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RESUMO

FRAGA, P. D. Impactos da vinhaca de cana-de-acUcar em macroinvertebrados
aquéticos bentbnicos neotropicais. 2022. Monografia (Graduagdo em Engenharia
Ambiental — Escola de engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo
Carlos, 2022).

Frente ao aumento da demanda e interesse global pela producgéo de bioenergia, o Brasil
ganhou destaque na producdo mundial de bioetanol a partir da cana-de-agtcar. Como
consequéncia da intensificacdo do uso dessa alternativa energética no pais, trouxe
atencdo aos possiveis impactos ambientais resultantes de sua producédo, destacando-se a
geracdo da vinhaga, um subproduto com alto potencial de polui¢cdo que, ao atingir os
cursos d’agua, pode impactar as comunidades bioldgicas, tais como a de
macroinvertebrados aquaticos, o que inclui especies sensiveis a contaminacao
ambiental. Assim, este trabalho visou realizar a avaliacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos
da vinhaca de cana-de-agclcar a macroinvertebrados aquéaticos bentdnicos nativos
(Allonais inaequalis, Chironomus sancticaroli, Strandesia trispinosa e Hyalella
meinerti). Para isso, este trabalho se divide em trés fases: a primeira, foram feitos testes
de toxicidade aguda, nos quais foram avaliadas a sobrevivéncia e a mobilidade das
espécies e determinadas as concentracdes de efeito. Desta forma, foi evidenciado que a
espécie A. inaequalis (CLso média = 0,460% intervalo de confianca - 1C 0,380-0,540%)
foi mais sensivel a vinhaga que C. sancticaroli (CLso média 0,721%, IC 0,565-0,878%)
seguido das espécies H. meinerti (CEsp média 0,781%, IC 0,637-0,925%) e S. trispinosa
(CEso media 1,283%, IC 1,045-1,522%). A segunda parte consistiu na avaliacdo das
consequéncias da exposicdo crénica ao contaminante, sendo observados efeitos na
reproducdo e nas taxas de crescimento populacional para A. inaequalis e efeitos sob
desenvolvimento, metamorfose e crescimento de larvas de C. sancticaroli. Por fim, foi
determinado o residuo de metais no conteido corporal das duas espécies, evidenciado a
bioacumulagdo de metais pesados tais como Mn, Cd, Zn, Pb e Cr, chamando a atencdo
para a possibilidade de biomagnificacdo ao longo das teias alimentares.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Espécies nativas. Rejeito industrial. Bioacumulacao.



ABSTRACT

FRAGA, P. D. Impacts of sugarcane vinasse on neotropical benthic aquatic
macroinvertebrates. 2022. Monografia (Graduagdo em Engenharia Ambiental — Escola

de engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2022).

Due to increases in demand and global interest in bioenergy production, Brazil has
stood out in the world production of sugarcane bioethanol. The intensification in the use
of this alternative energy in the country draws attention to the possible environmental
impacts resulting from its production, highlighting the generation of a by-product with a
high pollution potential called vinasse. When vinasse reaches watercourses, it may
impact the biological communities such as the aquatic macroinvertebrates, which
include species sensitive to environmental contamination. Thus, this study aimed to
evaluate the ecotoxicological effects of sugarcane vinasse on native benthic
macroinvertebrates (Allonais inaequalis, Chironomus sancticaroli, Strandesia
trispinosa, and Hyalella meinerti). For this, the study was separated into three phases. In
the first one, the survival and mobility of the species were evaluated on acute toxicity
tests, in which the lethal concentrations were determined. The species A. inaequalis
(average LCso = 0.460% confidence interval - CI 0.380-0.540%) was more sensitive to
vinasse than C. sancticaroli (average LCso 0.721%, Cl 0.565-0.878%), H. meinerti
(average ECsp 0.781%, CI 0.637-0.925%), and S. trispinosa (average ECso 1.283%, CI
1.045-1.522%). The second part consisted of evaluating the consequences of chronic
exposure to vinasse. Effects in reproduction and population growth rates for A.
inaequalis and on development, metamorphosis, and growth of C. sancticaroli larvae
occurred. Finally, the metal residuals in the body content for the two species were
determined. Bioaccumulation of heavy metals such as Mn, Cd, Zn, Pb, and Cr occurred,
attractiong attention to the possibility of biomagnification throughout the food webs.

Keywords: Ecotoxicology. Native species. Industrial waste. Bioacumulation.
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1 INTRODUCAO

A energia é um elemento imprescindivel para o desenvolvimento da sociedade,
sendo utilizada no abastecimento doméstico, transporte, na producdo agricola e
industrial, e dessa maneira sua demanda é cada vez mais crescente (DI LEO et al., 2020;
GAN et al.,, 2020; RIVA et al., 2018). A revolucédo industrial representou um marco no
aumento da dependéncia energética mundial, com destaque para o uso dos combustiveis
fosseis, 0s quais se caracterizam pelo elevado custo de transporte e producdo, além da
alta taxa de emissao de carbono para a atmosfera (GOLDEMBERG; LUCON, 2007).
Ainda, o crescente uso desses recursos implica na possibilidade de esgotamento das
reservas e, assim, novas alternativas energéticas comecam a chamar atengéo
(MARTINELLI; FILOSO, 2008). Por consequéncia, surgiu um interesse global para a
producdo de bioenergia, tanto para a garantia da seguranca energética, quanto para a
mitigacdo das mudangas climaticas (RAVINDRANATH et al., 2009).

A producdo de biocombustiveis vem crescendo constantemente e esta tendéncia
continuara nas proximas décadas (SMEETS et al., 2008). Isto vale especialmente para a
producdo de etanol de cana-de-agUcar, com destaque para o Brasil, que possui extenso
territorio, favorecendo a existéncia de grandes monoculturas, disponibilidade de
recursos hidricos e radiacdo solar favoraveis para o cultivo da cana-de-aglcar
(MARTINELLI; FILOSO, 2008). Dessa maneira, 0 pais passa a representar posicdo de
destaque na producdo mundial deste tipo de biocombustivel (MCBRIDE et al., 2011),
dando inicio a discussdes quanto ao uso desta alternativa energética, bem como, aos
possiveis impactos ambientais oriundos da sua producdo em larga escala (SECCHI et
al., 2011) .

Dessa forma, dentre os impactos advindos da producdo de bioetanol destacam-se
as praticas de manejo no cultivo da cana-de-acUcar, que incluem o uso de agrotoxicos e
fertilizantes, que podem influir em riscos para ambientes terrestres e aquaticos
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Além disso, durante o processo de destilacdo do
licor de fermentacdo do etanol de cana-de-acUcar, ocorre a geracdo da vinhaca, um
subproduto liquido com alto potencial de poluicdo (SILVA; GRIEBELER; BORGES,
2007; WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000).
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Como descrito por Parnaudeau et al. (2008), para cada litro de Etanol produzido
s&o obtidos de 8 a 18 litros de vinhaca. Esse composto possui caracteristicas acidas (pH:
3,5-5), com aparéncia de uma pasta marrom escura de odor desagradavel, a qual contém
uma elevada carga orgénica e de metais (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). De acordo
com analises quimicas realizadas por Correia et al. (2017) em amostra de vinhaca, este
efluente além de apresentar baixo pH (4,37), caracteriza-se por altos valores de DQO
demanda quimica de oxigénio (DQO) (7941 mg L), demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) (25225 mg L™), de dureza (276 mg CaCOs L) e concentragéo de sulfatos e
metais tais como potassio (3401 mg L), cobre (0,76 mg L™) e cromo (3,56 mg L™),
estando estes ultimos acima do limite maximo permitido pela Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo de 0,2 mg L™* e 0,05 mg L™, respectivamente (CETESB, 2014).
Marinho et al. (2014) também verificaram baixo pH (3,9) e altas concentracdes de
potassio (3401 mg L), cromo (3,56 mg L), mercdrio (0,0019 mg L™) e niquel (0,03
mg L™?), estando os trés Gltimos novamente também acima do limite maximo permitido
pela CETESB de 0,05 mg L, 0,001 mg Lt e 0,02 mg L™, respectivamente (CETESB,
2014).

Devido ao grande volume gerado e ao carater poluidor da vinhaca, fica clara a
necessidade da gestdo adequada para sua disposi¢éo final, buscando ndo comprometer a
qualidade dos solos e recursos hidricos (SILVA BARBALHO; BORGES DE
CAMPQS, 2010). No pais, até o final da década de 70, a vinhaca de cana-de-agucar era
despejada diretamente em corpos d’agua, o que trouxe impactos negativos tanto para as
comunidades aquaticas, quanto pela deterioracdo da qualidade da agua para usos diretos
e indiretos (SANTA CRUZ et al., 2012). Em novembro de 1978, foi publicada pela
Secretaria Especial do Meio Ambiente (SEMA), vinculada ao Ministério do Interior, a
Portaria n°® 323 de 29 de novembro de 1978 proibindo o lancamento direto ou indireto
da vinhaca em qualquer cole¢do hidrica, pelas usinas sucroalcooleiras, a partir da safra
de 1979/1980 (CORAZZA, 2006).

Por consequéncia, as indudstrias produtoras de etanol passaram a buscar um novo
destino a esse residuo e, como principal alternativa, passaram a realizar a fertirrigacdo
das areas de canavial. Tal processo foi adotado devido a elevada carga organica e
presenca de nutrientes como potassio, calcio e nitrogénio nesse rejeito, o que pode ser
benéfico para o crescimento da cultura (BOTELHO et al.,, 2012). Assim, dentre as

vantagens dessa pratica destaca-se a economia de insumos pela reducdo do uso de
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fertilizantes quimicos e a possibilidade de disposicao de grandes volumes desse rejeito a
um relativo baixo custo (CORAZZA, 2006). Por outro lado, ainda existem duvidas
quanto a utilizacdo da vinhaca para esta finalidade, visto que, a longo prazo, o despejo
direto pode causar reducdo da alcalinidade, salinizacdo e alteracdo no balanco de
nutrientes e saturacdo do solo, além da possibilidade do mesmo atingir e contaminar 0s
recursos hidricos por processos de lixiviacdo, percolacdo e escoamento superficial
(SANTANA; FERNANDES MACHADO, 2008; SILVA; GRIEBELER; BORGES,
2007).

Ao atingir os cursos d’agua, esse contaminante pode afetar as comunidades
bioldgicas ali presentes, tais como a de macroinvertebrados aquéticos que, como
abordado por Ferreira et al. (2011), inclui espécies que sdo sensiveis a contaminacao
ambiental. Além disso, a aplicacdo da vinhaga no solo dos canaviais oferece riscos para
0s ambientes aquaticos temporarios inseridos em tais matrizes, pois durante o periodo
chuvoso (verdo) e comum a formacgédo de pocas temporéarias nas lavouras, sendo esses
ambientes utilizados por anfibios e insetos (p. ex. espécies das ordens Diptera e
Odonata) como parte do ciclo de vida (GRIPP et al., 2017).

Considerando todos esses aspectos, a contaminacdo ambiental pela vinhaca
implica em efeitos no desequilibrio do meio aquatico, podendo reduzir a produtividade
e diversidade bioldgica, gerando prejuizos na ciclagem de nutrientes e nas dinamicas da
cadeia alimentar (McBRIDE et al., 2011). Consequentemente, apesar do carater
altamente poluidor da vinhaca ja ser reconhecido, como abordado por Magalhées e
Ferrdo-Filho (2008), apenas as analises quimicas ndo sdo suficientes para retratar o
impacto ambiental que um determinado contaminante esta causando em um
ecossistema, sendo importante a adocdo de testes ecotoxicologicos. Tais ensaios sao
realizados com organismos bioindicadores, 0s quais possuem caracteristicas dentro de
um limite de tolerancia ecoldgica, e podem sofrer alteracdes morfologicas, fisioldgicas
ou comportamentais quando expostos a um determinado contaminante e, dessa forma,
permitem a observacao da relacdo dose-efeito em um sistema e a avaliacdo de possiveis
prejuizos nos servicos ecossistémicos (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

Estima-se que ambientes de agua doce possuem cerca de 126.000 espécies, sendo
a maior parte destas representadas por insetos (60,4%), vertebrados (14,5%) e
crustaceos (10%), enquanto o restante se distribui entre aracnideos (5%), moluscos

(4%), anelideos (1,4%) e platelmintos (1%), além de outros grupos menores (BALIAN
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et al., 2008). Com exceg¢do do grupo dos vertebrados, os macroinvertebrados aquaticos
possuem representantes em todos os demais grupos e, portanto, percebe-se que eles
constituem uma das principais parcelas da biodiversidade aquatica, consequentemente,
sendo um importante grupo a ser utilizado como bioindicador de contaminagéo
ambiental em testes ecotoxicoldgicos.

