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RESUMO

A avaliacdo da qualidade dos sedimentos é de grande importancia para a
gestdo ambiental, pois, além deste compartimento servir como substrato para
diversos organismos, também tem a capacidade de acumular xenobioticos em
niveis superiores aos encontrados na coluna d’agua. Anfipodes constituem um
dos grupos taxondmicos mais sensiveis e por isso sdo considerados
excelentes organismos-teste para avaliar a toxicidade de sedimentos. Contudo,
entre as espécies de anfipodes marinhos padronizadas e utilizadas no Brasil,
somente Tiburonella viscana e Grandidierella bonnieroides sdo nativas de
ecossistemas brasileiros. Neste sentido, o presente estudo avaliou a viabilidade
de aplicacdo dos anfipodes epibentdnico Hyale nigra e Hyale youngi com o
objetivo de validar essas espécies como organismos-teste em ensaios de
toxicidade. Primeiramente, foram avaliados os limites de tolerancia das
espécies (H. nigra e H. youngi) aos fatores abidticos naturais (salinidade,
temperatura, pH e granulometria), a fim de determinar as condi¢fes 6timas de
sobrevivéncia e assim, facilitar a interpretacdo de suas respostas bioldgicas.
Para avaliar a sensibilidade destes organismos foram realizados experimentos
com substancias toxicas de referéncia: cloreto de cadmio (CdCl,,), dodecil
sulfato de sodio (Ci2H2sNaO4S), cloreto de aménia (NH4CI), dicromato de
potassio (K,Cr,07) e sulfato de zinco (ZnSO,). Para validar a aplicacdo dos
organismos-teste, foram realizados ensaios com amostras ambientais
provenientes de quatro pontos de amostragem localizados no estuario e baia
de Santos, cuja contaminagdo e toxicidade sao historicamente citados na
literatura. Os resultados dos ensaios prévios realizados com os diferentes
parametros ambientais demonstraram valores 6timos de sobrevivéncia para H.
nigra e H. youngi correspondentes aos encontrados em regides tropicais,
variando entre salinidades 30 — 40, 20°C - 25°C de temperatura e 7,5 - 8,5, de
pH. Com os resultados obtidos, observou-se que a espécie H. nigra apresenta
para as diferentes substancias de referéncia testadas uma sensibilidade
ligeiramente superior quando comparada com a H. youngi, exceto para o
cloreto de cadmio. Ambas as espécies estudadas apresentaram tolerancia as
diversas substancias testadas correspondentes aos encontrados na literatura
para outras espécies de anfipodes marinho. Os resultados obtidos para H.
nigra nos ensaios com sedimento integral e elutriato demonstrou diferenca
significativa do controle (P4) no P2 e P3, sendo similar aos resultados
encontrados na literatura para essa area de estudo. A partir deste estudo foi
possivel avaliar que os anfipodes H. nigra e H. youngi demonstraram potencial
para serem empregados como organismos-teste em ensaios de toxicidade,
uma vez que se observou boa sensibilidade e resultados similares as
reportados na literatura com outras espécies de anfipodes ja utilizadas em
estudos ecotoxicoldgicos.

Palavras - chave: Anfipodes; Hyale nigra; Hyale youngi; Ensaios de
toxicidade; Sedimento.



ABSTRACT

The sediment quality assessment is very important to the environmental
management because this compartment constitutes substrate for many aquatic
organisms and accumulates xenobiotics in concentrations above those found in
the water column. Amphipods are among the most sensitive taxonomic groups
and are therefore considered excellent test organisms to evaluate the toxicity of
sediments. However, among the only species of marine amphipods Tiburonela
viscana and Grandidierella bonnieroides are native the Brazilian ecosytems. . In
the sense, the present study evaluated the feasibility of applying of epibenthic
amphipod Hyale youngi and Hyale nigra in order to validate this species as test
organisms in toxicity tests. First, we assessed tolerance of the species (H.
youngi and H. nigra) to natural abiotic factors (salinity, temperature, pH and
particle size) in order to determine the great conditions for survival and thus
facilitate interpretation of their biological responses. The sensitivity of these
organisms were performed experiments with reference toxic substances: as
cadmium chloride (CdCls,,), sodium dodecyl sulfate (C,2H25NaO4S), ammonium
chloride (NH4CI), potassium dichromate (K,Cr,O7) and zinc sulfate (ZnSO,). For
validation the application of the test-organisms, tests were performed with
environment tests samples from four sampling sites located in the estuary and
bay of Santos, whose contamination and toxicity are historically in literature.
The results of preliminary tests conducted with different environmental
parameters showed greats values of survival for H. youngi and H. nigra
corresponding to those found in tropical regions, salinities raging between 30 —
40, 20°C - 25°C temperature and 7,5 - 8,5, of pH. With the results obtained, it
was observed that the species H. nigra displays for the different reference
substances tested sensitivity slightly higher when compared to H. youngi except
for the cadmium chloride. Both species showed tolerance to various substances
tested corresponding to those found in the literature for other species of marine
amphipods. The results for H. nigra in sediment tests with full control showed
significant difference (P4) in P2 and P3, was similar to the results found in
literature in this area of study. From this study it was possible to evaluate the
amphipods H. nigra and H. youngi demonstrated the potential to be used as test
organisms in toxicity testing, since it was observed sensitivity good and results
similar to those reported in the literature with other species of amphipods
already used in ecotoxicological studies.

Key words: Amphipods; Hyale nigra; Hyale youngi; Toxicity tests; Sediment.
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1. INTRODUCAO

Historicamente, os oceanos foram considerados verdadeiros sumidouros para
uma variedade de residuos provenientes das sociedades humanas. Acreditava-
se que o grande volume de agua presente nestes ambientes fosse capaz de
diluir e eliminar todos esses residuos de forma infinita, bem como que os
recursos marinhos fossem inesgotaveis (NIBAKKEN, 2001). Contudo, nos
altimos anos a ciéncia tem demonstrado que 0s oceanos nao tém essa infinita
capacidade de absorver o aumento progressivo dessas descargas, € que a
intensa exploracdo dos recursos marinhos esta levando a extincdo de muitas

espécies de importancia comercial e ecolégica (CESAR, 2003).

Hoje, em varias regides do mundo, é possivel observar que 0s ecossistemas
vém sofrendo alteracdes que podem estar associadas a atividade humana
decorrente do processo de desenvolvimento industrial, urbano e agricola. No
que se refere aos ecossistemas aquaticos, as atividades antropicas geram
impactos, promovendo lentas e muitas vezes irreversiveis modificacdes nestes

ambientes (BOHRER, 1995), como por exemplo, a perda da biodiversidade.

Devido ao fato dos ecossistemas aquaticos serem extremamente vulneraveis
aos efeitos das a¢bes antropicas, e, paradoxametante, de grande importancia
biologica para a manutencdo da vida, faz-se necessério o controle e o
monitoramento da sua qualidade, com o objetivo de garantir a sustentabilidade

dos multiplos recursos naturais para as presentes e as proximas geracoes.

Neste contexto, existe um grande esforco no sentido de se conhecer e
encontrar formas de preservacao dos ambientes aquaticos, uma vez que esses
sao receptores de uma grande carga poluidora proveniente das mais diversas
fontes antropogénicas (PROSPERI, 2002). Por conta disto, 6rgdos ambientais
e instituicbes governamentais (USEPA - United States Environmental
Protection Agency, ASTM - American Society for Testing and Materials, ABNT-
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, CETESB - Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambienta, USACE - United States Army Corps of
Engineers, USGS - United States Geological Survey, OECD - Organisation for


http://www.oecd.org/

Economic Co-operation and Development) tém voltado atencdo para as
andlises ecotoxicoldgica, principalmente aquelas voltadas para avaliacdo da
qualidade dos sedimentos.

A qualidade dos sedimentos tem sido vista como uma extensdo da qualidade
da &gua, uma vez que além de este compartimento ambiental possuir
importadncia como habitat para diversos organismos aquaticos, também pode
ser o principal repositério de varios agentes quimicos persistentes introduzidos
no ambiente aquéatico (ADAMS et al.,, 1985). Algumas dessas substancias
podem ter origem natural e ser encontradas em altas concentragdes, mas, no
entanto, a maioria dos problemas de poluicdo € provocada por atividades
antropicas (POWER & CHAPMAN, 1992).

Atualmente, existe um crescente reconhecimento de que a contaminacéo
localizada em sedimentos pode apresentar efeitos adversos nos ecossistemas
aguaticos, com impactos na estrutura das comunidades bentdnicas, sendo o0s
efeitos associados a agua na regido interface sedimento/agua (GIESY et al.,
1990; LONG et al., 1990).

Portanto, a vida no ambiente aquatico vem sendo diretamente afetada pelas
mudancas da qualidade da agua e do sedimento e, indiretamente por
mudancas ecoldgicas provenientes da poluicdo. Assim, a partir dos anos 1960,
estudos sobre o efeito de poluentes em organismos marinhos passaram a ter
maior atencdo, com o0 objetivo de adquirir dados da toxicidade de efluentes,
produtos quimicos procedentes de industrias e outras fontes de poluicdo
(WELLS, 1989).

Vérias ferramentas séo utilizadas para avaliar a extensédo da contaminag¢édo dos
sedimentos e determinar seus efeitos sobre a biota, incluindo estudos de
bioacumulacdo, biomarcadores, avaliacdo da estrutura de comunidades
bentdnicas, medidas de concentragcdes quimicas de contaminantes e ensaios
de toxicidade. Juntas, essas medidas fornecem uma avaliacédo integrada da
qualidade do sedimento (ANDERSON et al., 1996).



Uma das ciéncias que mais se desenvolveu no final do século XX foi a
Ecotoxicologia. Esta ciéncia, de carater multidisciplinar foi definida como aquela
gue estuda os efeitos de substancias sobre 0s seres vivos e 0S ecossistemas,
utilizando conhecimentos provenientes da quimica, farmacologia, bioquimica,
fisiologia, biologia, genética, epidemiologia, direito, estatistica e economia
(ZAKREWSKI, 1991).

