiology, v. 42, p. 509-514. 1985.

HADER, D-P.; VOGEL, K. Graviorientation in photosynthetic flagellates. ESA SP
307, p.521-526, nov. 1990.

HADER, D-P.; LIU, S. Motility and gravitactic orientation of the flagellate, Euglena
gracilis, impaired by artificial and solar UVB radiation. Currence Microbiology, n.
21, p.161-168, 1990.

HADER, D-P.; VOGEL, K.; SCHDFER, J. Responses of the photosynthetic flagellate,
Euglena gracilis, to microgravity. Microgravity Science Technology IlI, n. 2, p.110-
116, 1990.

HALL, C. BURNS, C.W. Mortality and growth responses of Daphnia carinata to
increases in temperature and salinity. Freshwater Biology. N 47, p.451 — 458. 2002.

HAMILTON, M. A.; RUSSO, R. C.; THURSTON, R. V. Trimmed Spearmann- Karber
metod for calculation of EC50 and LC50 values in bioassais. Burlington research
inc. fci. tecnol. n. 11, v. 7, p. 114-119. 1977.

HENRY, R.; TUNDISI, J.G.; CURI, P.R. Fertilidade Potencial em Ecossistemas
Aquaticos: Estimativa através de Experimentos de Eutrofizacdo Atrtificial. Ciéncia e
Cultura. v. 35, n. 6, p. 789-800. 1983.

HODA, A, HADER, P-D. Rapid ecotoxicological bioassay of nickel and cadmium
using motility and photosynthetic parameters of Euglena gracilis. Environmental and

Experimental Botany. Erlagen. Germany. n. 69, p. 68-75. 2010.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA: Disponivel em:
<http://www.ibge.gov.br’/home/> Acesso em: 10 set. 2012.

81



ISO - INTERNATIONAL STANDARD ORGANIZATION. ISO 6341: water quality —
Determination of the inhibition of the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea). USA, 1996.

ISO — INTERNACIONAL STANDARD ORGANIZATION. ISO 11348: Descibes three
methods for determining the inhibition of the luminescence emitted by the marine
bacterium Vibrio fischeri. USA, 2007.

JOINVILLE - Cidade em dados 2010 -2011, SCHIESSL, R. N. Fundacao IPPUJ,
p.184. 2011.

KEGG GENOME. Vibrio fischeri Genome Information. Disponivel em:
<http://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=vfi> . Acesso em: 06 out.
2011.

KLISCH, M, R. P.; SINHA, E. W.; HELBLING & D.P. HaderInduction of thymine
dimers by solar radiation in natural freshwater phytoplankton assemblages in
Patagonia, Argentina. Aquat. Sci. n. 67, p.72-78. 2005.

KUHN, R. M. Optimization of the ECOTOX system for saline water. Erlangen,
Germany, 2004.

KUMMERER, K.; HELMERS, E.; HUBNER, P.; MASCART, G.; MILANDRI, M
REINTHALER, F.; ZWAKENBERG, M. European hospitals as a source for platinum
in the environment: emissions with e.uents-concentrations, amounts and comparison
with other sources. Sci. Total Environ. n. 225, p.155 -165. 1998.

LEPRAT, L. Les rejets liquides hospitaliers, quels agents et quelles solutions
techniques? Revue Techniques hospitali'eres 632, 49-52p.1998. Disponivel em:

http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/mexico26/xii-ii-001.pdf, Acesso em: 20 set 2012.

MACEDO, J. A. B de. Introducé&o a Quimica Ambiental (Quimica e Meio Ambiente
e Sociedade). 1 ed. Juiz de Fora: Jorge Macedo, 2002.

82


http://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=vfi
http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/mexico26/xii-ii-001.pdf

Manual de Dialise — Nefrologia HGV-PI. Disponivel em:
<http://www.hgv.pi.gov.br/download/201204/HGV25_43447dbcff.pdf> Acesso em: 20
fev. 2012.

Manual de boas praticas para hemodidlise. Disponivel em: <http://gid.min-
saude.pt/publicacoes/le/manual_boas_praticas_hemodialise.pdf> Acesso em: 30
maio. 2012.

MAGALHAES, D. P.; FERRAO FILHO, A. S. A ecotoxicologia como ferramenta no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Oecologia Brasiliensis, v. 12, n. 3,
p. 355-381. 2008.