Os macroinvertebrados bentonicos, tais como o inseto Chironomus sancticaroli
(Diptera: Chironomidae), o oligoqueta Allonais inaequalis (Oligochaeta: Naididae), e 0s
crustaceos epibentdnicos Hyalella meinerti (Crustacea: Amphipoda) e Strandesia
trispinosa (Crustacea: Ostracoda) podem ser utilizados como bioindicadores de
estressores ambientais, principalmente porque os seus ciclos de vida contemplam
sedimento, coluna d’agua e, para C. sancticaroli, ecossistemas terrestres na fase adulta.
Alem disso, sdo a base da cadeia alimentar e elemento essencial na transferéncia de
energia e nutrientes de produtores primarios para niveis troficos mais elevados, tanto
aquaticos quanto terrestres, podendo inferir na estabilidade e resiliéncia dos sistemas
ecolégicos (DE CASTRO-CATALA et al., 2016, SILVA; GRIEBELER; BORGES,
2007).

A composicdo quimica da vinhaca e a presenca de metais sdo as principais
caracteristicas responsaveis pela toxicidade deste efluente (GARCIA et al., 2017).
Dessa forma, por ser uma mistura complexa, torna dificil a identificacdo de quais
elementos presentes neste efluente sdo responsaveis pela inducdo de alteracbes no
organismo teste (PEDRO ESCHER, 2014). Ainda, metais pesados, tais como 0s
presentes na amostra de vinhaca, tém uma elevada taxa de bioacumulacdo e sdo
lentamente liberados no organismo, causando diversos danos (SRIVASTAVA; JAIN,
2010). Nos ecossistemas aquaticos, 0s metais se tornam um risco potencial a todos
organismos expostos, com destaque aos organismos bentbnicos que sdo capazes de
acumular estes contaminantes via diferentes rotas de exposicdo (adgua e sedimento)
(LEPPANEN, 1995). Além disso, considerando a importancia desses organismos na
cadeia alimentar, ja evidenciada anteriormente, os metais bioacumulados podem ser
transferidos ao longo dos niveis tréficos através da cadeia alimentar (CHAGNON et al.,
2015).

Considerando todos os aspectos apresentados é notorio que estudos que avaliem
0s impactos da vinhaca a ecossistemas terrestres e aquaticos devem ser incentivados e

fomentados, principalmente pelo volume desse rejeito produzido no pais, seu potencial
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poluidor e sua utilizagcdo como fertilizante nas lavouras de cana-de-agtcar. Dessa forma,
destaca- se que a avaliagdo dos efeitos causados aos macroinvertebrados bentdnicos
nativos C. sancticaroli, A. inaequalis, H. meinerti e S, trispinosa, em ensaios
laboratoriais, bem como a verificagdo da possibilidade desses organismos
bioacumularem 0s metais presentes nesse contaminante, trardo novas discussdes e
informacGes acerca das implicacbes ambientais resultantes da contaminacdo ambiental

provocada por praticas de fertirrigacdo no manejo da cana-de-agucar.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos (agudos e
cronicos) da vinhaca de cana-de-aglcar a macroinvertebrados bent6nicos nativos (A.
inaequalis, C. sancticaroli, S. trispinosa e H. meinerti) além de e identificar os metais
do efluente bioacumulados nas espécies ap6s exposicdo cronica. Dessa forma, buscamos
fomentar novas discussdes quanto as implicacdes ambientais frente a uma possivel

contaminacdo pela fertirrigacdo nos plantios de cana-de-agucar.

2.1 Objetivos Especificos
l. Avaliar a toxicidade aguda em organismos aquaticos (C. sancticaroli, A.
inaequalis, S. trispinosa e H. meinerti) expostos a dilui¢cdes de vinhacga
de cana-de-aclcar a fim de estabelecer as concentracbes de efeito e
selecionar as espécies mais sensiveis;

Il. Avaliar os efeitos sobre a sobrevivéncia e crescimento (C. sancticaroli) e
reproducédo (A. inaequalis) pela exposicdo cronica para a verificacdo dos
efeitos em longo prazo para as espécies;

1. Quantificar a bioacumulacdo de metais presentes na vinhaca de cana-de-

acucar para as espécies C. sancticaroli e A. inaequalis.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado em trés fases, as quais se encontram destacadas na
Figura 1. Na primeira fase, foram executados os testes agudos, avaliando a mortalidade
das espécies A. inaequalis, C. sancticaroli e imobilidade de H. meinerti e S. trispinosa.
A partir dos resultados da fase 1, foram realizados testes de exposi¢do cronica a
vinhaga, avaliando a reproducdo dos organismos A. inaequalis, enquanto para C.
sancticaroli observou-se a sobrevivéncia e crescimento (Fase 2). Por fim, na terceira
fase, foi feita a analise de bioacumulacdo de metais nos organismos apds a exposicdo

cronica.

Figura 1 - Design experimental com a sintese de todos os experimentos e testes realizados

durante a pesquisa.

A. inaequalis —| Mortalidade
wr s = =
o 3 C. sancticaroli —* Mortalidade
AREE;
u F < H. meinerti —* Imobilidade
S. trispinosa | Imobilidade
" A. inaequalis — Reprodug¢do
ol R
w =5 - ) * Sobrevivéncia
C. sancticaroli — .
* Crescimento

A. inaequalis

FASE 3

Analise de
Bioacumulagao
de Metais

C. sancticaroli

Fonte: Préprio autor (2022).

3.1 Analise quimica

Todos os testes desenvolvidos no presente trabalho foram realizados utilizando o
mesmo lote de vinhaca de cana-de-acUcar, que foi mantido congelado (-20 °C) a fim de

preservar as caracteristicas iniciais. Para caracterizacdo fisico-quimica do efluente
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bruto, uma amostra foi enviada ao laboratério de saneamento do Departamento de
Hidraulica e Saneamento (SHS), para determinagdo da demanda quimica e biologica de
oxigénio (DQO e DBO) e de metais. Tais caracteriza¢cBes seguiram o0s métodos
descritos na 232 edi¢cdo do APHA Standard Methods. Assim, a quantificagcdo de metais
na vinhaga pura foi obtida por espectrofotometria de absor¢do atdmica (AA 240FS
VARIAN), a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foi determinada pelo consumo de
oxigénio em um tempo de incubacgdo de cinco dias, enquanto a demanda quimica de
oxigénio (DQO) pelo método de refluxo fechado (APHA, 2018).

Além disso, foi determinado no Laboratério de Limnologia do Nucleo de
Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA), o pH (pH-metro micronal B374),
condutividade elétrica, salinidade e solidos totais dissolvidos (condutivimetro Oriom
145). Tambem foi avaliada a dureza (ABNT NBR 12621, 1995), nitrogénio total
(APHA, 2018), nitrito, nitrato e aménia (HANSEN; KOROLEFF, 1999; MACKERTH;
HERON; TALLING, 1978), por fim, fosforo total, dissolvido e fosfato inorgénico
(ANDERSEN, 1976).

3.2 Testes de Toxicidade Aguda

Foram realizados testes de toxicidade aguda com diluicdes da vinhaca com as
quatros espécies de macroinvertebrados (C. sancticaroli, A. inaequalis, H. meinerti e S.
trispinosa), as quais ja possuiam cultivos estabelecidos no NEEA. Para isso,
inicialmente foram realizados testes preliminares a fim de estabelecer as faixas de
diluicBes (5 diluicdes e controle) a serem utilizadas nos testes definitivos. Os testes de
toxicidade foram repetidos 3 vezes para validacdo dos resultados, sendo determinadas as
concentracdes de efeito, alem das diluicdes a serem adotadas nos bioensaios cronicos.
Para todos os ensaios, a vinhaca bruta foi diluida utilizando agua de cultivo, que é
preparada utilizando agua natural de poco profundo (Pinto et al., 2021), com pH 7,0-7,5,
condutividade elétrica 150-160 uS cm! e dureza de 40-48 mgCaCOs; L! para H.
meinerti e S. trispinosa e pH 7,0-7,5, condutividade elétrica 50-55 pS cm™* e dureza de
12-16 mgCaCOs L para C. sancticaroli e A. inaequalis.

As condicOes gerais dos testes estdo sintetizadas na Tabela 1, sendo descrito a

seguir os procedimentos especificos para cada uma das espécies:
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C. sancticaroli: os organismos foram obtidos a partir da montagem de novas

bandejas, para garantia da idade dos mesmos entre 7 e 8 dias de vida (segundo
para o terceiro instar de desenvolvimento). O substrato utilizado foi areia lavada
e calcinada (550°C por 1h), com as mesmas caracteristicas que a utilizada nos
cultivos, e o teste conduzido em potes de vidro de 400 mL.

A. inaequalis: os organismos foram selecionados pelo comprimento corporal,
pois ndo € possivel a sincronizacdo da espécie por idade, jA que 0S mesmos se
reproduzem de forma assexuada via fissio (ARMENDARIZ, 1999). Os testes
foram feitos sem a adicdo de substrato, em copos plasticos atoxicos de 50ml,
conforme condigdes de ensaio descritas.

H. meinerti: os organismos foram obtidos a partir da montagem de novas
bandejas, para garantia da idade dos mesmos entre 7 a 14 dias de vida. O
experimento foi realizado utilizando substrato artificial (rede plastica com malha
de 2 mm) em copos plasticos atoxicos de 300 mL, com a adi¢do de 200 mL de
agua de cultivo, seguindo com base na NBR 15470 (2013) conforme as
condicdes de ensaio descritas abaixo.

S. trispinosa: Os organismos foram selecionados pelo tamanho corporal. Os
testes foram feitos sem a adicdo de substrato, em copos plasticos atdxicos de 50

mL, conforme condicdes de ensaio descritas.
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Tabela 1 - Pardmetros gerais adotados nos testes de toxicidade aguda para as quatro espécies de

macroinvertebrados.

Parametro A. inaequalis® C. sancticaroli? H. meinerti® S. trispinosal
Temperatura
lluminacéo 100 - 1000 lux
Fotoperiodo
Sedimento Sem 60 g Sem
Volume de &gua 10 mL 240 mL 10 mL
Renovagdo da Nao Nao N0
agua
0 0
Idade/tam_anho 78+0.4mm 2°para o 3_ instar (7 a8 0.93 +0.08 mm
dos organismos dias)
NUmero de
organismos por 6 6 5
camara
NUmero de
réplicas por 4 4 4
tratamento
Alimentacio N&o 1,0 mL® N&o
FrgquenmaNde ) Inicio e apds 48h Inicio e apoés i
alimentacao
Duracéo 96h 96h 48h
Endpoint Mortalidade Mortalidade Imobilidade Imobilidade
Quaggslge da Oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica no inicio e final do teste
Ace(;tabllldade Mortalidade no grupo controle inferior a 10%
0 teste
Fonte:

!Parametros estabelecidos com base em Rocha et al. (2018)
2 Parametros estabelecidos com base em Viveiros (2012)
3 Parametros estabelecidos com base na NBR 15470 (2013)

4SA - Substrato artificial

SAlimento composto por ragdo TetraMin® na concentragdo de 5 g L
®Alimento composto preparado conforme NBR 15470 (2013)

3.3 Testes de Toxicidade Cronica

A partir das concentracOes letais obtidas nos testes de toxicidade aguda, foi

estabelecida uma faixa de 5 diluicdes para execucdo dos ensaios crénicos, considerando

como a maior diluicdo a concentracédo letal a 20% dos organismos (CL2o). As condicdes

gerais de ensaio estdo sintetizadas na Tabela 2. Apos o final dos testes cronicos, 0s

individuos de ambas espécies foram mantidos em agua limpa durante 24h para limpeza

do trato intestinal, anestesiados e armazenados para a determinagéo da bioacumulagéo
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de metais. Da mesma forma que para os testes agudos, os bioensaios crénicos foram
repetidos trés vezes. Para a espécie C. santicaroli os organismos foram fotografados
juntamente com papel milimetrado e, posteriormente, o crescimento foi determinado
pelo comprimento corporal das larvas que foram medidas com auxilio do software
gratuito Kinovea 0.8.15 (https://www.kinovea.org/), o qual foi calibrado com auxilio do
papel milimetrado (PINTO et al., 2021). Para a espécie A. inaequalis, a taxa de

reproducdo foi determinada pelo nimero de organismos contados ao fim de 10 dias.

Tabela 2 - Sintese das condi¢des de ensaio para 0s testes crénicos.