Entende-se por toxicidade a propriedade inerente de uma substancia toxica
que produz efeitos danosos a um organismo quando este é exposto, por certo
periodo, a determinadas concentracdes de substancias toxicas, efluentes ou
amostras ambientais (CETESB, 1990). Dessa forma, as vias de exposicao para
0s organismos bentbnicos e epibentbnicos ocorrem através do contato com a
agua intersticial, da agua localizada logo acima do sedimento, através das
paredes do corpo e superficie respiratéria ou da ingestdo de particulas de

sedimento contaminado ou biofilme associado (ADAMS et al., 1985).

Os testes de toxicidade constituem uma importante ferramenta de controle e
monitoramento ambiental proporcionando evidéncias diretas e indiretas das
consequéncias da contaminacao, podendo ser utilizada para medir a toxicidade
em efluentes, aguas superficiais e, em misturas complexas de contaminantes

tanto em fase liquida, como na fase sélida do sedimento (CESAR et al., 2002).

Os ensaios de ecotoxicoldgicos podem apresentar dois tipos de efeitos: agudo
e cronico. O efeito agudo se manifesta de maneira rapida e severa, causando a
letalidade ou alguma outra manifestacdo do organismo como, por exemplo, a
imobilidade, que normalmente ocorre em um intervalo de 0 a 96 horas em
testes com amostras liquidas e 10 dias em testes com amostras sélidas
(CETESB, 1990). O efeito cronico € observado em um longo periodo do ciclo
de vida do organismo, que afeta uma ou varias fung¢des biologicas dos
organismos expostos, interferindo, por exemplo, no metabolismo, crescimento
e maturacao, reproducado, desenvolvimento dos ovos, mutacdes e até mesmo
morte dos organismos-teste apos longos periodos de exposicdo (CETESB,
1990; COONEY, 1995; PUSCEDDU, 2007).



A preocupacdo com o desenvolvimento de testes de toxicidade que pudessem
contribuir para avaliar a qualidade de um determinado ecossistema aquético,
interligando-se com os dados quimicos, ocorreu a partir de trabalhos
desenvolvidos por Prater & Anderson (1977) apud Araudjo (1996), onde os
autores realizaram trabalhos visando o desenvolvimento de testes de
toxicidade aguda com sedimento integral empregando as espécies Hexagenia

limbata, Daphnia magna e Asellus communis.

Alguns anos mais tarde, NEBEKER et al.,, (1984) descreveram alguns
procedimentos para avaliar, em condi¢fes de laboratorio, a toxicidade aguda e
crdnica, assim como a bioacumulacéo e testes in situ, para estimar o impacto

de contaminantes presentes no sedimento para a vida aquéatica.

Nos primordios, a maioria dos estudos realizados seguindo esta linha de
pesquisa no Brasil estava relacionada a Ecotoxicologia de aguas doces
(ARAUJO, 1996; BERTOLETTI et al., 1992).

De modo complementar, a ecotoxicologia marinha é uma das areas desta
ciéncia que tem estado constantemente em desenvolvimento nos ultimos anos
(CETESB, 1990; NIPPER et al.,, 1990; MELO, 1993; ABESSA et al., 1998;
ABESSA & SOUSA, 2003; CESAR et al., 2004; CESAR et al., 2006; CESAR et
al., 2009) e, dentro dela, um ramo ainda carente de maior atencao é aquele
voltado ao estudo da qualidade de sedimentos marinhos e estuarinos
(ABESSA, 2002).

No Brasil os ensaios ecotoxicoldgicos ja estdo contemplados na legislacdo que
regulamenta as atividades de dragagem e disposi¢ao de sedimentos dragados
em areas portuarias (BRASIL, 2012), bem como na resolucdo que estabelece
os critérios de qualidade de agua e os langcamentos de efluentes urbanos e
industriais (BRASIL, 2005).

Entretanto, os valores orientadores estabelecidos nas resoluc¢des supracitadas,
foram fundamentados em critérios desenvolvidos nos Estados Unidos e

Canada, paises com condicdbes ambientais e espécies distintas das
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encontradas no Brasil (MELO & NIPPER, 2007; ENVIRONMENT CANADA,
1990; 1995). Nipper (1998) destaca a necessidade da busca por testes
ecologicamente mais realistas, com espécies nativas e, a validagdo destes em

escala nacional e internacional.

Segundo USEPA (1994), para um organismo ser selecionado para aplicacao
em ensaios de toxicidade é necessério que se conheca a distribuicdo da
espécie, sua localizacdo dentro da estrutura trofica, sua biologia, seus habitos
nutricionais e fisiologia, que possuam sensibilidade constante, e por fim, que
sejam desenvolvidas técnicas de manutencéo e cultivo destes organismos em

laboratoério.

Entre os diferentes organismos utilizados em ensaios de toxicidade com
sedimentos, os anfipodes estdo entre os taxa mais sensiveis, sendo as
primeiras espécies a desaparecer de comunidades marinhas bentbnicas em
locais contaminados (SWARTZ et al., 1982; SWARTZ et al, 1985;
LAMBERSON et al., 1992). Além disso, sdo considerados excelentes modelos
biolégicos para avaliar a toxicidade dos sedimentos e sao frequentemente
selecionados para estudos em ecologia e ecotoxicologia, tanto por sua
relevancia ecolégica como também por sua sensibilidade (THOMAS, 1993;
CONLAN, 1994; USEPA, 1994). Esses organismos tém sido empregados
mundialmente como organismos-teste para avaliar a toxicidade de sedimentos
(LAMBERSON e SWARTZ, 1988, 1989; DEWITT, et al., 1988, 1992; BAT et al,
1998; WOODWORTH et al.,, 1999; BAT, 2005; CESAR, 2003; PRATO &
RAFAELLI, 2006; McCREADY et al., 2006; ALLEN et al., 2007; ASTM, 2008,
PICONE et al., 2008; RE et al.,2009).

Contudo, entre as espécies de anfipodes ja padronizadas como organismos-
teste em métodos de ensaios ecotoxicoldgicos com sedimento integral, em
ambito nacional e internacional, somente a Tiburonella viscana e Grandidierella
bonnieroides (ABNT NBR 15638/2008; ABESSA et al., 1998; MELO, 1993;
MELO & ABESSA, 2002; MOLISANI et al., 2013) séo nativas de ecossistemas
brasileiros. Portanto, h4 a necessidade de se avaliar e implantar um maior

namero de espécies representativas de ambientes locais para assim promover
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um melhor entendimento e consequentemente uma real protecdo aos impactos

antropicos.

Segundo Cesar (2003), novas descobertas e esforcos devem centrar-se na
melhoria da qualidade ambiental, sendo necesséario tentar desenvolver e
implementar um conjunto de procedimentos para a caracterizagao e

identificacdo do grau de contaminacao.

Neste sentido, estudos visando a validacdo de novas espécies para aplicacao
em ensaios de toxicidade vém tomando maior propor¢do nos ultimos anos
como Abessa et al., (1998); Abessa & Sousa, (2003); Melo (1993); Melo &
Abessa (2002); Cesar et al., (2000; 2002; 2004); Araujo, (1996); Tsvetnenko et
al., (2000); Sardo & Soares, (2005) ; Ré et al., (2009).

Assim, o presente trabalho pretende avaliar a viabilidade de aplicacdo dos
anfipodes epibenténicos marinhos Hyale nigra e Hyale youngi em ensaios de
toxicidade, a fim de ampliar o leque de opcdes na escolha de organismos-teste
para avaliagdo da qualidade de sedimentos marinhos, além da possibilidade de

sua utilizacdo em outras formas de exposigao.



1.1 Justificativas

Atualmente, o crescimento populacional e a ampliacdo da capacidade
tecnoldgica e industrial fazem com que diversos programas de monitoramento
sejam implantados para controlar e mitigar os impactos causados. Assim, com
0 avanco desta demanda h& a necessidade de desenvolvimento de métodos
ecotoxicolégicos que contemplem espécies nativas capazes de avaliar estes

impactos.

No Brasil, os ensaios de toxicidade padronizados com sedimento integral
empregando espécies provenientes de ecossistemas marinhos e estuarinos
sdo realizados normalmente com apenas trés espécies de anfipodes
escavadores, Tiburonella viscana e Grandidierella bonnieroides de ocorréncia
nacional e a espécie norte-americana Leptocheirus plumulosus. A espécie
nativa T. viscana nao € cultivada em laboratoério e, portanto, a dependéncia
exclusiva da captura constante de novos lotes de organismos diretamente na
natureza infere grande variabilidade dos resultados, pois populacbes naturais
estdo sujeitas a variagdes na abundancia e principalmente na sensibilidade dos
organismos. Com relacdo a espécie exotica L. plumulosus, vale ressaltar que
esta ndo é encontrada em ecossistemas brasileiros, o0 que gera
guestionamentos sobre a representatividade dessa espécie para avaliar

impactos sobre ecossistemas brasileiros.

Dessa forma a busca de outras espécies mais representativas, aliado a
possibilidade de cultivo visando a aplicacdo em ensaios de toxicidade é de
suma importancia. A relevancia de estudos que contemplem outras espécies
indicadoras de qualidade ambiental com potencial de cultivo em laboratério se
baseia nos seguintes principios: a ndo dependéncia de fatores externos;
controle constante da sensibilidade dos organismos e dos parametros
limitantes de cultivo. Todos esses parametros poderdo ser ajustados
devidamente ao organismo e ao cultivo, o que facilitard a implantagdo em

qualquer laboratdrio, além de representar uma reducéo de custos.



Outro fator importante refere-se a possibilidade de desenvolvimento de um
protocolo capaz de avaliar a toxicidade de amostras ndo somente de fase
sélida - sedimento integral, como também de amostras em fase liquida. Isso
possibilitara a identificagcdo de outras abordagens de exposicao (ex. elutriatos,
interface sedimento-agua agua intersticial), devido ao fato dos anfipodes H.

nigra e H. youngi terem habitos epibentdnicos.