MARTINS, M.; CESARINO, C. B. Revista Latino-Americana de Enfermagem
setembro-outubro; v.13(5). p.670-6, 2005. Disponivel em: <www.eerp.usp.br/rlae>.
Acesso em: 25 set. 2012.

MICROBEWIKI. Vibrio fischeri NEU 2011. Disponivel em:
<http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Vibrio_fischeri NEU20112011> Acesso
em: 06 dez. 2011.

MILLAN DE KUHN, R.; STREB, C.; BREITER, R.; RICHTER, P.; NEERE, T.;
HADER, D-P. Screening for unicellular algae as possible bioassay organisms for

monitoring marine water samples. Water Research, n. 40, p. 2695-2700. 2006.

MOTA, SUETONIO. Introduc&o a engenharia ambiental. 1 ed. Rio de Janeiro: ABES,
1997.

NEALSON K. H.; Hastings J. W. Bacterial bioluminescence: its control and ecological
significance Microbiol Rev. n 43, v.4, p.496-518. 1979.

NYHOLM, SV. Cover Photo — August 29, 2000, 97 (18). Proceedings of the
National Academy of Sciences. Disponivel em:

http://www.pnas.org/content/97/18.cover-expansion. Acesso em: 05 mar. 2012.

OLIVEIRA, T. M. N.; TURECK, C. R.; BASSFELD, J.; FARIA, J.; BRASIL, K.,
TORRENS, B. M. O. Integridade Ambiental da Baia da Babitonga: Caracteristicas

83


http://www.hgv.pi.gov.br/download/201204/HGV25_43447dbcff.pdf
http://gid.min-saude.pt/publicacoes/le/manual_boas_praticas_hemodialise.pdf
http://gid.min-saude.pt/publicacoes/le/manual_boas_praticas_hemodialise.pdf
http://www.eerp.usp.br/rlae
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Vibrio_fischeri_NEU20112011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nealson%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=396467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hastings%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=396467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/396467
http://www.pnas.org/content/97/18.cover-expansion

Fisico-quimicas, Microbiologicas e Ecotoxicidade. In: Diagnostico Ambiental da
Baia da Babitonga.1l ed. Joinville: Editora Univille. p. 20-80. 2006.

PEGORARO, Leandro Andrade. Validacdo de metodologia analitica aplicada ao
controle da qualidade de 4gua para hemodidlise para fins de credenciamento junto

ao Inmetro. Projeto Hemotec Il. Curitiba: Tecpar; Finep, 2005.

PEREIRA, G. R.; CIAMPO, L. F.; AMORIN, C. H. Efeitos da radiacao ultravioleta e
de toxinas na dinamica do fitoplancton da Baia da Babitonga. In: Seminério de

iniciacdo cientifica, 11 ed.Joinville : Editora Univille.p. 25. 2006.

PEREIRA, J. L.; MARQUES, C. R.; GONCALVES, F.; Allometric relations for
Ceriodaphnia spp and Daphnia spp. Annales de Limnologie - International
Journal of Limnology n.40, v.1. p. 11-14. 2004.

PIVELI, R. P, KATO, M. T. Qualidade das aguas e poluicdo: aspectos fisico-
guimicos. ABES. 2006.

PORRA, R. J.; THOMPSON, W. A.; KRIEDEMANN, P. E. Determination of accurate
extinction coefficients and simultaneous equations for assaying chlorophylls a and b
extracted with four different solvents: verification of the concentration of chlorophyll
standards by atomic absorption spectroscopy. Biochimica et Biophysica Acta, n.
975, p.384-394, 1989.

RAI, L. C.; GAUR, J. P.; SOEDER C. J. Algae and Water Pollution, E.
Schweizerbart'sche Verlagsbuchhandlung, Advances in Limnology, n. 42. Stuttgart,
1994.

RUIZ L.B., ROCHETTA T., DOS SANTOS FERREIRA V. CONFORTI V.T.D.
Isolation, culture and characterization of a new strain of Euglena gracilis.
Phycological Research. n. 52 p. 168-174. 2004.

RODRIGUEZ- ZAVALA J.S., GARCIA-GARCIA J.D., ORTIZ- CRUZ M.A., MORENO-
SANCHEZ R. Molecular mechanisms of resistance to heavy metals in the protist

Euglena gracilis. Journal of Environmental Science Health, Part A

84



Toxic/Hazardous Substances and Environmental Engineering. n. 42(10). p.
1365-1378. 2007.