Parametro C. sancticarolit A. inaequalis’
Temperatura 25+1°C
lluminacéo 100 a 1000 lux
Fotoperiodo 12C:12E
Massa de sedimento 60 60
Volume de agua 240 240
Idade/tamanho F"gigg (112 U:Zt;)r (“ 7,8 +0,4 mm
Numero de organismos 10 10
Numero de réplicas por tratamento 8 8
Frequéncia de alimentacao A cada 48h
Alimentacio 1,5 mL 2
Duracéo 8 dias 10 dias

Sobrevivéncia e
crescimento

Temperatura, condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido
a cada troca

Aceitabilidade do teste Mortalidade no grupo controle inferior a 20%

Endpoint Taxa de reproducéo

Qualidade da agua

Fonte:
! Parametros estabelecidos com base em Rocha et al. (2018) e em Pinto et al. (2021)

2 Alimento composto por ragio TetraMin® na concentragdo de 5 g L™
3.4 Analise quimica de metais

Os organismos preservados foram secos (60°C) até a peso constante para
determinacdo da biomassa seca (x 0,01 mg). Os metais foram extraidos por digestdo
acida com mistura de 5 mL de HNOz:H20: (2:1 - v:v) em banho maria (80 °C) por 4h.
Apos isto, 0 volume da amostra foi completado até 10 mL com HNO3 (2M). Um branco

foi preparado, concomitantemente a digestdo acida, utilizando apenas a mistura de acido
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e peroxido de hidrogénio com o volume completado para 10 mL com HNOs (2M)
(AFRIDI et al., 2008).

No mais, amostras da solucdo teste foram colhidas no inicio de cada teste
cronico. As amostras de solucdes bruta foram preparadas para analise quimica por
digestdo acida (US EPA, 1992). Os metais foram quantificados por espectrometria de
emissdo atdmica com plasma de microondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies).
Para a calibracdo das curvas analiticas, solucdes padrbes multielementares (Agilent
Technologies®) foram utilizadas, exceto para o aluminio e potéssio (Sigma-Aldrich®).
Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram obtidos de acordo com o
metodo descrito por Hage and Carr (2012).

3.5 Analise de dados

A partir dos resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda (Fase 1) foram
calculadas as concentracbes de efeito para 50% (CEsp), 20% (CE2z) e 10% dos
organismos (CE1o), incluindo os intervalos de confianga com limiar de 95%. Para isso
foi utilizada regressdao ndo-linear em modelo logistico no software Statistica 7.0
(STATSOFT, 2004). Os valores médios das CEXx, assim como os seus limiares inferior e
superior foram definidos a partir dos valores obtidos nas trés repeticoes validas dos
testes. Para os testes cronicos (fase 1) a sobrevivéncia e crescimento de C. sancticaroli
e a reproducdo de A. inaequalis foram comparadas com o grupo controle por ANOVA
de uma via seguida por teste de comparagdes multiplas de Dunnet. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo
teste de Levene. Quando os dados ndo atenderam as premissas de normalidade e
homocedasticidade eles foram transformados (raiz e logaritmica). A biomassa seca livre
de cinzas, denominada no presente trabalho como biomassa, foi estimada com base no
comprimento corporal das larvas, por meio de modelo de regressdo linear estabelecido
para 0s cultivos da espécie no NEEA (Biomassa = -0,356 + 0,0766* comprimento, n =
91, r2=0.92, p < 0,001) (Pinto et al., 2021). Os dados apresentados referem-se as
médias e desvios das trés repeticdes. Para todas as andlises, diferencas foram

consideradas para um nivel de confianca de 95% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Anélise quimica

A Tabela 3 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica da vinhaca bruta utilizada
nos experimentos laboratoriais. Além disso, sdo apresentados os valores de referéncia
estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2011). A
resolucdo CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, estabelece valores padrdes para a
permissdao de lancamento direto de efluentes em um corpo receptor. No entanto, 0
Decreto Lei n° 303, de 28 de fevereiro de 1967, proibiu a disposi¢cdo da vinhaga de
cana-de-agticar em rios, lagos ¢ cursos d’agua (CORAZZA, 2006). Apesar disso, pelos
custos com o transporte e da fertirrigacdo, ndo é incomum que usinas, principalmente as
de pequeno porte, descartem a vinhaca em corpos hidricos. Além disso, sdo possiveis
acidentes e derramamentos durante a estocagem e transporte sdo possiveis tanto por
pequenas quanto grandes industrias (MARTINELLI; FILOSO, 2008). Dessa forma,
considerando a entrada direta ilegal, por acidentes ou pela fertirrigagéo, é possivel
observar na Tabela 3 que a vinhaga, em sua forma bruta, extrapola as recomendagdes
previstas na resolucdo para os valores de pH e nitrogénio total (32 vezes), e para 0s
metais cromo (2 vezes), cobre (3 vezes), manganés (6,2 vezes) e ferro (16 vezes)

(CONAMA, 2011), o que implica em impactos aos ecossistemas aquaticos afetados.
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Tabela 3 - Pardmetros fisico-quimicos da amostra de vinhaga de cana-de-acUcar utilizada nos
experimentos e valores de referéncia. Os asteriscos (*) indicam os valores acima do padréo
estabelecido pela CONAMA 430/11.

Padréo de lancamento de

Parametros Vinhaga bruta efluentes (CONAMA n°
430/11) *
pH 3,91 5a9*
Condutividade Elétrica (uS cm™) 8.420 -
Salinidade (%) 4,5 -
Solidos Totais dissolvidos (mg L™) 4.450 -
Dureza (mg CaCO; L™) 3.500 -
Nitrogénio Total (mg L™) 639 20,0 *
Fosforo Total (ug L™) 149.670 -
DBO Bruta (mg L™) 46.500 -
DQO Bruta (mg L™ 107.000 -
Cromo (mg L) 0,207 0,1*
Cobre (mg L™) 3 1*
Chumbo (mg L™) 0,34 0,5
Manganés (mg L™?) 6,24 1*
Ferro (mg L™ 246,9 15 *
Niquel (mg L™) 0,183 2
Cadmio (mg L™) 0,025 0,2
Zinco (mg L™) 1,225 5
Cobalto (mg L™) 0,219 -
Litio (mg L™) 0,031 -
Magnésio (mg L™) 391 -
Antiménio (mg L™) 0,53 -
Aluminio (mg L™) 499,9 -
Bério (mg L) 1,95 5
Calcio (mg L™ 1.140 -
Sodio (mg L™ 60 -
Potassio (mg L™) 3.360 -

Fonte: * Padrdes de lancamento de efluentes estabelecidos na resolugio CONAMA n° 430, de
13 de maio de 2011.

Um dos usos atuais para destinacdo final da vinhaca é a realizacdo da fertirrigacao

nos plantios de cana-de-agucar, condicdo propicia para atingir pequenos riachos
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localizados em lavouras de cana indiretamente por escorrimento superficial, conforme
verificado por Gunkel et al. (2007), que demonstrou que perdas de qualidade da agua
em um rio localizado em &reas de cultivo de cana-de-acucar foram devido a préticas de
fertirrigagdo e por contaminac@es provenientes de uma industria a montante dos pontos
amostrais. A Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB) possui uma
norma técnica que regulamenta critérios e procedimentos para a aplicacdo da vinhaga de
cana-de-agucar no solo agricola. Tal normatizacdo estabelece critérios para a realizacdo
da fertirrigacdo pelas industrias sucroalcooleiras, bem como, a obrigatoriedade de
apresentacdo de um plano anual de aplicagdo de vinhaca e orientacbes para
monitoramento ambiental dos solos e aguas destas areas (CETESB, 2015). No entanto,
vale ressaltar que tal legislacdo ¢é valida para o Estado de Sao Paulo, sendo que outros
Estados produtores ndo seguem as restricoes estabelecidas pela companhia, cabendo a
cada um a regulamentacéo propria.

N&o ha um padréo estabelecido para as caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca
pura, ja que o efluente possui composicdo variada dependendo da safra de cana-de-
acucar e das condicbes de fermentacdo e destilagio aplicadas (ESPANA-GAMBOA et
al., 2011). Nesse sentido, a norma da CETESB (2015) prevé o monitoramento da
qualidade dos solos e aguas nas areas de fertirrigacdo com vinhaca a partir do
acompanhamento dos parametros: pH, sulfato, nitrato, nitrito, e nitrogénio amoniacal e
Kjeldhal, potéssio, célcio, cloreto, sddio, magnesio, fosforo total e condutividade
elétrica. Os resultados obtidos por amostragens de solo e agua devem ser comparados
com os valores orientadores propostos na Decisdo da Diretoria da CETESB n°
045/2014/E/C/1, de 20/02/2014, a qual dispde de valores orientadores para solos e aguas
subterraneas no estado de S&o Paulo (CETESB, 2014), e também de acordo com 0s
padrdes de potabilidade estabelecidos na Portaria do Ministério da Saude n° 2.914, de
12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011).

A amostra de vinhaca bruta utilizada no presente estudo apresenta altos valores
para 0s parametros estabelecidos para andlise nas amostras de agua e solo conforme
norma da CETESB (2015). Sdo eles: condutividade elétrica (8420 uS cm?) e altas
concentraces de nitrogénio (638 mg L™) e fosforo (149.660 pg L?) totais, célcio (1140
mg L), potassio (3360 mg L™), s6dio (60 mg L), além de baixo pH (3,91) que podem
influir em alteracfes na concentracdo de sais da agua, dureza e condutividade elétrica e

pH, com prejuizos para as comunidades bioldgicas, que serdo discutidos posteriormente.
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Outros metais, tais como aluminio (499,9 mg L) e magnésio (391 mg L) também
apresentam altas concentragdes, no entanto, ndo sdo citados em nenhuma das normas

supracitadas.

4.2 Testes de Toxicidade Aguda

A seguir serdo descritos os resultados dos testes de toxicidade aguda para as
quatro espécies com diluigdes de vinhaca, incluindo as concentracdes de efeito
estabelecidas e seus intervalos de confianga. Vale ressaltar que os dados apresentados
sdo a média das trés repeticbes validas dos testes e os intervalos de confianca
correspondem as trés médias estabelecidas. Sdo apresentados também, os pardmetros

fisico-quimicos da &gua avaliados no inicio e final dos testes.

4.2.1 Chironomus sancticaroli

A Tabela 4 apresenta os valores médios, com seus intervalos de confianga, das
concentracdes letais a 50, 20 e 10% da populacdo para a espécie C. sancticaroli. O
coeficiente de variacdo entre as trés repeticdes foi de 10,823. A CLso para a espécie foi
de 0,721%, com limite superior de 0,878% e inferior de 0,565%. O valor de CL 2 obtido
foi de 0,652% (0,839-0,466), o qual foi utilizado como a maior proporcao de vinhaca
nos testes de toxicidade crénica. Nos apéndices sdo apresentados o0s resultados
individuais de sobrevivéncia e parametros fisico-quimicos para cada um dos testes

agudos realizados com a espécie (Tabela Al, A2, A3).

Tabela 4 - Valores de CLso, CLxe CL1o, obtidos para os testes de toxicidade aguda para a

espécie C. sancticaroli.

CL % CL 2 CL 10

Valor médio (%) 0,721 0,652 0,615
Limite Superior (%) 0,878 0,838 0,818
Limite Inferior (%) 0,565 0,466 0,412
Coeficiente de variagdo 10,823 14,258 16,499

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos (pH, condutividade e oxigénio
dissolvido) avaliados no inicio e fim de cada teste sdo apresentados na Tabela 5. Tanto

para o inicio, quanto para o final dos testes, 0 aumento da concentracdo de vinhacga
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implicou numa reducdo dos valores de pH e oxigénio dissolvido (OD). Em
contrapartida, o aumento das concentra¢des foi acompanhado também por um aumento
da condutividade elétrica. Tal padrdo de mudanga nas caracteristicas fisico-quimicas da
agua é esperado, dada a caracterizacdo da vinhaca bruta apresentada no tépico 4.1. O
aumento da condutividade elétrica € atribuido a alta concentracdo idnica do efluente
bruto, principalmente de metais como potassio (33609 mg/L), célcio (11409 mg/L),
magnésio (3919 mg/L), sédio (609 mg/L), aluminio (499,99 mg/L) e ferro (246,9
mg/L).

Ao comparar os pardmetros medidos no inicio e final do teste (apds 96h),
percebe-se que a condutividade ndo sofreu grandes variagdes, para todas as dilui¢des.
No entanto, o oxigénio dissolvido apresentou uma tendéncia a diminui¢cdo e o pH a um
aumento (Tabela 5). Em relagdo ao consumo de oxigénio, a hipotese levantada foi a
decomposicdo da matéria organica presente na vinhaca, além da presenga de ions em
sua forma reduzida que ao serem oxidados consomem o OD, dada a alta concentracéo
de DBO (46500 mg L) e DQO (107000 mg L™) da vinhaga bruta. Além disso, a
respiracdo dos organismos teste também tem contribui¢cdes no consumo de OD.