Os resultados obtidos neste estudo auxiliardo de modo geral, as pesquisas
direcionadas a identificacdo de impactos ambientais em ecossistemas
marinhos e estuarinos, principalmente, no desenvolvimento de novas espécies
apropriadas para a realizacdo de ensaios ecotoxicologicos, destinadas a
avaliacdo da qualidade de sedimentos, considerando diferentes aplicacdes e

formas de exposicao.



1.2 Objetivos

O presente trabalho teve a finalidade de avaliar, descrever e validar um
protocolo para realizacdo de ensaios de toxicidade aguda empregando os
anfipodes epibenténicos marinhos Hyale nigra e Hyale youngi para avaliacédo
da qualidade de sedimentos, através da exposi¢ao dos organismos tanto a fase
sélida (sedimento integral), como também a fase liquida (ex. elutriato e agua
intersticial). Para alcancar este objetivo geral, foi necessaria a realizacdo dos

seguintes objetivos especificos:

o Identificar e caracterizar as condicdes 6timas para a realizacdo de ensaios
laboratoriais com ambas as espécies, considerando as caracteristicas

limitantes (salinidade, pH, temperatura, granulometria e amoénia);

o Avaliar e caracterizar a sensibilidade destas espécies utilizando diferentes

substancias téxicas de referéncia (fase aquosa);

¢ Avaliar a sensibilidade do anfipode Hyale nigra em fase sélida empregando

a técnica de contaminacdo do sedimento “spiked”.

o Avaliar efeitos subletais a partir de um gradiente de contaminacdo em

amostras com sedimento-marcado “spiked” com cadmio;

o Aplicar validar o ensaio com o anfipode H. nigra empregando amostras

ambientais que apresentem um gradiente de contaminacao;



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Organismo-teste

As espécies Hyale nigra (Fig. 1a) e Hyale youngi (Fig. 1b) sdo crustéaceos,
anfipodes, pertencentes a familia Hyalidae BULYCHEVA, 1957. Esses
crustaceos sdo representantes da epifauna vagil e destacam-se dos outros
grupos por sua abundancia e riqueza de espécies em comunidades de
macrofitas de todo o mundo (MUKAI, 1971; EDGAR, 1983; GUNNILL, 1985).
Além disso, constituem um importante recurso alimentar para varias espécies
de peixes e crustdceos (ZAMPROGNO, 1989; DUBIASKI-SILVA, 1999),
possibilitando assim, a transferéncia de contaminantes ao longo de toda a

cadeia trofica, como por exemplo, pelo processo de biomagnificacéo.

b)

7/

a)

Figura 1. Espécies empregadas no estudo (1a. Hyale nigra; 1b. Hyale youngi).

Anfipodes pertencentes a familia Hyalidae s&o muito generalistas e
apresentam grande facilidade de adaptacdo as adversidades ambientais
(LEITE et al., 2000). De acordo com Tararam et al., (1981) individuos dessa
familia sdo onivoros e comem qualquer alimento oferecido, havendo algumas

mudancas de acordo com a estacéo do ano.

Esta familia apresenta como caracteristica taxonémica o dimorfismo sexual
estimado através da variagcdo das medidas dos gnatopodos, nos machos o
gnatopodo | é modificado para agarrar as fémeas na copula. No caso dos
individuos da espécie Hyale nigra, a diferenciacdo taxondmica esta tanto nos
peredpodes de 5 a 7 com ha presenca de 3 espinhos simples, como também

no ramo dos uropédes 1 e 2 com espinhos marginais. Ja a espécie Hyale

10



youngi apresenta setas grandes e estriadas nos dactilus dos pereépodes de 3
a 7, e o pedunculo do urépode 1 com espinho lateral (SEREJO, 2001).

Estes anfipodes sdo frequentemente encontrados abrigados em costdes
rochosos de regifes entre - marés marinhas e estuarinas predominantemente
associada a algas Ulva sp. Estudos relataram que geralmente ocorre maior
abundéancia da espécie Hyale nigra na regidao inferior do costéo rochoso, o que
demonstra que além de tolerante, esta espécie é também o melhor competidor
entre os hialideos, mantendo-se em regides mais protegidas contra
dessecacado, enquanto H. youngi encontram-se restritas as regides mais altas
dos costdes (TARARAM et. al., 1986; CHAVANICH & WILSON, 2000).

Espécies desse grupo apresentam como regra a reproducdo continua, com as
fémeas carregando seus embrides em uma bolsa ventral, ajustando seu ciclo
reprodutivo a fim de explorar as condicbes ambientais favoraveis. De acordo
com Valério-Berardo e Flynn (2004), apesar desses organismos encontrarem-
se férteis durante todo o ano, a espécie H. nigra apresenta seu pico na

reproducao principalmente na primavera e verao.

2.2 Coleta, triagem e sele¢éo dos organismos

Os organismos foram coletados em bancos de algas da espécie Ulva sp
presentes nas praias de Santos e Guaruja (Fig. 2), preferencialmente na Ilha
das Palmas, Santos — SP (Fig. 3). Foram retiradas as algas presentes na zona
entre marés do costdo rochoso e posteriormente transportadas em caixa

térmica com agua do mar e aeracao até o laboratorio (ABNT NBR 15638/2008).
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Figura 2. Banco de algas coletadas na Praia de Pernambuco, Guaruja - SP.

Figura 3. Banco de algas coletadas na Ilha das Palmas.

No laboratorio foi realizada a triagem do material coletado e os organismos
separados de acordo com sua espécie. As principais espécies encontradas nos
locais de coleta foram H. nigra e H. youngi, porém, a frequéncia de ocorréncia

de cada uma destas é bastante variada.

Embora ndo seja o enfoque do estudo, foi observado que a espécie H. nigra
ocorre de forma mais abundante e com mais frequéncia nas praias de Santos e
Guaruja —SP do gue a espécie H. youngi. Deste modo, este foi o motivo pelo
qual a quantidade de testes realizados com cada uma das espécies foi

diferente.
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Figura 4. Triagem dos organismos-teste.

A identificacdo das espécies de anfipodes foi conduzida com o auxilio de
bibliografia especializada (BARNARD & KARAMAN, 1991; SEREJO, 2001) e,
quando necessario com a ajuda da especialista em anfipodes marinhos,

doutoranda do Instituto Oceanogréfico da USP, Carina Waiteman Rodrigues.

A frequéncia de ocorréncia de cada uma das espécies utilizadas neste estudo
variou muito, a espécie que apresentou maior abundéancia nas coletas foi a
Hyale nigra, por esse motivo, os ensaios foram realizados em maior nimero

empregando este organismo.

2.3 Manutencéo e aclimatacéao

Apods a triagem do material coletado os organismos foram aclimatados as
condigbes empregadas nos ensaios, em cubas de vidro contendo 1L de &gua

do mar filtrada em membrana 0,45 pum e livre de contaminagoes.

Foi avaliada também a viabilidade de manutencdo e cultivo dos organismos-
teste em laboratorio. Dessa forma, a manutencéo foi realizada uma vez por
semana, com troca da agua de cultivo, sendo controlados os parametros fisico-

quimicos (salinidade, pH e oxigénio dissolvido).
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Inicialmente os parametros fisico-quimicos da agua do mar foram mantidos de
acordo com os valores encontrados no local de coleta dos organismos, apés a
realizacdo dos ensaios de caracterizacdo dos fatores fisico-quimicos (item 2.4),
os parametros foram ajustados conforme os 6timos encontrados para a espécie
(20°C-25°C) salinidade 35+2 e pH entre 7,5 e 8,5).

Figura 5. Aclimatacdo dos organismos-teste.

Durante o periodo de aclimatacdo os organismos foram alimentados com 1,5
ml de uma racdo de peixe concentrada e algas Ulva lactuca diariamente, e
foram adicionadas redes tipo nylon como substrato artificial conforme
estabelecido na ABNT NBR “Ecotoxicologia Aquética — Toxicidade em
sedimento — Método de ensaio com Hyalella spp (Amphipoda)” (15470/2007).

Para o preparo da racdo, pesou-se 2g da racdo (Tetra-Min®), avolumados em
80 mL da &gua de cultivo e agitado até ficar em pequenos flocos.

2.4 Caracterizacdo dos parametros limitantes

De acordo com Melo & Nipper (2007), os critérios para aplicar uma espécie em
ensaios toxicologicos incluem avaliar a tolerancia a fatores ambientais naturais

tais como salinidade, temperatura e granulometria, bem como sua sensibilidade

a contaminantes.
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Neste sentido, para avaliar os parametros limitantes para as espécies H. nigra
e H. youngi foram realizados diversos ensaios, os quais foram separados por
etapas, sendo nomeados de Etapa | os ensaios com diferentes salinidades e

temperatura, Etapa Il os ensaios com diferentes condi¢cdes de pH.

Etapa |

Inicialmente os organismos foram expostos a diferentes salinidades (5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40) sob trés temperaturas (15°C, 20°C e 25°C), em ensaios de
10 dias. As solucdes testes foram preparadas misturando agua do mar filtrada
e 4gua destilada ou sal marinho comercial. Em seguida, os organismos foram
transferidos para frascos de polietileno de 1L de capacidade contendo 400 ml

da solucéo teste.

Etapa ll

Posteriormente, os organismos foram expostos a trés condi¢cdes de pH (7,5;
8,0; 8,5) por 10 dias, utilizando os valores 6timos de salinidade e temperatura
encontrados no ensaio anterior. A agua do mar utilizada nesta etapa dos
ensaios apresentava o pH inicial de 8,67, sendo assim, foi adicionado HCI 10%

para diminuir o pH nas concentra¢des propostas no estudo.

Os ensaios foram realizados com 3 réplicas contendo 10 organismos, em um
periodo de execucdo de 10 dias e foram mantidos em camaras de germinacdo
com a temperatura e fotoperiodo controlados, sendo os parametros fisico-
quimicos medidos periodicamente, juntamente com a alimentacdo e

manutencao dos frascos testes.
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O fluxograma 1 sintetiza os procedimentos realizados nessa fase do trabalho.