SANTA CATARINA. Plano Estadual de Prevencédo e Tratamento de Doencas Renais
e de Organizacao da Rede de Assisténcia de Alta Complexidade em Nefrologia em
Santa Catarina. MAGAJEWSKI, Flavio — Diretor , 2005. Disponivel em:
<http://portalses.saude.sc.gov.br/>. Acesso em: 20 abr. 2012.

SANCHES, L. A. H. Reuso de 4gua em Hospitais: O caso do hospital Santa
Casa de Misericérdia de Itajuba. Itajubd, 2008. Dissertacdo (Mestrado) -
Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI).

SCHVARTSMAN,S. Intoxicacdes agudas. Sarvier. 4° Ed. p. 355. Sédo Paulo. 1991.

SILVA, A. M. M.; MARTINS, C. T. B.; FERRABOLI, R.; JORGETTI, V.; Junior, J. E.
R. Agua para hemodidlise. J. Bras. Nefrol. 180-188, 1996.

Sociedade Brasileira de Nefrologia. Disponivel em: <www.sbn.org.br>. Acesso em:
02 ago. 2012.

Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater, 20th edition. 3111
Metals By Flame Atomic Absorption Spectrometry.United Book Press, Inc.,1998.

STARR, R. C. The culture collection of algae at Indiana University. American
Journal of Botany, n.51, p.1013-1044, 1964.

STREB, C.; RICHTER, P.; NTEFIDOU, M.; LEBERT, M.; HADER, D. P. Sensory
transduction of gravitaxis in Euglena gracilis. J. Plant Physiol. n.159, p.855-862,
2002.

TAHEDL, H.; HADER, D-P. Automated biomonitoring using real time movement
analysis of Euglena gracilis. Ecotoxicological and Environmental Safety. v. 48,
p.161-169, 2001.

TAHEDL, H.; HADER, D-P. Fast examination of water quality using the automatic
biotest ECOTOX based on the movement behavior of a freshwater flagellate. Water

Research, v. 33, p. 426-432. 1999.
85


http://portalses.saude.sc.gov.br/

TAHEDL, H.; RICHTER, P.; LEBERT, M.; HADER, D. P. CAMP is involved in
gravitaxis signal transduction of Euglena gracilis. Micrograv. Sci.Technol. n. 11,
p.173-178, 1998.

TUNDISI, J. G.; TUNDISI, T. M. Limnologia. SP: Oficina de Textos, p.631. 2008.

TARRASS, F.; BENJELLOUN, M.; BENJELLOUN, O. Recycling Wastewater After
Hemodialysis: An Environmental Analysis for Alternative Water Sources in Arid
Regions , J Kidney. n. 52. p.154-158. 2008.

TAYLOR, F. The Biology of Dinoflagellates. Blackwell Scientific Publications,
Oxford, London, 1987.

THOMANN, R.; MUELLER V. B.; MUELLER, J. A. Principles of surface water quality
modeling and control. New York: Harper & Row, 1987.

WEBER, C. I. Method for measuring the acute toxicity of efluents and receiving

water to freshwater and marine organisms. Cincinnati, Ohio: EPA, p. 253, 1993.

WILLEMANN, R. L. Development of an application of the ECOTOX system in the
estuarine zone of the Baia da Babitonga, SC, Brazil. Erlangen-Nirnberg,
Germany, 2002. Master Thesis, Friedrich- Alexander University (FAU).

WOHLLEBE, S. et al.colocar os outros autores. Photodynamic control of human
pathogenic parasites in aquatic ecosystems using chlorophyllin and pheophorbid as

photodynamic substances. Parasitol Research, v. 104, n. 3, p. 593-600. 2009.

ZAGATTO, P. A. Ecotoxicologia. In: ZAGATTO, P. A.; BERTOLETTI, E. (Eds.)
Ecotoxicologia aquatica: principios e aplicacdes. 2. ed. Sdo Carlos: RIMA, p.486.
2008.

ZEHR, J. P.; WARD, B. B. Nitrogen cycling in the ocean: new perspectives on
processes and paradigms. Environmental Microbiology, n. 68, p. 1015-1024. 2002.

86