Apesar da diminuicdo do OD no fim dos experimentos, ndo houve uma relacéo
direta entre o decaimento das concentracGes de OD e o aumento da concentracdo de
vinhaca. Nas maiores proporg¢des de vinhaca (1 e 1,2%) as concentragdes de oxigénio
no fim do teste foram maiores que na diluicdo intermediaria (0,8%) e proximas aos
valores de OD das menores concentracdes (0,4 e 0,6%). E importante ressaltar que a
partir da diluicdo de 0,8%, ocorreu uma tendéncia a mortalidade de 100% dos
organismos (Tabelas A1, A2 e A3 no apéndice), o que incialmente poderia ser atribuido
as baixas concentrac@es de oxigénio dissolvido. No entanto, conforme discutido acima,
as maiores concentracfes de vinhaca apresentaram valores de OD relativamente altos,
proximas as diluicdes que ndo apresentaram altas mortalidades (0,4 e 0,6%). Portanto,
apesar da diminuicdo do OD ser um estressor importante, que pode influir sobre a
sobrevivéncia dos organismos, a toxicidade da vinhaca ndo foi atribuida no presente

estudo unicamente a este fator.
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Tabela 5 - Valores médios das variaveis fisico-quimicas avaliadas nos testes de toxicidade
aguda com C. sancticaroli.

INICIAL FINAL
Concentragéo oD Condutividade oD Condutividade

(%) PH (mg/L) (uS/cm?) PH (mgll)  (uSlem?)

0 7,20£0,1  7,33x0,3 167,07+£195,7 7,10+0,0 6,43+0,4  138,25+90,2
0,4 4,74+0,3  7,13+0,1 130,07£2,9 6,9010,1 5,52+0,0 157,6018,2
0,6 4,40+0,3  7,10%0,1 166,77+6,0 6,65+0,0 3,37£0,7  180,50+15,8
0,8 5,27+1,9 7,09+0,1 203,535,9 6,5410,1 1,67%0,2 201,00+7,1

1 4,14+0,2 7,05+0,1 241,33+2,5 5,92+0,3 3,61+1,7 247,50+3,5
1,2 4,08+0,2  7,01+0,1 221,50+68,6 5,44+0,8 4,57+0,0 94,35+0,0

4.2.2 Allonais inaequalis

A Tabela 6 apresenta os valores médios e intervalos de confianga das
concentraces letais a 50, 20 e 10% da populacdo para a espécie. O coeficiente de
variagéo entre as trés repeticdes, para ClLso, foi de 8,743%. Dessa forma, o valor
encontrado para a mortalidade de 50% dos organismos (CLso) foi de 0,460%, com
limite superior de 0,540% e inferior de 0,380%. O valor de CL2o obtido foi de 0,395%
(intervalo de confianca 0,528-0,263%), o qual foi utilizado como referéncia para
realizacdo das diluicBes dos testes cronicos, como relatado para a espécie anterior. As
Tabelas A4, A5 e A6 (Apéndice A), apresentam o0s resultados individuais de
sobrevivéncia e parametros fisico-quimicos para cada um dos testes agudos realizados

para a espécie.

Tabela 6 - Valores de CLso, CLxo e CL1o, obtidos para os testes de toxicidade aguda para a

espécie A. inaequalis.

CL % CL 2 CL 10

Valor médio (%) 0,460 0,395 0,363
Limite Superior (%) 0,540 0,528 0,529
Limite Inferior (%) 0,380 0,263 0,198
Coeficiente de variagao 8,743 16,726 22,819

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos (pH, condutividade e oxigénio

dissolvido) avaliados no inicio e fim de cada teste sdo apresentados na Tabela 7. Assim
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como discutido anteriormente para 0s testes com a espécie C. sancticaroli, 0 aumento
das concentrag¢fes implicou em uma diminuicdo do pH e aumento da condutividade, e
no fim dos testes a condutividade ndo apresentou grandes variagdes e o pH tendeu a
aumentar. De forma contraria ao observado para a espécie anterior, ndo houve uma
grande diminuicdo das concentrages de OD para a dilui¢cdo de 0,8%, tal fendmeno foi
atribuido ao pequeno volume de solucdo teste utilizado (10 mL) com A. inaequalis, que
pode favorecer uma reoxigenagao por trocas gasosas com a atmosfera. As concentragoes
de oxigénio relativamente altas confirmam a hipétese descrita anteriormente, de que a
toxicidade da vinhaga é devido a sua composi¢do quimica e ndo, apenas, a reducao do
OD.

Tabela 7 - Valores médios das variaveis fisico-quimicas avaliadas nos testes de toxicidade

aguda com A. inaequalis.

INICIAL FINAL
Concentragéo oD Condutividade oD Condutividade

(%) PH (mgiL) (uS/cm?) PR (mgiL) (uS/cm?)

0 7,05+0,1 7,20+0,3 51,10+4,3 7,2620,0 7,00+0,2 83,13+28,4
0,4 5,23+0,3 7,12+0,5 93,70+9,5 7,24+0,2 6,68+0,3 112,13+16,3
0,6 4,64+0,3 7,05+0,4 120,5746,4 7,06£0,3 6,08+0,9 136,00+7,5
0,8 4,42+0,3 7,07+0,4 135,60+3,7 6,95+0,3 5,57+1,1 142,8348,2

1 4,34+0,2 7,09+0,4 170,07+48,5 6,50+0,8 5,05+1,2 188,07+59,6
1,2 4,11+0,2 6,95+0,4 244,83+5,84 5,84+15 5,00£1,1 257,53£95,5

4.2.3 Strandesia trispinosa

A Tabela 8 apresenta os valores médios e intervalos de confianga das

concentracdes de efeito a 50, 20 e 10% dos organismos. No final dos testes agudos ndo
foi observada mortalidade acima de 10% dos organismos no grupo controle e, portanto,
os testes foram validados. O coeficiente de variacdo entre as trés repetic@es, para CEsg,
foi de 9,296%. Dessa forma, o valor encontrado para a mortalidade de 50% dos
organismos (CEsxo foi de 1,283%, com limite superior de 1,522% e inferior de 1,045%.
As Tabelas A7, A8 e A9 (Apéndice A), apresentam 0s resultados individuais de
sobrevivéncia e parametros fisico-quimicos para cada um dos testes agudos realizados

para a espécie.
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Tabela 8 - Valores de CEso, CEx e CE1o, obtidos para os testes de toxicidade aguda para a
espécie S. trispinosa.

CE 5o CE 2 CE 10

Valor médio (%) 1,283 1,085 0,982
Limite Superior (%) 1,522 1,251 1,115
Limite Inferior (%) 1,045 0,918 0,850
Coeficiente de variagdo 9,296 7,687 6,735

Os parametros fisico-quimicos avaliados no inicio e final dos testes se
encontram relacionados na Tabela 9. O aumento da concentragdo de vinhaga, foi
acompanhado pela diminuicdo do pH e elevacdo da condutividade, sendo que ambos
parametros n3o sofreram grandes variacdes do inicio para o final dos testes. E
interessante destacar que, assim como observado nos experimentos com C. sancticaroli,
houve uma diminuigc&o consideravel no valor de OD nas diluigdes de 1, 1,2 e 1,4% de
vinhaga, atingindo, inclusive o valor de 1,0 mg L%, enquanto que para as maiores
concentracdes tal valor manteve-se relativamente estavel. Nesse contexto, a elevada
carga organica pode ter influenciado a diminuicdo observada no encerramento dos
testes. A hipdtese levantada para a diminuicdo de tal efeito nas maiores concentragdes é
a inibicdo da atividade microbiologica nas maiores diluigdes, implicando numa
desaceleracdo do consumo de oxigénio. No entanto, observando os resultados dos
parametros fisico-quimicos, pode-se inferir que a mortalidade dos organismos nao foi
causada pela queda do oxigénio dissolvido, visto que nas ultimas concentracdes (1,6 e
1,8%), onde ocorre maior mortalidade, tal parametro € mais elevado (6,2 £ 0,7 € 6,7 £

0,2 mg L, respectivamente).
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Tabela 9 - Valores médios das variaveis fisico-quimicas avaliadas nos testes de toxicidade S.

trispinosa.
INICIAL FINAL
Concentragio OD Condutividade oD Condutividade
(%0) PH (mg/L) (US/cm?) PH (mg/L) (uS/cr?)
0 6,97 +0,056 7,12+0,02 157,10 £ 2,82 751+012 6,88 +£0,18 310,80+ 167,18
1 548+1,22 7,07+£0,04 221,60+ 122,19 6,06+0,48 1,01+0,01 328,00 £ 7,81
1,2 445+0,21 6,95+£0,11 308,33+28,01 495%+0,10 2,67=x1,47 381,00 + 17,58
14 444 +0,02 6,91+£0,13 326,67+88,08 4,77+0,13 3,77 2,63 414,67 + 7,37
1,6 433+0,07 6,89+£0,19 384,67 +67,31 465+0,08 6,23+0,71 459,33 + 23,86
1,8 429+0,06 6,99+0,17 451,00+ 1,41 454+0,13 6,70+0,22 492,00 + 13,23

4.2.4 Hyalella meinerti

A Tabela 10 apresenta os valores médios e intervalos de confianga das

concentracdes de efeito a 50, 20 e 10% para a espécie. No final dos testes agudos nao

foi observada mortalidade acima de 10% no grupo controle, portanto, os testes foram

validados. O coeficiente de variacdo entre as trés repeticdes, para CEsg, foi de 9,207%.

Dessa forma, o valor encontrado para a mortalidade de 50% dos organismos (CEso) foi
de 0,781%, com limite superior de 0,925% e inferior de 0,637%. O valor de CE2o obtido
foi de 0,651% (intervalo de confianca 0,769-0,533%). As Tabelas A10, All e Al2

(Apéndice A), apresentam os resultados individuais de sobrevivéncia e parametros

fisico-quimicos para cada um dos testes agudos realizados para a espécie.

Tabela 10 - Valores de CEso, CE2o e CEio, obtidos para os testes de toxicidade aguda para a

espécie H. meinerti.

CE % CE 2 CE 10

Valor médio (%) 0,781 0,651 0,585
Limite Superior (%) 0,925 0,769 0,691
Limite Inferior (%) 0,637 0,533 0,480
Coeficiente de variagdo 9,207 9,074 9,018

Os parametros fisico-quimicos avaliados no inicio e final dos testes se

encontram relacionados na Tabela 11. O aumento da concentracdo de vinhaca, foi

acompanhado pela diminuicdo do pH e elevagdo da condutividade, a qual ndo houve
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grande variacdo do inicio para o fim dos testes. No entanto, para o pH foi observado
uma acidificacdo considerdvel comparando os valores do inicio e fim dos testes
atingindo, inclusive, valores abaixo de 2. E interessante destacar que, assim como
observado nos experimentos com C. sancticaroli e S. trispinosa, houve uma diminuigédo
consideravel no valor de OD nas dilui¢cBes de vinhaca acima de 0,8%, atingindo valores
proximos a 2,0 mg L. Nesse contexto, a elevada carga organica da vinhaca de cana-de-
acucar pode ser atribuida como influenciadora da queda no oxigénio dissolvido

observado no encerramento dos testes agudos.

Tabela 11: Valores médios das variaveis fisico-quimicas avaliadas nos testes de toxicidade com

H. meinerti.
INICIAL FINAL
Concentragio oD Condutividade oD Condutividade

(%0) P (mg/L) (uS/cm?) PH (mg/L) (US/cm?)