15°C

Ensgiqs com # 20°C Etapa |
salinidades

~

25°C

/ 7,5
Etapa ll
[ Ensaios com # ] —_— 8,0

pH \

8,5

| Sedimentolégica

AM

AMF | Ensaios com_ #F | —» AMG .
/ granulometria N Caracterizacéo
AG

AF

Fluxograma I. Procedimentos para a realizacéo da caracterizacdo dos parametros limitantes

2.4.1 Caracterizacdo de parametros sedimentolégicos

Também foi avaliada a sensibilidade das espécies a diferentes granulométricas
(areia muito grossa, areia grossa, areia média, areia fina, areia muito fina).
Para isso, 0 sedimento controle (item 2.5) foi lavado, peneirado e os graos
separados conforme sua fracdo de acordo com a escala de Wentworth. Em

seguida, os organismos foram expostos as diferentes fracfes propostas.
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Tabela 1. FracBes de areias empregadas nos ensaios (mm).

Fracdes Tamanho
Areia Muito Fina 0,063
Areia Fina 0,125
Areia Média 0,250
Areia Grossa 0,500
Areia Muito Grossa 1,000

Os testes foram realizados somente com a espécie H. nigra, e conduzidos em
frascos de polietiieno com volume de 1 L de capacidade, onde, foi introduzida
uma camada de 2 cm (150g) de sedimento e 600 ml de agua do mar filtrada em
membrana de 0,45 um. Apoés este procedimento, foram adicionadas telas de
nylon com abertura de malha de 600um em todas as réplicas. Tais telas foram
adicionadas para servir como substrato artificial para os organismos, e evitar
seu estresse, uma vez que a espeécie H. nigra, como ja relatado, apresenta

hébitos epibentbnicos e vivem fixadas em algas presentes no costao rochoso.

Como ja descrito anteriormente, os ensaios foram realizados com 3 réplicas
contendo 10 organismos, em um periodo de execucado de 10 dias. Embora nao
seja normalmente realizada a renovacdo da agua e alimentacédo dos frascos-
teste nos experimentos com anfipodes marinhos, no presente estudo optou-se
por realizar a renovacédo de 2/3 da agua de diluicdo por 3 vezes ao longo dos
10 dias de exposicdo, juntamente com a alimentacdo. A adaptacdo da
renovacao da agua e alimentacdo foi baseada em estudos preliminares e de
acordo a ABNT NBR 15470/2007 que estabelece estas condigcbes para 0s
ensaios com anfipodes de &gua doce. Os ensaios foram realizados

empregando 3 réplicas, contendo 10 organismos por réplica.
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2.5 Sedimento Controle

O sedimento empregado como controle para a etapa de separagao das fracoes
granulométricas foi coletado na Praia de Itaguaré, Bertioga - SP, localizada
dentro do Parque Estadual das Restingas de Bertioga, sendo uma area
bastante preservada e livre de impactos antrépicos e contaminagdo. Ja para 0s
ensaios, o sedimento foi coletado na llha das Palmas, Guaruja - SP, ponto
considerado controle para estudos na regidao da Baixada Santista (CESAR et
al., 2006).

As amostras de sedimento foram coletadas utilizando um pegador de fundo do
tipo van Veen e em caso de sedimentos com fracBes granulométricas maiores,
foi utilizada uma pa. Posteriormente as amostras foram transferidas para
sacos plasticos e levadas ao laboratério em uma caixa térmica. No laboratério
as amostras foram armazenadas a 4°C, seguindo as recomendacdes de
USEPA (2001).

2.6 Sensibilidade dos organismos-teste

Segundo Environment Canada (1990 e 1995), os ensaios com substancias
toxicas de referéncia sdo Uuteis para avaliar a sensibilidade relativa da
populacdo dos organismos que se pretende utilizar para estudar toxicidade de
qualquer amostra-teste, além de fornecerem informacdes sobre precisdo e

confiabilidade dos dados produzidos em laboratorio.

Dessa forma, para avaliar a viabilidade do uso das espécies H. nigra e H.
youngi como organismos-teste foram realizados ensaios utilizando como
substéancias toxicas de referéncia o cadmio (como cloreto de cadmio - CdCly),
o detergente dodecil sulfato de sodio (C12H25Na0O4S) a amdnia (como cloreto
de amoénia (NH4Cl,)) o dicromato de potassio (K.Cr,O;) e o sulfato de zinco
(ZnSO4) recomendados mundialmente (ASTM, 1992; ENVIRONMENT
CANADA, 1995; SCHIPPER et al., 1999; SWARTZ et al., 1985; USEPA, 1994;

18



ABNT NBR, 15638/2008), todos o0s reagentes empregados nos ensaios

apresentavam grau analitico.

2.6.1 Ensaios fase liquida

Os ensaios com as substancias de referéncia citadas acima foram realizados
em fase liquida e as concentracdes letais a 50% dos organismos expostos nos
ensaios (CL50) foram estabelecidas para o periodo de 96h (USEPA, 1994;
ABNT NBR 15638/2008).

Foram realizados 5 testes para cada substancia toxica de referéncia com a
espécie H. nigra e 3 testes com cloreto de cadmio, dodecil sulfato de sodio e
dicromato de potassio, 2 testes com cloreto de amonia e 1 com sulfato de zinco
com a espécie H. youngi, utilizando 3 réplicas para cada concentracao,
contendo 10 organismos por réplica. Para a realizacdo dos ensaios foram
utilizados frascos de polietileno de 1L, contendo 400 ml da solugdo e
adicionado redes de nylon como substrato artificial. A figura 6 ilustra a

execucao de um ensaio com substancia de referéncia em fase liquida.

Figura 6. Ensaios com substancia de referéncia (Fase liquida).
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As concentracOes definitivas foram determinadas nos ensaios preliminares,
seguindo um padréo de fator de diluicdo de 1.5 a 2.0, sendo que no término de
cada experimento foram contados os numeros de organismos Vvivos, imoveis

e/ou mortos.

Em paralelo aos ensaios, os parametros fisico-quimico (salinidade, oxigénio
dissolvido, pH e temperatura) foram analisados no inicio e no final de cada

experimento, de acordo com os protocolos estabelecidos por APHA (1998).

2.6.2 Ensaios fase sélida

De acordo com Lamberson et al., (1992), a causa da toxicidade e magnitude de
interagdo dos contaminantes nos sedimentos podem ser estimadas através de
ensaios com sedimento marcado por produtos quimicos ou misturas complexas
de residuos. Ensaios de toxicidade empregando sedimento marcado ou “spiked
sediments” sao rotineiramente utilizados para avaliar a sensibilidade de
organismos-teste a diversos contaminantes (ENVERONMENT CANADA, 1990;
1995; USEPA, 1994; ASTM, 1992), sendo preferencialmente realizados com
metais, como cadmio, cobre e zinco (GIUTSO et al., 2012; KING et al., 2006;
BARJHOUX et al, 2012), devido estabilidade que essas substancias

apresentam.

No presente estudo foram realizados ensaios com sedimento marcado (“spiked
sediments”) utilizando como substancia toxica de referéncia o cadmio, seguindo
0s protocolos técnicos nacionais e internacionais (ABNT NBR 15638/ 2008;
USEPA, 1994).

2.6.2.1 Caracterizagdo do sedimento-controle

Segundo ABNT NBR (15638/2008), o sedimento-marcado empregado nos

ensaios deve ser caracterizado quanto ao carbono orgéanico total, distribuicdo
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de tamanho da particula e umidade. Neste sentido, cabe ressaltar que tais
parametros foram avaliados antes dos experimentos, seguindo os protocolos

padronizados referenciados abaixo.

Umidade

Para a determinacdo da umidade do sedimento controle, foram pesados 5g da
amostra em um cadinho tarado, a qual permaneceu na estufa a 60-70°C por

72h, para ocorrer a perda da agua da amostra.

O valor da umidade foi calculado em:

%U = 100(p-p1)/p
Sendo:
p= peso da massa de amostra natural inicial

p1 = peso da massa seca

Granulometria

Para a determinacdo da granulometria das amostras de sedimento foram
utilizados béqueres de 400 ml, os quais foram inicialmente pesados e, tarados,
em seguida foram empregados ao longo de todo o procedimento. Dessa forma,
foram pesados 100 g das amostras e secas em estufa sob 60°C por 3 dias.
Apods seco, o sedimento foi lavado e peneirado em malha de 0,063 mm, para a
retirada da fracao lama. Em sequéncia, as amostras voltaram para os béqueres
identificados e novamente levados a estufa por mais 3 dias. Com o sedimento
seco, as amostras foram pesadas novamente, 0 peso inicial e o peso apés a

lavagem é a fracdo lama.

Em seguida as amostras de sedimento foram peneiradas no shaker por 10
minutos, e as fracOes separadas e pesadas. Com os resultados foram
calculadas as classificagbes granulométricas de Shepard (1954) e obtidos os

teores de areia, segundo classificagao de Folk; Ward (1957).
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Teor de Carbonato de Calcio (CaCOs3)

A quantificacdo do teor de carbonato célcio (CaCOs3) foi realizada com base no
método descrito por Hirota & Szyper (1975). Foram pesados cerca de 30g das
amostras em béqueres de 400 ml, sendo estes inicialmente pesados e
identificados. As amostras foram transferidas para a estufa a 60°C, onde
permaneceram por 3 dias. ApOGs este procedimento, as amostras foram
pesadas e o ataque de acido cloridrico (HCI 15%) realizado, permanecendo

imerso por 24 horas.

Em paralelo ao ataque de HCI foram secos filtros de papel na estufa e
pesados. Dessa forma, o sedimento com o &cido foi filtrado e lavado com agua
destilada. Apds a retirada de todo o acido, o sedimento juntamente com o filtro
foi novamente transferido para a estufa a 60°C por mais 3 dias. O peso inicial
(antes do ataque com HCI) e o peso final (apds o ataque) é considerado como

o valor de carbonato presente nas amostras.