0 726+0,20 7,53+046 129,63+5234 7,23+0,07 6,63+0,17 166,43 +4,55
0,6 51+0,73 7,17+0,04 250,33+1436 6,65+0,39 395+0,44 241,67 +24,58
0,8 487+050 7,14+0,10 267,67+31,98 6,83+021 2,35+135 283,67+945

1 469+049 7,18+0,11 321+7,81 6,63+0,28 2,11+1,14 310+ 8,88
1,2 455+0,46 7,12+0,12 355,67+1332 6,43+0,39 2,48+0,55 337,33+12,90
1,4 4,46 +0,44 7,2+0,18 382+11,14 6,20+0,24 2,53+0,07 365,33+4,16

4.2.5 Sensibilidade dos organismos a vinhaca de cana-de-acucar

A espécie A. inaequalis (CEso media = 0,460% intervalo de confianga 0,380-
0,540%) foi mais sensivel a vinhaca que C. sancticaroli (CEsomedgia 0,721%, intervalo de
confianca 0,565-0,878%) seguido das espécies H. meinerti (CEsg media 0,781%, intervalo
de confianca 0,637-0,925%) e a S. trispinosa (CEso media 1,283%, intervalo de confianca
1,045-1,522%). Alem disso, a espécie A. inaequalis apresentou maior sensibilidade que
o relatado para o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia (CEso media 0,67%), C. sancticaroli
e H. meinerti foram mais sensiveis que o, também microcrustaceo, Daphnia magna
(CEso medgia 0,80%), enquanto o Ostracoda S. trispinosa apresentou-se mais sensivel
apenas que o peixe Danio rerio (CEso media 2,62%) (BOTELHO et al., 2012). E
importante frisar que a amostra de vinhacga utilizada no presente estudo apresenta um

maior carater poluente que a utilizada por Botelho et al. (2012), com um contetudo de
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nitrogénio e fosforo 1,6 e 5 vezes superior e maiores concentracbes dos metais potassio
(2 vezes), célcio (3 vezes), magnésio (2.4 vezes), ferro (7 vezes), zinco (2,2 vezes), e
cobre (3 vezes).

Quanto ao pH acidificado, ao investigar a toxicidade da vinhaga de cana-de-
acucar, Botelho et al. (2012) observaram aumento dos valores de CEsg ap0s ajuste dos
valores de pH de 4,0 para 7,0. Assim, os resultados de CEso depois do ajuste de pH,
aumentaram 4,5 vezes (final 2,99%) para C. dubia, 7 vezes (5,62%) para D. magna, e
3,2 vezes (final 8,34%) para o peixe D. rerio. Tais resultados demonstram que o valor
de pH da vinhaca pode influir na sobrevivéncia dos organismos. O valor de pH da
vinhaga crua utilizada para os testes do presente estudo (3,90), assim como das diluicdes
iniciais (Tabelas 5, 7, 9 e 11) sdo préximo ao do estudo citado, indicando que, de forma
semelhante a Botelho et al. (2012), tal parametro pode ser um determinante para a
toxicidade observada para C. sancticaroli, A. inaequalis, S. trispinosa e H. meinerti no
presente estudo.

Ainda, todas as especies testadas no presente trabalho foram mais sensiveis a
vinhaca que os microcrustaceos D. magna (3,6%) e D. similis (2,2%), e para a alga
Pseudokirchneriella subcaptata (1,6%) e o cnidario Hydra attenuata (2,3%)
(FERREIRA et al., 2011). Vale ressaltar que, mesmo que as amostras de vinhaca
apresentem pH e condutividade similares, o contaminante utilizado no presente estudo
apresenta maior potencial poluidor, dado que o mesmo apresenta um valor de DQO e
DBO 2,5 e 4 vezes maior, respectivamente, quando comparado com o estudo citado. As
concentracdes de metais também apresentam concentracdes mais elevadas sendo 1,5
vezes para potassio, 2,5 para o célcio e 1,4 para 0 magnésio.

Ainda, ao testar 0s mesmos organismos apds tratamento da vinhaca com o fungo
Pleurotus sajor-caju, Ferreira et al. (2011) notou a reducdo da toxicidade do
contaminante para os organismos D. magna em cerca de 18,4 vezes (66%), D. similis de
9,5 vezes (21%), P. subcaptata de 9,4 vezes (15%) e H. attenuata de 7,7 vezes (17,7%).
O tratamento do efluente pelo fungo resultou em aumento do pH (1,36 vezes) e reducédo
nos parametros de turbidez (99,9% menor), condutividade elétrica (18% menor) e das
concentragdes de DQO (83% menor), DBO (76% menor), fosfato (85% menor),
magnésio (24% menor) e potassio (8,7% menor).

A vinhaca apresentou efeitos tdxicos e, dependendo da dose, citotoxicidade ap6s

exposicdo aguda (96h) de tilapias (Oreochromis niloticus). Foram observadas alteragdes
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morfoldgicas no tecido branquial, além de mudangas no contetdo de polissacarideos do
figado dos individuos e aumento significante nas células mucosas em dilui¢des de 1 a
5%. Nas maiores concentracdes (5% e 10%) a vinhaga apresentou letalidade, que
também variou com a composi¢do de cada amostra testada (CORREIA et al., 2017,
MARINHO et al.,, 2014). Em testes com a mesma espécie, Coelho et al., (2018)
estudaram os efeitos da vinhaga in natura e lixiviada na diluigéo de 2,5%, e observaram,
em ambos os tratamentos, toxicidade do contaminante, o qual foi capaz de promover
alteracbes significativas aos organismos, principalmente no figado das tilapias.
Finalmente, Garcia et al. (2017) destacam que a toxicidade da vinhaca € possivelmente
induzida pela presenga de metais e baixo pH do efluente, com indicacGes de alteracfes

genotdxicas.

4.3 Testes de Toxicidade Crénica

ApoOs a realizacdo dos testes de toxicidade aguda, foram selecionados os
organismos que demonstraram maior sensibilidade a vinhaga de cana-de-agucar, C.

sancticaroli e A. inaequalis, para a realizacdo dos testes de exposicao cronica.

4.3.1 Chironomus sancticaroli

A Figura 2(a) apresenta os valores medios e os desvios padrfes para a
sobrevivéncia das larvas de C. sancticaroli nos testes cronicos. A sobrevivéncia media
no controle foi de 92,08 + 6,88% e os testes foram validados. Ndo houve efeito na
sobrevivéncia das larvas em nenhuma das dilui¢des testadas (p > 0,05, Figura 2), com
taxas de sobrevivéncia de 84,30 = 9,26%, 82,77 + 14,38%, 85,79 + 10,27%, 91,25 +
14,42% e 80,27 + 10,29% da menor para a maior concentracdo, respectivamente. Na
Figura 2(b) sdo discriminados o0s percentuais de larvas, pupas e adultos vivos,
registrados no fim dos testes, apds 8 dias de exposi¢do. Na diluicdo de 0,163% de
vinhaca ocorreu uma aceleracdo no desenvolvimento e metamorfose das larvas, com
formacdo de pupas (28,61 *+ 20,51%) superior ao controle (9,72 + 8,67%, p < 0,001).
Além disso, apds oito dias foram observados adultos no controle (1,39 + 2,40%) e nas
menores diluices de vinhaca (0,041 a 0,325), no entanto ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos (p > 0.05). Na maior concentracdo avaliada (0,65%)

ndo houve a formagdo de pupas e adultos no fim do experimento, com diferengas
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observadas no nimero de pupas em comparagdo ao controle (p < 0,01). A hipotese
levantada foi um atraso no desenvolvimento larval provocado pela vinhaca. Efeitos
semelhantes foram observados em larvas de C. sancticaroli, que atrasaram o
desenvolvimento quando expostas ao metal antiménio e ao hidrocarboneto fenantreno
(MORAES et al., 2014; RICHARDI et al., 2018).

Figura 2 - (a) Sobrevivéncia média total nos testes crénicos com C. sancticaroli. Barras
representam os desvios na sobrevivéncia total dos organismos. (b) Proporcéo de organismos,
sendo que as diferentes cores apresentam o percentual de larvas, pupas e adultos encontrados
vivos ao fim dos experimentos. O percentual de pupas foi maior que o controle na diluicdo de

0,163% e menor que o controle na diluicdo de 0,65% (p < 0,01).
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Fonte: Préprio autor (2022)

Os valores médios para tamanho corporal e biomassa ao fim dos testes crénicos
com C. sancticaroli sdo apresentados na Figura 3. O grupo controle apresentou um
comprimento corporal médio de 11,60 + 0,92 mm e biomassa de 0,46 = 0,07 mg. N&o
houve efeito no crescimento larval nas baixas dilui¢cbes de vinhaca, de 0,041 a 0,325%
(p > 0,05). Apesar da biomassa média das larvas na concentracdo de 0,163% (0,50 +
0,002 mg) ndo apresentar diferenca do controle, essa diluicdo apresentou maior
porcentagem na formacdo de pupas, conforme descrito anteriormente (Figura 2b).
Sibley et al. (1997) notaram que as larvas de C. tentans iniciam a metamorfose
(formacédo de pupas) quando atingiram uma biomassa minima de 0,5 mg, demonstrando
que hd um acumulo minimo de energia a fim de que se inicie a metamorfose para o
género. Além disso, estudos tem demonstrado que larvas de quironomideos sao capazes

de identificar a contaminacdo do sedimento por metais e apresentam diferentes
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mecanismos de fuga desses contaminantes (BELOWITZ; LEONARD; O’DONNELL,
2014; DE HAAS et al.,, 2006; WENTSEL et al., 1977). Dessa forma, a hipotese
levantada para o adiantamento da metamorfose na diluicdo intermediaria (0,163%) foi
um comportamento de fuga do ambiente contaminado, ja& que as larvas possuiam

condicdes de crescimento suficientes para tal processo.

Figura 3 - Tamanho corporal (a) e biomassa seca livre de cinzas (b) das larvas de C. sancticaroli
(média = DP) ap6s 8 dias de exposicdo a vinhaca. Valores estatisticamente diferentes do
controle (p < 0,05) séo indicados por asteriscos (*).
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Fonte: Préprio autor (2022)

De forma contréria, observou-se uma diminui¢cdo do crescimento larval na
diluicdo de 0,65% com comprimento corporal medio de 7,76 £ 1,66 mm, reduzido em
33% em comparacdo com o controle (p < 0.05). Houve também uma reducéo de 50% na
biomassa (0,24 = 0,13 mg, p < 0.05, Figura 3). Em estudo com quatro espécies distintas
de quironomideos (C. riparius, C. prasinus, C. tentans e C. plumosus), foi observado
que uma das caracteristicas em comum para todas as espécies € que a maior parte do
alimento consumido é convertida em biomassa durante a fase de crescimento larval
(PERY; MONS; GARRIC, 2005). Em contrapartida, organismos expostos a estressores,
tais como a contaminacdo ambiental, terdo menos energia disponivel para crescimento
do que individuos nédo estressados, o que implica em menor aquisicdo de biomassa e
menor comprimento corporal (LIBER et al., 1996), tal como observado no presente
estudo.

Segundo Liber et al. (1996), a relacdo existente entre o retardamento do

crescimento de C. tentans e a reducdo da formacdo de organismos adultos é de 1:1,
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quando o crescimento das larvas foi 35 a 50% menores em relagéo ao controle, levando
a uma reducdo no nimero de adultos formados. Néo foi encontrada na literatura uma
relacdo entre biomassa e formacgdo de adultos para C. sancticaroli, no entanto, para a
concentracdo de 0,65% a reducdo da biomassa corporal foi cerca de 50% e tal diluicdo
foi a Unica que ndo apresentou a formacgdo de pupas e adultos. Portanto, os organismos
expostos a esta concentracdo de vinhaga ndo cresceram o suficiente para atingir a
metamorfose, conforme discutido anteriormente.

A exposicdo dos organismos a estressores quimicos desencadeia declinios
populacionais severos, que podem ser inferidos a partir do crescimento das fases inicias
de vida e, portanto, essa resposta pode ser vista como uma medicdo légica para
toxicidade cronica de contaminantes (LIBER et al., 1996). Evidéncias demonstram que
a reducdo do crescimento larval de quironomideos esta associada com um declinio
proporcional por uma diminuigcdo na emergéncia e na reproducdo das fémeas adultas, o
que leva a um menor numero de larvas em uma proxima geragdo, implicando na
reducdo do tamanho populacional podendo levar a extin¢do local (SIBLEY; BENOIT;
ANKLEY, 1997).

Por fim, de acordo com o estudo de Fonseca e Rocha (2004), a média do
comprimento corporal das larvas de C. sancticaroli no IV instar de desenvolvimento
esta entre 9,37 e 15,1 mm, enquanto que a meédia é de 5,12 a 6,60 mm para o Il instar.
Dessa forma, é possivel notar que o comprimento corporal médio do grupo controle no
presente estudo, assim como nas diluicdes entre 0,041 a 0,325%, é compativel ao 1V
instar. Em contrapartida, como ja& destacado anteriormente, as larvas expostas a
concentracdo de 0,65% de vinhaca apresentaram tamanho corporal médio inferior ao
controle (7,76 + 1,66 mm), ndo atingindo a média do IV instar, 0 que pode evidenciar o
atraso no desenvolvimento larval discutido com os dados de sobrevivéncia.