Matéria organica (MO)

O método para medir teor de matéria organica foi descrito por Luczak et al.,
(1997). O mesmo sedimento empregado na determinacdo do carbonato de

calcio foi utilizado para a determinacdo da matéria organica das amostras.

Os cadinhos foram secos em mufla a 500°C por 30 minutos e sequencialmente
pesados e identificados. Posteriormente, os cadinhos com as amostras de
sedimento foram calcinados na mufla sob 500°C por 4 horas. Em seguida,

permaneceram no dissecador por 30 minutos para a realizacdo da pesagem.

Dessa forma, o valor antes de ir para a mufla (ap0s retirada do carbonato de

calcio e pesagem) e o valor apés a calcinacéo, é o teor de matéria organica.
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Amonia

O método empregado para a determinacdo da amodnia nas amostras de
sedimento foi o de titulacdo com acido sulfurico (H,SO,4) e encontra-se descrito
em APHA (1998).

2.7 Sedimento artificialmente contaminado

Este método envolve a adicdo de uma ou mais substancias quimicas em
amostras de sedimento em diferentes concentracdes para avaliacdo dos efeitos
do composto testado sobre os organismos expostos, através de ensaios de
toxicidade (USEPA, 2001; OECD, 1984; SIMPSON & KING, 2005).

Para a realizacdo da marcacao do sedimento foi empregado o cadmio como
substancia de referéncia. A técnica utilizada foi a de resuspensédo, misturando
600 ml da solucdo contendo as concentracbes de cadmio (CdCl,) e o
sedimento controle (1509) ( Fig. 7) com um agitador magnético (QUIMIS) por 4
horas em uma velocidade de 130 rpm (rotacdo por minuto) (Fig. 8). Apds 24h

foi retirada toda a solucéo dos frascos testes.

Figura 7. Pesagem do sedimento controle para serem empregados nos ensaios de toxicidade.
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Segundo as normas técnicas USEPA, 1994 e ABNT NBR 15638/2008, apos o
procedimento de mistura deve-se assegurar um tempo suficiente para equilibrio
da substéncia de referéncia. Dessa forma, o sedimento permaneceu
estabilizando sob a temperatura empregada nos ensaios (20°C) (SIMPSON et
al., 2005) por 14 dias (Giutso et al., 2012).

Figura 8. Agitador magnético empregado para a marcacao do sedimento “spiked”.

Inicialmente foi realizada uma marcagdo preliminar para determinar as
concentracfes reais que foram empregadas nos ensaios definitivos. Dessa
forma, todo o procedimento descrito anteriormente foi realizado com 2
concentracdes (0,40 mg.L™ e 0,60 mg L* de Cd) baseadas em estimativas e
derivadas a partir de uma solucéo estoque de 50 mg. L™. O célculo foi baseado

em concentracfes da solucédo e ndao concentracfes nominais.

ApOs os 14 dias de estabilizacdo, as amostras foram encaminhadas ao
Ecolabor (laboratério acreditado junto ao Inmetro para a realizacdo desta
analise) e submetidas a analises quimicas, a fim de avaliar a concentracao real

de caddmio que constava no sedimento.

Com os resultados obtidos nas analises quimicas foi possivel determinar as
concentragOes reais que seriam utilizadas nos ensaios definitivos (1mgCd, 2
mg, 4 mgCd e 8 mgCd/Kg de sedimento), estimadas a partir da equacdo da

reta (y = ax+b). No apéndice V seguem os calculos detalhados.
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Foram realizados 5 testes com o anfipode H. nigra, sendo um periodo de
exposicdo de 10 dias, com 4 réplicas contendo 10 organismos. Os ensaios
foram realizados em frascos de polietileno de 1L, contendo 150 g do sedimento
e 600 ml de 4gua do mar filtrada a 0,45 um. As condicfes dos ensaios na fase

sélida seguiram as mesmas descritas no item 2.4.1.

2.7.1 Avaliacdo do comportamento dos organismos-teste

Embora a letalidade seja na maioria das vezes o “endpoint” avaliado em
ensaios de toxicidade, analisar efeitos subletais como, por exemplo, alteragbes
na producdo de descendéncia ou no comportamento, podem ser mais
vantajosos, pois nem sempre ocorre a mortalidade em organismos expostos a
contaminantes sob ambientes naturais (FAY et al., 2000; ROAST et al., 2001;
PEREZ & WALLACE, 2004).

Neste sentido, a fim de complementar as informacfes e o entendimento do
efeito de um contaminante sobre a espécie estudada, foram avaliados os
efeitos subletais como a alteragbes no comportamento de natacdo e
enterramento do anfipode H. nigra.

Tais avaliagbes foram realizadas a partir dos ensaios com sedimento
contaminado (item 2.7), onde se encontra um gradiente de contaminagdo
conhecido. Sendo assim, no final dos experimentos com sedimento-marcado
0s organismos da espécie Hyale nigra foram expostos nos ensaios para avaliar

seu comportamento de natagc&o e enterramento, descritos abaixo.

2.7.1.1 Avaliagcdo do comportamento de natagéo

Apos os 10 dias de ensaios com sedimento-marcado com cadmio (item 2.7), 0os
organismos foram direcionados aos ensaios para avaliar possiveis alteracdes
no seu comportamento de natagdo horizontal e vertical, seguindo a

metodologia empregada por Wallace & Estephan (2004).
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Para avaliar as alteragcdes na natagéo horizontal do anfipode Hyale nigra, foram
realizados 2 ensaios com 10 réplicas, sendo 1 organismo por réplica. Os
organismos foram transferidos para placas de Petri contendo tampinhas de
plasticos com 2,5 ml de agua do mar (Fig. 9) (salinidade 35 sob 20°C), onde
foram observados por 15 minutos, sendo os 5 primeiros minutos considerados
como periodo de aclimatacdo e, nos 10 minutos restantes foram observados a
natagdo no sentido horario e anti-horario, onde foi avaliado o percentual de

tempo movel dos organismos-teste [(segundo movel) / (600s)] x 100.

Figura 9. Ensaio para avaliar a natagdo horizontal do organismo-teste (H. nigra).

ApOs avaliada a natagdo horizontal, os organismos foram transferidos para
caixas de plastico transparente com dimensfes de 3,5 cm de largura, 6,0 cm
de altura e 1,0 cm de profundidade, contendo 10 ml de agua do mar (Fig. 10)
(salinidade 35 sob 20°C), para avaliar as alteragdes de sua natacao vertical. A
observacdo teve um periodo de exposicdo de 40 minutos, sendo os 10
primeiros minutos considerados o periodo de aclimatagdo. Nos 30 minutos
restantes foi observada a natacdo dos organismos até a superficie do frasco-

teste. Os ensaios tiveram 4 réplicas contendo 2 organismos.

As concentragfes utilizadas nessa etapa dos ensaios foram de: 1 mgCd, 2
mgCd e 4 mgCd/kg de sedimento, sendo a concentragcdo de 8 mgCd/kg
descartada para essa avaliacdo, pois a maioria dos organismos morreram nos
ensaios em fase solida.
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Figura 10. Ensaio para avaliar a natacéo vertical do organismo-teste (H. ni

2.7.1.2 Enterramento

Em paralelo aos términos dos ensaios agudos com sedimento-marcado (item
2.6.2.2) foi observado também o comportamento em relacdo a frequéncia de
enterramento dos organismos, a fim de compreender se ha alguma ligacdo

com este comportamento e 0 meio exposto.

Considerando que a espécie Hyale nigra seja um organismo com habito
epibentonico e ndo escavador como, por exemplo, Tiburonella viscana, foi
avaliada sua real rota de exposicdo em ensaios com sedimento, possibilitando
entender de que maneira este organismo estd sendo afetado pelos

contaminantes contidos nos sedimento.

As observacdes foram feitas de forma visual, a partir da comparacado do
comportamento dos organismos expostos no controle com as concentracdes

empregadas nos ensaios.
Dessa forma, no final dos experimentos com sedimento-marcado foi obsevada

a quantidade de organismos: i. enterrado, ii. sobre a superficie do sedimento e

iii. na coluna d’agua.
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2.8 Aplicacao - Ensaios com amostras ambientais

2.8.1 Area de estudo e pontos de amostragem

O Estuario de Santos esta localizado na por¢cao central do litoral do Estado de
Sao Paulo, fazendo parte da Baixada Santista e englobando as Baias de
Santos e S&o Vicente. Essa regido possui grande importancia econdmica,
devido a presenca do polo industrial de Cubatdo, do Porto de Santos, do
imenso potencial turistico e também dos recursos pesqueiros e naturais

proporcionados pelos manguezais que ocorrem junto ao estuario.

A rede de pontos de amostragem estabelecida para o sistema estuarino de
Santos (Fig. 11) foi desenhada a partir de trabalhos anteriores (LAMPARELLI
et al., 2001; ABESSA, 2002 e CESAR, et al., 2006; 2007; 2009), sendo o P1
localizado préximo a empresa Usiminas, o P2 e P3 proximo a llha Barnabé,
local onde esta situado os terminais de granéis liquidos do Porto de Santos, e o
P4 considerado como ponto controle, localizado na llha das Palmas, Guaruja —
SP. De acordo com os autores acima citados, as estacdes P1, P2 e P3 sdo
consideradas as mais criticas do Estuario de Santos, e relacionam a
contaminagcdo e toxicidade presentes nestas com as operagdes portuarias e

atividade industrial.
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Figura 11. Area de estudo e localizacdo dos pontos de amostragem.
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As figuras abaixo demonstram o contraste de paisagens que ha no estuario de
Santos, onde na figura 12. A) é possivel observar a presenca de um bosque de
manguezal ainda preservado, e na figura 12. B) o polo industrial de Cubatao,
sendo que as emissfes atmostéricas que aparecem no fundo da figura séo

provenientes da empresa Usiminas.

Figura 12. A) Bosque de manguezal no estuario de Santos; B) Imagem do ponto P1 (Polo

industrial de Cubatéo).

As amostras foram coletadas em dezembro de 2012, sendo 4 pontos de
amostragem localizados no estuario de Santos, conforme descritos abaixo
(Tabela 2).

Tabela 2 . Localizacdo dos pontos de amostragem.

Ponto Coordenada
P1 235616.462226
P2 235450.462148
P3 235511.462127
P4 240034.461927

Os procedimentos de coleta (Fig. 13), armazenamento e manipulacdo das
amostras de sedimentos foram realizados da mesma forma descrita no item
2.5.
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Figura 13. Coleta de sedimento utilizando o pegador de fundo do tipo van Veen.

2.8.2 Ensaios de toxicidade

2.8.2.1 Sedimento Integral

O método utilizado na execucdo dos ensaios de toxicidade com sedimento
integral foi fundamentado nas normas ABNT NBRs 15470/2007; 15638/2008 e
USEPA (1994) e encontram descritos no item 2.4.

2.8.3.2 Elutriato

Com as mesmas amostras foi realizado teste de toxicidade com a fase liquida
do sedimento no tratamento elutriato, foram agitadas por 30 minutos 200 ml
das amostras de sedimento e 800 ml de agua marinha filtrada. Apdés a
agitacdo, as amostras permaneceram estabilizando por 1 hora, sendo utilizada
a agua sobrenadante (ABNT NBR15325/2011). Posteriormente 0s organismos

foram transferidos para os recipientes testes contendo 400 ml da amostra.
Os ensaios foram realizados com 4 réplicas para cada amostra contendo 10

organismos por réplica, sendo estes adultos, sadios e de mesmo tamanho.
N&o foram utilizadas fémeas ovigeras.
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Os experimentos na fase liquida do sedimento (Elutriato) tiveram duracédo de
96 horas. Ao fim do experimento, os organismos foram transferidos para placas
de Petri, com auxilio de uma pipeta Pasteur de ponta arredondada e
examinado em estereomicroscopio. O numero de animais mortos e vivos foi
contado. Quando a soma final de vivos e mortos numa réplica ndo atingiu 10,

0S organismos nao encontrados foram considerados mortos.

Os parametros fisico-quimicos (salinidade, pH e oxigénio dissolvido) foram

controlados diariamente.

2.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos testes com as substéncias referéncia foram
analisados pelo método estatistico Trimmed Spearman-Karber, dessa forma,
foram estimadas as respectivas CL50 (concentracdes letal mediana a 50% dos
organismos) e seus intervalos de confianga, para as diferentes substancias,

apos 96h de exposicdo na fase aquosa e 10 dias na fase sélida (sedimento).

Os dados de toxicidade obtidos nos ensaios dos itens 2.4 Caracterizacdo dos
parametros limitantes, 2.7.1.1 Avaliacdo do comportamento de natagéo e 2.8
Ensaios com amostras ambientais foram analisados estatisticamente com o
auxilio do Software TOXSTAT 3.5 (1996). A normalidade e homocedasticidade
dos dados foram testadas aplicando-se o teste de Chi-quadrado e Bartlet,
respectivamente. Nao houve necessidade da transformacéo dos dados obtidos,
pois os resultados passaram nos testes citados anteriormente, sendo assim
para a comparacdo dos resultados foram aplicados os testes de Dunnett,

Tukey e T test.

No item 2.7.1.2 Enterramento, a observacdo foi realizada somente para
entender e descrever o perfil da espécie H. nigra quanto a esse
comportamento, para assim entender qual é de fato a sua principal via de

exposicao aos contaminantes contidos na matriz sedimentar.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagcdo dos parametros limitantes

Os resultados obtidos nos ensaios com diferentes salinidades e temperaturas
apresentaram valores 6timos na salinidade 35 e temperatura de 20°C, onde
apresentaram 95% de sobrevivéncia dos organismos expostos para espécie
Hyale youngi, e salinidade 35 em temperatura de 20°C e 25°C para a espécie
Hyale nigra, com 86% de sobrevivéncia. Contudo, também foram encontrados
valores considerados satisfatorios entre as salinidades 30 e 40 sob as 3
temperaturas testadas (15°C, 20°C e 25°C), conforme pode ser observados
nas figuras 14 e 15. Os dados brutos dos ensaios com diferentes salinidades e
temperatura para ambas as espécies encontram-se descritos no apéndice I.
Nas salinidades de 5, 10 e 15 nao houve sobrevivéncia ou foram muito baixas,
sendo assim, estas salinidades foram consideradas inadequadas para as

espécies.

Salinidade e T°C
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Figura 14. Valores obtidos nos ensaios de diferentes salinidades e temperaturas com o

anfipode H. nigra (média, + desvio padrao).
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Figura 15. Valores obtidos nos ensaios de diferentes salinidades e temperaturas com o

anfipode H. youngi (média, + desvio padréo).

Nos ensaios com os diferentes concentracdes de pH o melhor valor encontrado

para o anfipode H. youngi foi de 90% de sobrevivéncia na concentragdo de 8,5,

e para o anfipode H. nigra também em 8,5 com 86% de sobrevivéncia. Porém,

0S organismos apresentaram sobrevivéncias satisfatérias (= 80%) em todas as

condicbes de pH, suportando variagcdes de pH entre 7,5 a 8,5; conforme

descrito na tabela 3.

Tabela 3. Resultados encontrados nos ensaios com diferentes valores de pH com os anfipodes

Hyale youngi e Hyale nigra.

pH % de sobrevivéncia % de sobrevivéncia
(Hyale youngi) (Hyale nigra)

7,5 85% 83%

8,0 85% 85%

8,5 90% 86%
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Os ensaios com diferentes tamanhos de graos apresentou resultado acima de
80% de sobrevivéncia no sedimento controle para Hyale nigra, sendo assim,
foram considerados validos. Na figura 16, € possivel observar que nas fracées
de areia fina (AF) e areia grossa (AG) os resultados apresentaram diferencas
significativas do controle (p> 0.05), sendo que neste houve predominancia de
areia média (Tabela 4). No entanto, deve-se considerar que 0s ensaios foram
realizados em condi¢cbes extremas, ou seja, 100% da fracdo de cada textura
analisada, fato que dificilmente ocorre na natureza. Portanto, o resultado obtido
no controle, onde héa as diversas fracbes misturadas, demonstra que a espécie
H. nigra quando ndo esta exposta a condi¢cdes extremas, apresenta tolerancia

aos diversos tamanhos de gréos.

Granulometria

*
* I
AF AM AG AMG

Controle AMF

100 -

Sobrevivencia (%)

Tamanho do grao de areia

Figura 16. Valores obtidos no ensaio com diferentes granulometrias

( *= diferenca significativa com controle)

Tabela 4. Caracterizagdo do sedimento empregado como controle (llha das Palmas, Guaruja —
SP). AMF — Areia Muito Fina; AF — Areia Fina; AM — Areia Média; AG — Areia Grossa; AMG —

Areia Muito Grossa.

Controle
CaCO3 M.O Granulometria (%)
U (%)
(%) (%) AMG AG AM AF AMF Lama
7,29 16 22,47 4,48 19,34 62,84 5,93 0,38 2,48
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3.2 Sensibilidade dos organismos-teste

3.2.1 Ensaios fase liquida

Os resultados obtidos nos ensaios com as substancias toxicas de referéncia
para as espécies H. nigra e H. youngi estdo descritos nas tabelas de 5 a 14
respectivamente. Conforme pode ser observado, ambas as espécies
apresentaram sensibilidade constante para as diversas substancias testadas,
sendo que o dodecil sulfato de sédio (Ci2H2sNaO4S) foi a substancia que
apresentou menor variacao nos resultados de letalidade para espécie H. nigra,

com um coeficiente de variagéo de 17%.

Para a espécie H. youngi a substancia de referéncia que demonstrou menor
variagdo nos resultados obtidos é o dicromato de potéssio (K,Cr,O7) com um
coeficiente de variacédo de 10%.

Environment Canada (1999) recomenda que os valores dos coeficientes de
variagdo obtidos em ensaios com substancia de referéncia seja <40%,
portanto, a maioria dos resultados obtidos no presente estudo estdo dentro

deste critério e podem ser observados nas tabelas abaixo.

Com os resultados obtidos observou-se que a espécie H. nigra apresenta para
as diferentes substancias testada uma sensibilidade ligeiramente superior
quando comparada com a H. youngi, exceto para o cloreto de cadmio que
apresentou valor médio das CL50 maior para H. nigra, conforme demonstra a

figura 17.

Os parametros de qualidade da 4gua (OD, T° C, salinidade e pH) mantiveram-
se dentro dos limites aceitaveis, conforme demonstrado nos itens anteriores, e
conforme as normas empregadas para ensaios com anfipodes, nao interferindo

nos resultados dos ensaios.
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No apéndice VI e VIl encontram-se as cartas controle originadas a partir dos
ensaios com substancias de referéncia em fase liquida com os anfipodes H.

nigra e H. youngi, respectivamente.

1000 -
= 1 166,85
- 1 103,4 ;
E‘, 100 | ) o @ H. nigra
Y ] 8,71 18.862’
4]
{=] 1 i
o 10E 344 B H. youngi
;C: 1
1 <

§ 031027 024037
(6]

0,1 T T T T 1

DSS NHA4CI2 K2Cr207 CdCl2 ZnS04
Substancias de Referéncia

Figura 17. Resultados dos testes de sensibilidade com os anfipodes H. nigra e H. youngi com
as substancias de referéncia: dodecil sulfato de sédio, cloreto de amoénia, dicromato de
potéssio, cloreto de cadmio e sulfato de zinco, expressos como valores médios de CL50gg €

seus respectivos desvios padroes.

Tabela 5. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale nigra (mg.L'l)
empregando o Cloreto de Aménia como substancia de referéncia.

* C.V% = Coeficiente de variagdo; ** D.P = Desvio padréo.