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos (pH, condutividade e oxigénio
dissolvido) avaliados no inicio e fim de cada teste sdo apresentados na Tabela 12. Tanto
para o inicio, quanto para o final dos testes, 0 aumento da concentra¢do de vinhaca
implicou numa reducédo dos valores de pH, assim como, um aumento da condutividade
elétrica. Tal padrdo de mudanca nas caracteristicas fisico-quimicas da agua é esperado,
dada a caracterizacdo da vinhaca bruta apresentada no tépico 4.1. Dessa forma, o
aumento da condutividade elétrica e acidificacdo do meio € atribuido ao baixo pH do

efluente bruto, tal como abordado anteriormente. Para 0 oxigénio dissolvido, ndo houve
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grandes variagcdes de concentragdo conforme o aumento da diluicdo no inicio dos testes
cronicos. Ao comparar os parametros medidos no inicio e final dos testes (apds 8 dias),
0 oxigénio dissolvido apresentou uma tendéncia a diminuicdo, enquanto o pH e
condutividade a aumento, conforme observado nos testes agudos.

E importante ressaltar que na maior diluicio (0,65%) ocorreu uma grande queda
no valor do OD do inicio (7,17+0,2 mg/L) para o final dos testes (2,83+0,7 mg/L). Néao
foi feita a aeracdo artificial das réplicas desse tratamento, pois considera-se que a
diminuicdo do OD é um estressor inerente da contaminacdo pela vinhaca, conforme sera
observado no tépico 7.4, que foi mantido nos experimentos laboratoriais. As Tabelas
B1, B2 e B3 (Apéndice B), apresentam os resultados individuais de sobrevivéncia e

parametros fisico-quimicos para cada um dos testes cronicos realizados para a espécie.

Tabela 12 - Valores médios das variaveis fisico-quimicas avaliadas nos testes de toxicidade

crénica com C. sancticaroli.

INICIAL FINAL
Conc(e(;ot )r agao pH (mgﬁ_) Corggglt(i:\r/ri]%ade pH (mogﬁ_) Condutividade (uS/cm?)

0 7,10£0,0 7,48+0,1 52,27+11,7 7,14+0,2 5,99+0,5 90,23+10,0
0,041 7,00£0,1  7,39%0,2 60,37+1,4 7,170,2 5,69+1,0 127,05+0,1
0,081 6,76+0,1 7,30+0,1 63,80+1,3 7,25+0,1 5,36+1,4 138,7546,7
0,163 597+0,2 6,24+1,6 80,43+3,0 7,27£0,2 5,63+0,8 166,35+7,1
0,325 4,92+0,1 7,37+0,4 111,00+0,4 7,21+0,1 4,54+1,4 197,65+4,7
0,650 4,42+0,2  7,170,2 171,43+0,9 6,92+0,0 2,830,7 210,60+33,1

4.3.2 Allonais inaequalis

A Figura 4 apresenta a taxa de crescimento populacional e reproducdo de A.
inaequalis ao fim dos testes cronicos (10 dias). O eixo Y esquerdo do grafico (Figura
4(a)) mostra a média da reproducdo ao fim dos 10 dias de exposicdo a vinhaca de cana-
de-acucar. Nas diluicdes intermediarias (0,05% e 0,1%), foi observado aumento na
reproducdo (72,42 £ 2,89e 67,67 £ 6,02 organismos, p <0,05, respectivamente) quando
comparado ao controle (57,08 + 5,65 organismos). Tais diluicGes apresentaram taxas de
crescimento populacional de 6,24 + 0,29 e 5,77 + 0,60 organismos diaZ,

respectivamente (Figura 4(a)). Portanto, o incremento na reproducdo foi cerca de 27%
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para a diluicdo de 0,05% e de 19% para 0,1%. Em contrapartida, na maior diluicdo
(0,4%) a reproducdo media dos organismos foi cerca de 68% inferior (18,50 + 3,19
organismos, p < 0.05) quando comparada & média do controle, com taxa de crescimento

populacional reduzida em cerca de 82%, (0,85 + 0,32 organismos dia™).

Figura 4 - (a) Reproducéo (eixo Y esquerdo) e das taxas de crescimento populacional (eixo Y
direito) ao final dos testes cronicos (10 dias) com A. inaequalis (média + DP). Biomassa (b)
individual de A. inaequalis (média + DP) ap6s 10 dias de exposi¢do a vinhacga. Asteriscos (*)
indicam valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
(a) (b)
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Fonte: Préprio autor (2022)

Uma das caracteristicas que distinguem a familia Naididae, na qual A. inaequalis
se inclui, da maioria das familias de oligoquetas aquaticas € a alternancia de geracoes
com reproducdo sexuada e assexuada. A reproducdo assexuada ocorre
predominantemente onde as populacdes podem se auto perpetuar a partir da
fragmentacdo de um individuo em dois. A reproducdo sexuada ocorre principalmente
quando os individuos sdo expostos a um fator estressor. Assim, diversos fatores afetam
a dinamica populacional regulando a densidade populacional dessa familia de
oligoquetas (ARMENDARIZ, 1999). Nesse sentido, o estresse causado aos A.
inaequalis pela contaminacdo pela vinhaca pode ter desencadeado a reducdo da taxa de
fragmentacdo e consequente alteracdo na reproducéo dos organismos.

Organismos expostos por um longo periodo a um contaminantes, possivelmente,
terdo menos energia disponivel para o crescimento e reproducdo do que individuos ndo
expostos (LIBER et al., 1996), assim como observado para as taxas reprodutivas.
Destaca-se uma escassez de estudos na literatura que abordem os efeitos

ecotoxicoldgicos da vinhaga e ndo foram encontrados estudos que descrevam os efeitos
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desse contaminante sobre oligoquetas aquaticas. No entanto, Alves et al., (2015)
descreve os efeitos toxicos de diferentes concentragdes da vinhaga de cana-de-agUcar
nas oligoquetas terrestres Eisenia andrei (Lumbricidae) e Enchytraeus crypticus
(Enchytraeidae), e foram observados efeitos na reproducdo de ambas as espécies em
solos naturais, além da reducdo do crescimento e comportamento de fuga de E. andrei.
Os valores médios dos parametros fisico-quimicos (pH, condutividade e
oxigénio dissolvido) avaliados no inicio e fim de cada teste sdo apresentados na Tabela
13. Assim como discutido para os testes com a espécie C. sancticaroli, 0 aumento das
concentragdes implicou em uma diminuicdo do pH e aumento da condutividade, e ao
final dos testes ambos parametros tenderam a aumentar. De forma contréria, ndo houve
diminuicdo das concentragcbes de OD para a maior diluicdo (0,4%), assim como,
grandes variagbes ao fim dos testes em todas diluicGes. Ressalta-se que a maior
concentracdo dos testes com A. inaequalis € menor que a maior testada para C.
sancticaroli. As Tabelas B4, B5 e B6 (Apéndice B), apresentam o0s resultados
individuais de sobrevivéncia e parametros fisico-quimicos para cada um dos testes

crénicos realizados para a espécie.

Tabela 13 - Valores médios das variaveis fisico-quimicas avaliadas nos testes de

toxicidade crénica com A. inaequalis.

INICIAL FINAL
Concentracao oD Condutividade oD Condutividade
(%) PH o mg)  (uslem?) PR (mgiL) (uS/cm?)
0 7,37+0,2 7,63+0,4 53,10+13,9 7,3610,1  7,14+0,2 83,23+35,1
0,025 7,07+0,3 7,52+0,3 62,93+7,8 7,41+0,1  6,92+0,1 110,80+8,9
0,05 6,68+0,4 7,47+0,2 60,37+10,9 7,36£0,1 6,81+0,2 108,30+15,8
0,1 6,06£0,8 7,39+0,2 65,27+24,3 7,23£0,1  6,78+0,1 131,30+6,2
0,2 5,84+0,2 7,37+0,2 83,17+5,2 7,33£0,2 6,57+0,3 188,07+£59,6
0,4 4,82+0,3 7,34+0,2 129,27+5,7 7,26£0,1  6,27+0,2 257,531£95,5

4.4 Bioacumulacéo

A tabela 14 apresenta os resultados para os metais quantificados nas solugdes teste
e no corpo das larvas de C. sancticaroli. A concentracdo de manganés aumenta junto ao

aumento das proporgcdes de vinhaca e a quantidade corporal diminuiu quando
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comparado com o controle nas larvas expostas a diluicdo de 0,325%. O metal Zn foi
apenas detectado nas concentracGes mais elevadas de vinhaga (0,163 a 0,65%). Quanto
ao residuo corporal do zinco, o metal diminuiu nas concentracdes de 0,081 a 0,65% (p
< 0,05). Desta forma, a concentragdo de Zn nos organismos sofreu reducdo de acordo
com o aumento das concentracfes nas solugdes teste.

A concentragdo de cadmio estava abaixo do limite de quantificagdo no controle e
em todas as dilui¢bes de vinhaga; no entanto, este metal foi bioacumulado pelas larvas
de C. sancticaroli nos tratamentos de 0,325 e 0,65% (p < 0.05, Tabela 14). Para o metal
chumbo, foi observada elevacdo dos valores junto com o aumento das proporcoes de
vinhaga, ndo sendo quantificado no controle. O metal foi acumulado pelos organismos
nos tratamentos de 0,163 a 0,65%, nos organismos do controle ndo foi detectada a
presenca do metal (p < 0,05). Vale ressaltar que, na diluicdo de 0,081%, apesar de nao
haver diferencas estatisticas do controle (p > 0,05), o metal foi detectado nas larvas.
Nenhuma diferenca no residuo corporal foi observada para cobre e niquel quando
comparado ao controle, e o metal cromo ndo foi quantificado em nenhum dos

tratamentos.

Tabela 14 - Concentracdes de metais nas dilui¢cbes de vinhaca e o residuo corporal nas larvas de
C. sancticaroli (média + DP) apds exposicdo de 8 dias. Asteriscos (*) e valores em negrito

destacam as diferencas comparadas ao controle do residuo corporal (p < 0.05).

Concentracéo

0 Mn* Zn' cu' Ni* Cd Pb* crt
(%0)
0 <LOQ <LOQ  20:04 1908 <LOQ <LOQ <LOOQ
0,041 28+00 <LOQ  46+09 <LOQ <LOQ 29+32 <LOQ
Solugéo 0,081 44+0,5 <LOQ 40+0,8 <LOQ <LOQ 1,1+19 <LOQ
teste (ug.L™?) 0,163 246+08 910+32 478+21 <LOQ <LOQ 63+32 23+04
0,325 192+13 2092+43 364+08 <LOQ <LOQ 75+32 0,7x05
0,65 428+0,7 1152+28 564+13 <LOQ <LOQ 8728 21+00
0 3,7+0,6 325+48 46+11 06+03 <LOQ <LOQ <LOQ
Residuo 0,041 33%x1,0 252+19 60+01 11+01 01%01 <LOQ <LOQ
corporal 0,081 40+11 186+44* 58+18 08+x05 <LOQ 1,1+19 <LOQ
(Lg.gPS™) 0,163 29+0,7 158+32* 44+14 05+02 01+01 25+0,2* <LOQ
' 0,325 24+05* 152+58* 32+08 07+x04 0,1+00* 20+04* <LOQ
0,65 2504 128+36* 66+19 09+04 02+00* 25+0,5* <LOQ

PS = Peso Seco
1LO0Qz,=0,004 pg.L™%; LOQcq=0,01 pg.L%; LOQpy=0,007 pg.L™*; LOQni=0,004 pg.L ™ LOQwmn
=0,004 pg.L?; LOQcy=0,0002 pg.L™?; LOQcr=0,004 pg.L™,
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A tabela 15 apresenta os resultados para os metais quantificados no residuo
corporal de A. inaequalis e nas diluicBes de vinhaga no inicio dos testes cronicos. O
zinco nao foi detectado nas solucdes teste em concentracGes inferiores a 0,2% e, assim
como foi observado para C. sancticaroli, a exposicdo a 0,1% de vinhaca reduziu o
residuo corporal de Zn nos individuos. Para ambos c&dmio e cromo, a bioacumulagéo
no residuo corporal foi observada nos organismos expostos a diluicdo de 0,1%.
Nenhuma alteracdo no residuo corporal foi observada para manganés, cobre e niquel, e

0 chumbo n&o foi quantificado nas dilui¢des de vinhaga nem nos organismos.

Tabela 15 - Concentracdes de metais nas dilui¢ces de vinhaga e nos corpos dos organismos de
A. inaequalis (média + DP) apds exposicao de 10 dias. Asteriscos (*) e valores em negrito

destacam diferencas no residuo corporal comparado ao controle (p < 0.05).