Substéancia de referéncia: Cloreto de Amoénia (NH4ClI,)

Teste Data CL50 -96h Li(;;;;f' Ligsi‘;p'
01 24/03/2012 82,05 63,10 106,70
02 16/04/2012 124,26 113,93 135,53
03 08/05/2012 103,43 83,31 128,42
04 08/05/2012 118,29 93,40 149,81
05 16/05/2012 89,06 68, 39 115,98

MEDIA 103,42 67,11 139,73
C.V%* 18 D.p** +18,15
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Tabela 6. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale nigra (mg.L'l)
empregando o Dodecil Sulfato de S6dio como substancia de referéncia.

* C.V% = Coeficiente de variacao; ** D.P = Desvio padréo.

Substéncia de referéncia: Dodecil Sulfato de S4dio (C12HsNaO,4S)

Teste Data CL50 -96h L|(;15;£;f Ligsfgp.
01 04/12/2011 4,38 4,02 4,78
02 13/05/2012 3,23 2,66 3,92
03 19/05/2012 2,87 2,51 3,29
04 29/05/2012 3,64 3,28 4,05
05 29/05//2012 3,12 2,81 3,47

MEDIA 3,45 2,27 4,63
C.V%* 17 D.p** + 0,59

Tabela 7. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale nigra (mg.L™)
empregando o Dicromato de Potassio como substancia de referéncia.

* C.V% = Coeficiente de variacdo; ** D.P = Desvio padréo.

Substancia de referéncia: Dicromato de Potassio (K,Cr,07)

Teste Data CL50 -96h L|(;15;:;f Ligs;zl;p'
01 22/05/2012 18,25 13,08 25,40
02 28/06/2012 19,20 14,03 26,29
03 06/07/2012 11,07 9,26 13,24
04 02/08/2012 30,98 27,41 35,02
05 13/09/2012 14,90 12,50 17,77

MEDIA 19,88 3.38 36,37
C.V%* 41% D.pP** 18,25
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Tabela 8. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale nigra (mg.L'l)
empregando o Cloreto de Cadmio como substancia de referéncia.

* C.V% = Coeficiente de variacao; ** D.P = Desvio padrao.

Substancia de referéncia: Cloreto de Cadmio (CdClI2)

Teste Data CL50 -96h L|(;15;£;f Ligsfgp.
01 25/06/2012 0,22 0,16 0,30
02 25/06/2012 0,20 0,13 0,31
03 29/06/2012 0,31 0,24 0,39
04 02/08/2012 0,42 0,33 0,55
05 07/08/2012 0,43 0,29 0,63

MEDIA 0,32 0,10 0,53
C.V%* 34 D.pP** +0,11

Tabela 9. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale nigra (mg.L™)
empregando o Sulfato de Zinco como substancia de referéncia.

* C.V% = Coeficiente de variacdo; ** D.P = Desvio padréo.

Substéancia de referéncia: Sulfato de Zinco (ZnSO,)

Teste Data CL50 -96h L|(;15;:;f Ligs;zl;p'
01 07/08/2012 0,51 0,41 0,62
02 13/08/2012 0,19 0,12 0,31
03 05/09/2012 0,09 0,07 0,13
04 13/09/2012 0,08 0,07 0,10
05 09/10/2012 0,35 0,33 0,38

MEDIA 0,26 -0,12 0,60
C.V%* 75 D.pP** +0,18
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Tabela 10. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale youngi (mg.L'l)
empregando o Cloreto de Amdnia como substancia de referéncia

* C.V% = Coeficiente de variacao; ** D.P = Desvio padréo.

Substéncia de referéncia: Cloreto de Amonia (NH4Cly)

Teste Data CL50 -96h LI(ZS(;:;]C Li?;s%;p.
01 06/07/2012 150,00 109,67 205,15
02 01/09/2012 183,71 165,16 204,32

MEDIA 166,86 119,18 214,53
C.V%* 14 D.pP** + 23,84

Tabela 11. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale youngi (mg.L'l)
empregando o Dodecil Sulfato de Sédio como substéncia de referéncia
* C.V% = Coeficiente de variacdo; ** D.P = Desvio padréo.

Substéncia de referéncia: Dodecil Sulfato de S6dio (C12H2sNaO,4S)

Teste Data CL50 -96h Li(g;';;f' Li?;;sos/()‘;p'
01 04/12/2011 5,07 4,60 5,58
02 25/05/2012 12,34 7,98 19,11
03 31/05/2012 7.11 5,89 8,57

MEDIA 8,17 0,67 16,67
C.V%* 46 D.P* + 8,20
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Tabela 12. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale youngi (mg.L'l)

empregando o Dicromato de Potassio como substancia de referéncia

* C.V% = Coeficiente de variacdo; ** D.P = Desvio padrao.

Substéncia de referéncia: Dicromato de Potassio (K,Cr,07)

Teste Data CL50 -96h L|(;15;£;f Ligsfgp.
01 26/05/2012 21,28 17,57 25,77
02 06/07/2012 24,49 19,95 30,07
03 24/08/2012 26,07 20,55 33,07

MEDIA 23,95 19,07 28,83
C.V%* 10 D.pP** +2,44

Tabela 13. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale youngi (mg.L™)
empregando o Cloreto de Cadmio como substancia de referéncia

* C.V% = Coeficiente de variacdo; ** D.P = Desvio padréo.

Substancia de referéncia: Cloreto de Cadmio (CdCl,)

Teste Data CL50 -96h Ll(ss;)r;f Ligéos/()l;p'
01 12/06/2012 0.20 0.15 0.27
02 16/06/2012 0.36 0.20 0.64
03 15/09/2012 0.27 0,17 0,43

MEDIA 0,28 0,12 0,44
C.V%* 29 D.p** + 0,08
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Tabela 14. Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale youngi (mg.L'l)
empregando o Sulfato de Zinco como substancia de referéncia

* C.V% = Coeficiente de variacao; ** D.P = Desvio padréo.

Substancia de referéncia: Sulfato de Zinco (ZnSO,)

Lim. Inf. i
Teste Data CL50 -96h Lim. OSUP-
(95%) (95%)

3.3 Ensaio fase so6lida (sedimento artificialmente contaminado)

Os resultados dos ensaios com sedimento contaminado com cadmio
demonstraram pequena variacéo na sensibilidade do anfipode Hyale nigra (C.V
% = 26) e estao descritos na tabela 15 e apéndice Ill.

No apéndice VIl encontra-se a carta controle originada a partir dos 5 ensaios

com sedimento artificialmente contaminado com cadmio.

Tabela 15. Resultados dos ensaios com sedimento contaminado com o anfipode
Hyale nigra (mg.Cd/kg).

Substéncia de referéncia: Cadmio (Cd)

Teste Data CL50 -10d L'(rgnS;)r;f Li?;;sos/()‘;p'
01 29/12/2012 6.46 5.19 8.09
02 25/01/2013 4.90 3.39 7.07
03 28/01/2013 6.17 4.34 8.77
04 01/02/2013 7.51 5.62 10.04
05 04/02/2013 3.59 2.16 5.97

MEDIA 5.73 1.51 8,75
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3.3.1 Comportamento dos organismos-teste

3.3.1.1 Natagéo

Os resultados obtidos nos ensaios para avaliar o comportamento em relacéo a
natacdo dos anfipodes da espécie Hyale nigra foram analisados a partir da
porcentagem de mobilidade. Conforme pode ser observado nas tabelas 16 e
17 houve muita variagdo nos resultados obtidos, ndo havendo um padrédo de
mobilidade nas concentracfes testadas, porém embora estatisticamente so
tenha indicado diferenca significativa em uma ocasido, notou-se um aumento
na mobilidade dos organismos expostos na maior concentragdo em ambos 0s

ensaios tanto na natacéo horizontal como também na vertical.

Tabela 16. Resultados dos ensaios para avaliar a nata¢@o horizontal do anfipode H. nigra.

(* diferenca significativa, Dunnets).

Percentual de mobilidade (%)

Concentracdes
Ensaio 1 Ensaio 2
Controle 11,66 33,66
1mg 58,83 52,16
2mg 26,33 46,66
4mg 74,5* 101,83

Tabela 17. Resultados dos ensaios para avaliar a natacéo vertical do anfipode H. nigra.

Percentual de mobilidade (%)

Concentracdes
Ensaio 1 Ensaio 2
Controle 32,5 42,66
1mg 26,83 53,16
2mg 41,83 38,6
4mg 103,5 96,34
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3.3.1.2 Enterramento

Com os resultados obtidos nesta etapa do estudo foi possivel observar que néo
ha diferenca no comportamento dos organismos-teste em relacdo ao gradiente
de contaminacdo em que foram expostos, pois 0S organismos se apresentaram
de forma semelhante em todas as concentracdes analisadas, incluindo o

controle.

Nao foram observados hébitos escavadores nos anfipodes da espécie Hyale
nigra durante os ensaios com sedimento-marcado, sendo assim, foi observado
um teste de evitamento (avoidance test). Notou-se que oS organismos-teste
tendem em sua grande maioria (acima de 90% dos individuos presentes nos
frascos) a permanecer fixados nas telas de nylon, e eventualmente encontram-

se nadando sobre a coluna d’agua (3%) ou sob o substrato (7%).

3.4 Ensaios de toxicidade com amostras ambientais

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade com sedimento integral (Fig.
18) e elutriato (Fig. 19) com a espécie Hyale nigra comprovaram o potencial
desse anfipode para avaliar a toxicidade de sedimentos em diferentes vias de

exposicao.
O P4 considerado como ponto controle, foi 0 que apresentou maior percentual

de sobrevivéncia, e o P2 e P3 foram os considerados os pontos mais criticos

tanto no ensaio com sedimento integral, como também no tratamento elutriato.
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Sedimento Integral
120 -

100 -

(==}
(=
I

Sobrevivéncia (%)
= [=2]
(=] (=]
| |

N
(=
I

(=]
|

P1 P2 P3 P4
Amostras

Figura 18. Resultados médios dos ensaios com amostras ambientais

(*= diferenca significativa; p = 0.05).