Concentracao Mn Zn Cu Ni Cd Pb Cr
(%)
CT <LOQ <LOQ 20+£04 19+0,8 <LOQ <LOQ <LOQ
Solugo 0,025 <LOQ <LOQ 18+1,3 1,1+05 <LOQ <LOQ 0,1+£0,0
teste (g 0,05 20+0/4 <LOQ 3,0+0,8 1,9+0,8 <LOQ <LOQ 0,1+£0,0
L 0,1 72+05 <LOQ 232+20 13,7+x14 <LOQ <LOQ 1,1+0,0
0,2 20,2+05 5044+49 422+10 49+04 <LOQ <LOQ 1,3+04
0,4 250+15 1350+11 404+08 3,7+0,0 <LOQ <LOQ 1,9+04
CT 08+04 34, 7x15 45+0,8 0,8+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ
Residuo 0,025 1,1+11 299%+35 3,9+0,1 0,6 +0,2 <LOQ <LOQ <LOQ
corporal 0,05 12+16 397£240 65x472 2,1+£23 02+0,2 <LOQ <LOQ
(ug gPS 0,1 08+06 259+25* 33+0,2 1,0+0,7 <LOQ <LOQ <LOQ
b 0,2 0,705 30,1+3,8 4,0+0,7 0,7+0,2 01+0,0 <LOQ 0,05+0,1*
0,4 0,5+0,1 23,077 3,1+1,0 0,6 0,0 <LOQ <LOQ <LOQ

PS = peso seco
'LOQz,-0,004 pg.L™"; LOQcq=0,01 pg.L™"; LOQpy=0,007 pg.L™*; LOQni=0,004 pg.L ™ LOQwmn
=0,004 pg.L?; LOQcy=0,0002 pg.L™?; LOQcr=0,004 pg.L™,

O manganés é um elemento traco essencial que age em funcdes bioquimicas e
celulares (SANTAMARIA; SULSKY, 2010). Ben-Shahar (2018) observou que Mn atua
diretamente em maltiplos processos moleculares e fisiologicos, especialmente associado
com o comportamento e desenvolvimento de insetos. O presente estudo demonstrou o
decaimento nos niveis corporais de manganés no tratamento de 0,325% para C.
sancticaroli, o que pode implicar em efeitos nos organismos.

Os ions de zinco estrutural sdo elementos essenciais permanentes ou
determinantes em interacdes transitdrias nas proteinas, 0s quais atuam como

catalisadores e elementos estruturais em centenas de enzimas atuando como base

41



molecular para um grande nimero de fungdes bioldgicas (MARET, 2005). Foi
evidenciado para C. sancticaroli a reducdo de Zn nos organismos de acordo com o
aumento de suas concentragdes nas solucdes teste. Além disso, assim como descrito
previamente, para A. inaequalis uma queda foi observada na concentracdo
intermediaria. Este comportamento é um resposta inesperada, visto que € esperado 0
aumento nas concentracBes deste metal seriam seguidos de um aumento também no
residuo corporal até uma concentracdo critica de acumulacdo nos corpos dos
organismos (RAINBOW; LUOMA, 2011), assim como foi observado por Lobo et al.
(2021) para as oligoquetas aquaticas Branchiura swerbyi e Tubifex tubifex. Portanto,
esta relacdo observada depende da disponibilidade de metais (RAINBOW; LUOMA,
2011). Assim, além do aumento na concentracdo de Zn nas solugdes testes, este metal
ndo deve estar biologicamente disponivel para os organismos. Neste sentido, estudo
futuros devem esclarecer os mecanismos associados a estas respostas. No mais, em um
estudo com Drosophila melanogaster, foi observado que o decaimento nas
concentragdes de zinco podem afetar a fertilidade das fémeas da espécie (MISSIRLIS,
2021).

De acordo com Craig et al. (1999), o metal cadmio é quimicamente proximo ao
zinco, e seus ions agem nas reacdes bioquimicas e podem mudar a atividade de varios
horménios. Em contrapartida, baixas doses de chumbo j& implicam em efeitos toxicos a
invertebrados (SHUHAIMI-O et al., 2012). A exposicao da diptera Calliphora vicinato
ao cadmio e chumbo induziram a ma formacdo nas moscas € um atraso de 18 e 24
horas, respectivamente, na média de tempo de emergéncia (SHULMAN; PAKHOMOQV;
BRYGADYRENKO, 2017). No mesmo sentido, o presente estudo observou o
retardamento na metamorfose evidenciado pela diminuicdo no nimero de pupas e
adultos quando C. sancticaroli foi exposto a maior concentracdo da vinhaca (0,65%),
além de que os organismos bioacumularam ambos metais nessa mesma diluicéo.

Em um levantamento bibliografico sobre a bioacumulacdo de metais pesados por
macroinvertebrados aquaticos, Goodyear e McNeill (1999) observaram que o niveis de
Zn, Cu, Pb e Cd em coletores-catadores, como 0s quironomideos e oligoquetas sdo
comumente encontrados em proporcdo direta as concentracdes desses metais no
sedimento e agua, e isto sugere que os residuos de metais nos organismos esta
fortemente ligado a contaminacdo do meio ambiente. Durante um levantamento de

biodiversidade Chiba, Passerini e Tundisi (2011) verificaram que as areas com as
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maiores concentragdes de Cu, Ni e Zn apresentam as menores riquezas de diversidade
de macroinvertebrados bentonicos, tais como Chironomidae, Tubificidae, Elmidae e
Ceratopogonidae. No mesmo sentido, Bian et al. (2016) observaram uma relagéo
negativa entre metais pesados na diversidade das comunidades bentonicas em rios, e
concluiu que os principais poluentes seriam Cd, Cu e Pb. Muitos metais sdo comumente
encontrados nos fertilizantes utilizados na agricultura e nos cultivos de cana-de-agUcar
(ANGELOTTI-NETTO et al., 2004). Como a vinhaca é produzida a partir da destilacdo
da cana, este residuo contém em sua composi¢do esses metais, como demonstrado no
presente estudo, implicando em riscos para areas de fertirrigacao.

Frente a este contexto de exposicdo de macroinvertebrados a contaminagdo
ambiental por metais pesados, € importante destacar que a manutencdo destes
organismos é fundamental para os ecossistemas aquaticos, visto que eles compdem uma
grande proporc¢do da biodiversidade e sdo parte essencial na transferéncia de energia e
nutriente para niveis troficos mais elevados (CHAGNON et al., 2015). CROTEAU et al.
(2005) e Rubio-Franchini et al. (2011) encontraram evidéncias que chumbo e cadmio
podem ser bioacumulados por organismos aquaticos e atingir até predadores topo da
cadeia alimentar, e, por isso, a contaminacdo por metais ndo fica restrita aos niveis
troficos mais baixos. Dessa forma, os autores concluem que a falta de monitoramento
deste tipo de contaminacdo pode aumentar a vulnerabilidade de consumidores nos
niveis mais altos da cadeia alimentar. Assim, a bioacumulacdo de metais, tal como
demonstrado no presente estudo, causam riscos de biomagnificacdo ao longo das

cadeias alimentares com efeito em cascata para todo ecossistema.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta secdo destacaremos algumas conclusdes importantes obtidas ao longo do

presente trabalho:

A vinhaga de cana-de-agUcar utilizada para 0s experimentos apresentou
caracteristicas fisico-quimicas adversas, isto é, pH acidificado, elevada carga
organica, condutividade elétrica, nitrogénio e fésforo totais, bem como altas
concentracdes de metais dissolvidos, sendo caracteristicas também ja observadas
por outros estudos.

O contaminante apresentou alta toxicidade aos organismos, sendo a oligoqueta
A. inaequalis mais sensivel que o quironomideo C. sancticaroli e 0s crustaceos
H. meinerti e S. trispinosa

Apesar da reduc¢éo do oxigénio dissolvido da agua ser um estressor importante, a
mortalidade dos organismos no presente estudo nao foi atribuida somente a este
fator nos testes laboratoriais.

DiluicGes intermediarias aceleraram o desenvolvimento e metamorfose de C.
sancticaroli, implicando numa maior formacdo de pupas. Em contrapartida, a
maior diluicdo diminuiu o crescimento larval e ndo ocorreu formacdo de pupas
nesse tratamento, evidenciando um atraso no desenvolvimento larval.

Ao final dos testes de toxicidade crénica com A. inaequalis, foi observado
aumento na reproducdo e maiores taxas de crescimento populacional nas
diluicBes intermediarias. De forma contraria, a maior diluicdo diminuiu a taxa de
crescimento populacional e reproducéo.

Foi observado a bioacumulacdo de metais pesados pelos organismos. Dessa
forma, visto que os macroinvertebrados bentdnicos participam da base da cadeia
alimentar aquatica, e em alguns casos terrestre, este cenario chama a atengédo
para o risco de biomagnificacdo ao longo das teias alimentares com efeito
cascata para 0 ecossistema.

Os resultados obtidos trazem novas informacdes acerca da toxicidade desse
efluente a organismos nativos brasileiros representantes de trés importantes
grupos de macroinvertebrados, que podem contribuir para a avaliacdo dos riscos

ambientais de préticas de fertirrigagéo.
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Mesmo confirmando os efeitos toxicos da vinhaga aos organismos testes, outros
bioensaios com metais isolados seriam interessantes para ampliacdo dos
resultados e possivel identificagdo de quais elementos presentes no contaminante

implicam em tais resultados observados.
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APENDICE A

Resultados Individuais dos Testes Agudos com C. Sancticaroli, A. inaequalis, S. trispinosa e H. meinerti
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Tabela Al - Resultado do teste n° 1 para o organismo-teste C. sancticaroli exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

o . L N° de organismos Variaveis limnoldgicas -
Variaveis limnolégicas - Iniciais _ o o
Concentracao vivos/moveis Finais
(%) Condutividade OD Condutividade  OD
H 1 2 3 4  pH
(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)

Controle 7,28 393,00 708 5 6 5 6 - - -
0,4 4,99 124,80 705 4 4 4 3 - - -
0,6 4,64 162,60 704 2 5 5 4 - - -
0,8 4,42 198,60 703 0 0 1 0o - - -
1,0 4,28 239,00 697 0 0 0 0o - - -
1,2 4,18 270,00 694 0 0 0 0o - - -

CE s =0,672% CE2 =0,617 % CE10=0,587 %
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Tabela A2 - Resultado do teste n° 2 para o organismo-teste C. sancticaroli exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos o o o
o ] o Variaveis limnologicas - Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade oD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH
(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,08 55,90 7,27 6 6 6 6 7,08 74,50 6,70
0,4 4,46 128,90 7,21 6 5 6 6 6,84 151,80 5,54
0,6 4,11 164,10 7,16 6 5 5 5 6,62 169,30 3,87
0,8 3,96 202,00 7,15 3 6 3 1 6,48 206,00 1,50
1,0 3,88 241,00 7,12 0 0 0 0 6,13 245,00 4,82
1,2 3,82 173,00 7,08 0 0 0 0 6,02 188,70 4,57

CE s =0,811% CE20=0,757 % CE10=0,728%
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Tabela A3 - Resultado do teste n° 3 para o organismo-teste C. sancticaroli exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas -

N° de organismos

Variaveis limnoldgicas -

Concentraca Iniciais vivos/moveis Finais
0 (%) Condutividad oD Condutividade  OD
e (uS/cm2) (mg/L) : 3 + PH (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,26 52,30 7,63 6 6 6 6 712 202,00 6,16
0,4 4,77 136,50 7,60 6 6 6 6 6,96 163,40 5,50
0,6 4,47 173,60 7,54 3 6 6 6 6,67 191,70 2,87
0,8 7,43 210,00 7,52 3 0 1 1 6,60 196,00 1,84
1,0 4,27 244,00 7,52 0 0 0 0 570 250,00 2,40
1,2 4,24 270,00 7,44 0 0 0 0 485 - 4,56

CE 50 =0,691 %

CE2 = 0,582 %

CE10=0,530%
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Tabela A4 - Resultado do teste n° 1 para o organismo-teste A. inaequalis exposto a vinhaca de cana-de-agucar.

Variaveis limnoldgicas -

N° de organismos

Variaveis limnoldgicas -

Concentraca Iniciais vivos/moveis Finais

0 (%) Condutividade  OD Condutividad oD
(uS/cm?) (mg/L) ' : 3 ) e (uS/cm2) (mg/L)

Controle 7,02 49,90 7,44 6 6 6 6 7,28 114,90 6,80

0,125 5,19 103,50 7,46 6 5 4 6 7,40 128,50 6,90

0,25 4,92 113,50 7,36 6 6 6 3 7,22 127,30 6,67

0,5 4,63 139,60 7,33 3 0 1 3 7,04 138,30 6,41

1 4,34 226,00 7,38 0 0 0 0 571 256,00 5,50

2 4,14 341,00 7,20 0 0 0 0 415 367,00 5,33

CEs0=0,424 %

CE2 = 0,319 %

CE10=0,270 %
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Tabela A5 - Resultado do teste preliminar n° 2 para o organismo-teste A. inaequalis exposto a vinhaga de cana-de-agucar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o ] o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/maveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4  pH

(US/cm?) (mg/L) (uS/cm?) (mg/L)
Controle 6,85 47,50 6,90 6 6 6 6 7,24 60,10 7,07
0,2 5,54 84,50 6,78 6 6 6 6 7,30 111,90 6,80
0,4 4,73 122,40 6,74 5 3 6 4 7,27 140,10 6,53
0,45 4,60 132,40 6,80 5 6 4 5 7,18 137,90 6,01
0,5 4,57 139,60 6,80 1 2 4 4 7,25 144,60 5,95
0,8 4,32 192,50 6,70 0 0 0 0 7,03 191,60 5,86

CE 50 =0,543 % CE20 =0,429 % CE10=0,391 %




Tabela A6 - Resultado do teste preliminar n® 3 para o organismo-teste A. inaequalis exposto a vinhaga de cana-de-agucar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o ] o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,08 55,90 7,27 6 6 6 5 7,26 74,40 7,12
0,2 4,95 93,10 7,13 6 6 6 6 7,01 96,00 6,33
0,4 4,27 125,80 7,20 5 5 6 6 6,69 140,60 5,05
0,45 4,03 134,80 7,16 1 4 2 6 6,62 152,30 4,30
0,5 4,11 144,60 7,16 0 0 0 0 6,53 163,60 3,70
0,8 3,88 192,50 6,70 0 0 0 0 6,33 214,00 3,82

CE 50 = 0,452 % CE20=0,437 % CE10=0,429 %




Tabela A7 - Resultado do teste preliminar n® 1 para o organismo-teste S. trispinosa exposto a vinhaga de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o _ o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 6,94 157,50 7,10 6 6 6 6 7,44 498,00 7,08
1 4,87 308,00 7,10 6 5 5 6 6,48 332,00 1,01
1,2 4,58 325,00 6,87 3 2 4 4 5,05 388,00 1,13
1,4 4,47 380,00 6,81 2 2 2 2 4,87 412,00 0,83
1,6 4,39 421,00 6,75 0 0 0 0 4,64 470,00 6,67
1,8 4,32 450,00 6,77 0 0 0 0 451 502,00 6,93

CE 50 =1,228% CE2 =1,057 % CE10=0,969 %




Tabela A8 - Resultado do teste preliminar n° 2 para o organismo-teste S. trispinosa exposto a vinhaga de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o _ o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,04 159,70 7,12 6 6 6 6 7,65 176,40 6,83
1 4,69 135,20 7,04 6 6 6 6 6,17 333,00 1,01
1,2 4,21 276,00 7,02 5 4 4 6 494 394,00 2,84
1,4 4,43 375,00 7,00 4 2 2 4 482 423,00 4,56
1,6 4,26 426,00 7,02 3 3 3 0 4,73 476,00 6,61
1,8 4,23 452,00 7,01 1 0 1 1 4,69 497,00 6,50

CEs0=1,424% CE20=1,178% CE10=1,054 %




Tabela A9 - Resultado do teste preliminar n® 3 para o organismo-teste S. trispinosa exposto a vinhaga de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o _ o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,00 154,10 7,13 6 6 6 6 7,43 258,00 6,73
1 6,89 - - 5 4 6 3 553 319,00 1,02
1,2 4,56 324,00 - 3 3 3 4 4,85 361,00 4,05
1,4 4,43 225,00 - 2 0 3 0 4,62 409,00 5,91
1,6 4,35 307,00 - 0 0 0 1 457 432,00 5,42
1,8 4,33 - - 0 0 0 0 443 477,00 6,68

CE 50 =1,202 % CE20 =0,924 % CE10=1,018 %




Tabela A10 - Resultado do teste preliminar n® 1 para o organismo-teste H. meinerti exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o _ o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,48 159,50 7,26 10 9 9 9 7,24 170,00 6,45
0,6 5,75 261,00 7,14 10 9 9 8 6,37 214,00 3,93
0,8 5,33 296,00 7,04 8 7 2 1 6,88 287,00 2,29
1,0 5,14 326,00 7,08 3 1 0 4 6,77 313,00 1,47
1,2 4,96 367,00 7,00 0 0 0 0 6,78 314,00 2,34
1,4 4,87 397,00 7,05 0 0 0 0 6,47 364,00 2,56

CE 50 = 0,804 % CE20=0,674% CE10=0,608 %




Tabela A1l - Resultado do teste preliminar n® 2 para o organismo-teste H. meinerti exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o _ o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,15 160,20 7,26 10 10 10 10 7,16 161,30 6,65
0,6 4,31 256,00 7,20 9 8 7 7 6,92 261,00 3,53
0,8 4,33 233,00 7,15 3 1 3 3 6,60 291,00 1,03
1,0 4,17 325,00 7,17 0 1 0 2 6,31 317,00 1,43
1,2 4,05 359,00 7,13 1 0 0 0 6,01 348,00 2,02
1,4 3,99 384,00 7,16 0 0 0 0 6,04 370,00 2,45

CE 50 = 0,700 % CE20 = 0,583 % CE10=0,525%




Tabela A12 - Resultado do teste preliminar n® 3 para o organismo-teste H. meinerti exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - N° de organismos L o o
o _ o Variaveis limnologicas — Finais
Concentraca Iniciais vivos/moveis
0 (%) Condutividade  OD Condutividade oD
H 1 2 3 4 pH

(uS/cm?) (mg/L) (uS/cm2) (mg/L)
Controle 7,14 69,20 8,06 10 10 10 10 7,30 168,00 6,78
0,6 5,24 234,00 7,21 10 10 10 10 6,98 250,00 4,41
0,8 4,95 274,00 7,24 4 8 8 2 7,01 273,00 3,73
1,0 4,75 312,00 7,30 0 4 0 8 6,81 300,00 3,42
1,2 4,63 341,00 7,23 0 0 0 0 6,49 323,00 3,09
1,4 4,52 370,00 7,40 0 0 0 0 6,08 362,00 2,59

CE 50 =0,838 % CE2 = 0,694 % CE10=0,622 %




APENDICE B

Resultados Individuais dos Testes Cronicos com C. Sancticaroli e A. inaequalis
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Tabela B1 - Resultado sobrevivéncia do teste crénico n® 1 para o organismo-teste C. sancticaroli exposto a vinhaca de cana-de-agUcar.

Variaveis limnoldgicas - Iniciais N° de organismos vivos/moveis Variaveis limnoldgicas - Finais

Concentragdo o o

oD Condutividade OD Condutividade
(%) pH 1 2 3 4 5 6 7 8 pH

(mg/L) (US/cm?) (mg/L) (uS/cm?)

Controle 7,15 7,57 61,60 10 11 10 10 9 10 10 10 7,27 6,32 97,70

0,041 7,14 7,53 58,80 9 10 10 11 10 8 9 9 7,29 6,40 127,10

0.081 6,80 7,40 62,30 9 10 10 9 8 10 10 13 7,32 6,32 143,50

0,162 6,05 4,39 78,90 11 10 10 8 9 10 10 10 7,34 6,18 171,40

0,325 4,89 7,83 110,90 10 11 9 10 12 10 10 10 7,30 5,53 194,30

0,65 4,38 7,33 172,20 8 10 10 10 9 9 9 8 6,92 3,32 234,00
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Tabela B2: Resultado sobrevivéncia do teste crénico n® 2 para o organismo-teste C. sancticaroli exposto a vinhaga de cana-de-agucar.

Variaveis limnoldgicas - Iniciais N° de organismos vivos/moveis Variaveis limnoldgicas - Finais

Concentragéo o o
oD Condutividade OD Condutividade
(%) pH 1 2 3 4 5 6 7 8 pH
(mg/L) (US/cm?) (mg/L) (uS/cm?)
Controle 7,08 7,51 39,20 9 10 8 9 8 9 9 b - - -
0,041 6,89 7,42 61,50 11 9 9 10 6 4 5 9 - - -
0.081 6,66 7,36 64,90 8 9 10 9 6 10 0 O - - -
0,162 5,72 7,24 83,90 5 7 7 10 7 8 9 7 - - -
0,325 4,83 7,22 110,70 8 7 7 9 5 4 7 9 - - -
0,65 4,29 7,18 171,60 8 10 9 6 9 8 6 5 - - -




Tabela B3: Resultado sobrevivéncia do teste crénico n° 3 para o organismo-teste C. sancticaroli exposto a vinhaga de cana-de-acucar.

Variaveis limnoldgicas - Iniciais N° de organismos vivos/moveis Variaveis limnoldgicas - Finais

Concentragdo o
oD Condutividade OD Condutividade
(%) pH 1 2 3 4 5 6 7 8 pH
(mg/L) (US/cm?) (mg/L) (uS/cm?)

Controle 7,08 7,37 56,00 8 9 10 9 9 9 9 8 7,01 5,65 82,70
0,041 6,96 7,22 60,80 7 6 9 10 8 8 7 8 7,05 4,98 127,00
0.081 6,81 7,14 64,20 7 7 6 9 9 9 6 10 7,18 4,39 134,00
0,162 6,13 7,09 78,50 10 7 8 6 8 9 8 7 7,19 5,07 161,30
0,325 5,03 7,05 111,40 10 11 10 9 9 8 10 10 7,11 3,55 201,00
0,65 4,60 7,00 170,50 9 9 7 7 6 9 6 10 6,91 2,34 187,20
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Tabela B4: Resultado do teste cronico n® 1 para o organismo-teste A. inaequalis exposto a vinhaga de cana-de-agucar.

Variaveis limnoldgicas - Iniciais N° de organismos vivos/moveis Variaveis limnoldgicas - Finais

Concentragdo o o
oD Condutividade OD Condutividade
(%) pH 1 2 3 4 5 6 7 8 pH
(mg/L) (US/cm?) (mg/L) (uS/cm?)
Controle 7,14 8,06 69,20 77 56 62 63 66 63 58 63 - - -
0,025 6,80 7,76 71,50 75 66 48 60 70 66 67 83 - - -
0,05 6,63 7,66 81,20 72 69 73 77 79 79 75 77 - - -
0,1 6,38 7,60 93,20 90 76 73 73 79 50 70 85 - - -
0,2 6,05 7,50 77,30 44 63 68 71 60 40 51 52 - - -

0,4 5,17 7,45 135,50 11 19 9 19 42 20 28 25 - - -




Tabela B5: Resultado do teste cronico n® 2 para o organismo-teste A. inaequalis exposto a vinhaga de cana-de-agucar.

Variaveis limnoldgicas - Iniciais N° de organismos vivos/maveis Variaveis limnoldgicas - Finais

Concentragéo o o

oD Condutividade OD Condutividade
(%) pH 1 2 3 4 5 6 7 8 pH

(mg/L) (US/cm?) (mg/L) (uS/cm?)

Controle 7,35 7,25 45,00 52 51 52 55 57 54 54 48 7,46 7,27 108,50

0,025 7,09 7,25 61,00 64 57 60 66 40 64 63 70 7,49 6,96 117,10

0,05 6,28 7,23 39,40 78 74 49 84 67 71 69 63 7,41 6,92 97,10

0,1 511 7,16 48,80 63 65 73 37 66 77 76 66 7,14 6,83 126,90

0,2 5,68 7,19 87,10 43 32 41 55 44 39 58 51 7,44 6,79 162,10

0,4 4,61 7,12 128,10 10 26 12 16 26 10 10 12 7,33 6,42 188,80
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Tabela B6: Resultado do teste cronico n® 3 para o organismo-teste A. inaequalis exposto a vinhaga de cana-de-agucar.

Variaveis limnologicas - Iniciais N° de organismos vivos/moveis Variaveis limnologicas - Finais

Concentragdo o o

oD Condutividade OD Condutividade
(%) pH 1 2 3 4 5 6 7 8 pH

(mg/L) (US/cm?) (mg/L) (uS/cm?)

Controle 7,62 7,58 45,00 51 54 49 60 64 57 51 53 7,26 7,00 57,90

0,025 7,33 7,54 56,30 69 67 70 69 70 53 62 65 7,32 6,87 104,50

0,05 7,12 7,51 60,50 79 79 63 70 76 71 69 75 7,30 6,70 119,50

0,1 6,69 7,42 53,80 61 63 50 70 54 75 60 72 7,31 6,72 135,70

0,2 5,78 7,42 85,10 52 50 60 48 48 62 54 55 7,22 6,34 155,00

0,4 4,68 7,45 124,20 10 34 19 10 34 15 13 14 7,19 6,11 191,10
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