Na tabela 18 encontram-se os valores de granulometria, matéria organica,
carbonato de calcio e amonia obtidos em cada um dos pontos de amostragem.
Nota-se que a quantidade de aménia total do P2 (1,47 mg.L™) foi o maior valor

encontrado entre os pontos.
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Figura 19. Resultados médios dos ensaios com o tratamento elutriato
(* = diferenca significativa; p = 0,05). Letras diferentes correspondem diferencas significativas
(pTukey <0,01).
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Tabela 18. Caracterizagdo das amostras de sedimento coletadas no estuario e baia de Santos
—SP. AMF — Areia Muito Fina; AF — Areia Fina; AM — Areia Média; AG — Areia Grossa; AMG —

Areia Muito Grossa.

Granulometria (%)

CaCOs M. O
Amostras . NH, .
(%) (%) lama AMF AF AM AG AMG
P1 5,58 0,98 11,09 5257 12,75 6,35 6,17 2,33 3,84
P2 5,03 1,47 856 91,40 545 0 1,58 0,04 0,09
P3 431 0,49 3,5 87,78 531 0,80 0,69 0,31 0,33
P4 7,29 0,56 1,6 2,48 0,38 593 62,84 17,30 4,01
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4. DISCUSSAO

Os anfipodes sé@o considerados 6timos indicadores da qualidade ambiental,
uma vez que estes organismos sdo sensiveis a diversos tipos de
contaminantes presentes nos ambientes aquaticos. Por esse motivo, sdo
frequentemente selecionados como organismos-teste para avaliar a toxicidade
de amostras de sedimentos (ANDERSON et al.,, 2008; BERTOLETTI, 2011;
CARRETERO et al., 2012).

Tendo em vista 0 aumento progressivo das atividades antropicas que geram
impactos aos ecossistemas, destaca-se a necessidade da implementagcéo de
programas de monitoramento ambiental que contemple espécies aquaticas

nativas destes ecossistemas.

De acordo com Arezon (1996), tal fato reside principalmente em dois aspectos:
primeiro no impacto direto ou indireto, que a introducado intencional ou ndo de
uma espécie exaotica teria sobre a dindmica ambiental; segundo, na qualidade
da resposta que uma espécie autdctone poderia fornecer, ja que em geral, sua
condicao ideal de cultivo, bem como as condi¢des de realizagdo dos testes,
estdo proximas das caracteristicas ambientais. O uso de espécies autéctones,
adaptadas as caracteristicas ambientais, certamente poderia prover resultados
muito mais proximos da realidade do que os resultados obtidos com espécies

exoticas.

Dessa forma, o desenvolvimento de um protocolo para aplicacdo em ensaios
toxicidade com sedimento empregando anfipodes epibenténicos marinhos
(Hyale nigra e Hyale youngi) permitir4, além de uma maior compreensao da
qualidade ambiental dos sistemas litoraneos, em especial aquele influenciados
por atividades poluidoras, como também gerard subsidios para as préximas
revisdes das normas ABNT NBRs 15638/2008; 15470/2007.
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4.1 Caracterizacdo dos parametros limitantes

Identificar e caracterizar o limiar das espécies em relacdo aos diversos
parametros fisico-quimicos e sedimentoldgicos é de extrema importancia, pois
contribui para o entendimento de possiveis fatores que podem inteferir na
interpretacdo dos dados (confounding factors), e diminui a possibilidade de
falsos-negativos e falsos-positivos na aplicacdo de ensaios com estes

organismos.

Segundo Serejo (2001), anfipodes das espécies H. nigra e H. youngi
encontram-se distribuidos nos estados da Bahia, Rio de Janeiro e S&o Paulo,
predominantemente associados as macroalgas presentes em costdes
rochosos. Entre os anos de 1972 a 1997 foi observado um aumento temporario
na abundancia de espécimes de Hyale na regido sudeste do Brasil, estando
relacionado com a substituicdo de espécies menos tolerantes por espécies
mais generalistas, como H. nigra (LEITE et al., 2000). Contudo, essa tolerancia
relatada pelos autores esta relacionada ao comportamento oportunista
tipicamente presente em espécies que habitam regides costeiras, uma vez que
estdo expostas a variacdes de pressdo das marés, além de choques osmaticos

e térmicos.

Dois sdo os fatores que influenciam na reproducdo dessas espécies: 1)
temperatura (KINNE, 1961; FISH & PREECE, 1970; BARNETT, 1971); 2)
fotoperiodo (WILLIAMS, 1978; STEELE et al., 1977; STEELE, 1981), além da
possibilidade da interacdo destes fatores com outros, como por exemplo a

disponibilidade de alimentos e abrigo.

Os resultados prévios obtidos nos ensaios de caracterizacdo dos parametros
fisico-quimicos demonstraram que ambas as espécies (H. nigra e H. youngi)
apresentam tolerancia as condi¢des ambientais (salinidade, temperatura e pH)
correspondente aos valores meédios encontrados de forma natural nos
ecossistemas litorAneos brasileiros, tipicamente marinhas e tropicais a
subtropicais, suportando em geral variacoes entre 30 a 40 de salinidade, 20°C

a 25°C e pH entre 7,5 e 8,5. No entanto, deve-se considerar tanto as

47



flutuacBes na ocorréncia desses parametros de forma natural, como também a

adaptacao fisioldgica das espécies as condi¢cdes dos ambientes onde vivem.

No caso do anfipode Rhepoxynius abronius, presente em toda a costa oeste da
Ameérica do Norte, a faixa de valores indicados como adequados varia de 25 a
35 de salinidade sob 15°C+2 (USEPA, 1994). Contudo, em um estudo
realizado por Lamberson et al.,, (1992) foi otimizado para a execucdo dos
ensaios uma temperatura de 20°C+2, o que demonstra que a espécie R.
abronius possivelmente se adapta as variacbes de temperaturas presentes
nos ambiente onde vivem. A ABNT NBR 15638/2008 cita as condi¢cbes
apropriadas para 0s ensaios com espécies de anfipodes marinhos ou
estuarinos que sdo padronizadas, dentre elas, destaca-se as espécies que
geralmente sdo empregadas em ensaios de toxicidade no Brasil: Leptocheirus
plumulosus e Tiburonella viscana. Para a espécie exotica L. plumulosus a faixa
de salinidade adequada varia de 1,5 a 32, ja a espécie nativa T. viscana néo
suporta tanta variacdo, apresentando tolerancia entre 26 a 36 de salinidade,
sob 25°C +2 para ambas as espécies. No entanto, deve-se considerar que L.
plumulosus sdo anfipodes encontrados em sedimentos finos de regifes
estuarinas da costa leste da América do Norte (BOUSEFIELD, 1973), e ndo
uma espécie que esteja adaptada as condicbes dos sistemas litoraneos

brasileiros.

Para a validacdo de espécies a serem empregadas em ensaios de toxicidade
com sedimentos é de extrema importancia que seja observado a tolerancia das
mesmas aos diferentes tamanhos de particulas granulométricas, pois este fator

pode influenciar diretamente nos resultados dos ensaios.

Estudos pretéritos j& demonstraram que o coeficiente de variagdo dos
resultados para espécies de anfipodes esta fortemente relacionado com as
fracOes de sedimento, principalmente em relagdo a quantidade de silte+argila
presentes na amostra (MELO & NIPPER, 2007; SOUSA et al., 2007; CHOUERI
et al., 2009 BERTOLETTI, 2011). Em Bertoletti (2011), ha uma extensa
discussdo quanto a essa influéncia sobre os resultados de ensaios de

toxicidade para algumas espécies de anfipodes e indica como melhor maneira
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para avaliar esses resultados, empregar também nas analises estatisticas o

coeficiente de determinagéo (r?).

Para os anfipodes norte-americano Leptocheirus plumulosus e Eohaustorius
estuarius, por exemplo, este ndo € um fator que interfere nos resultados
obtidos, pois esses anfipodes apresentam tolerancia as diversos tamanhos de
graos (USEPA, 1994). No entanto, como resposta a inadequada distribuicdo
dos tamanhos das particulas pode ocorrer uma reducéo tanto no crescimento

como também na sobrevivéncia em outras espécies (MELO & NIPPER, 2007).

Os resultados prévios dos ensaios com diferentes fracdes de granulometrias
demonstraram que o anfipode H. nigra apresenta tolerancia a 3 diferentes
fracOes de graos de areia testados AMF (areia muito fina) AM (areia média) e
AMG (areia muito grossa). Contudo, conforme j& mencionado, deve ser
considerado que as condicbes empregadas nos ensaios foram de 100% de
cada tipo de fracdo. Sendo assim, no sedimento controle embora tenha sido

observado predominancia de areia média, houve a presenca de 19,34% de AG
(areia grossa) e 5,96% de AF (areia fina), o que evidéncia que a espécie pode
apresentar uma boa sobrevivéncia em sedimentos que apresentam misturas de

diferentes fracdes granulométricas.

Embora ndo tenham sido realizados ensaios com diferentes concentracdes de
matéria organica, € importante destacar que tal parametro sedimentolégico €
essencial para a validacdo de espécies a serem empregadas para avaliar a
toxicidade de sedimento, pois assim como a granulometria, este fator pode
interferir diretamente nos resultados dos ensaios. Segundo Cesar (2003),
anfipodes que apresentam toleréncia & amonia, como G. aequicauda, tendem a
suportar elevados teores de matéria organica, uma vez que este composto
quimico é resultado do processo de decomposicao e estdo diretamente ligados
entre si. Dessa forma, cabe ressaltar a possibilidade deste fator também nao
interferir significativamente nos resultados dos ensaios com os anfipodes H.

nigra e H. youngi, pois nos valores obtidos nos ensaios de sensibilidade
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empregando amoénia (NH4Cl;) como substancia de referéncia foi observada a

tolerancia desses organismos a este composto quimico.

4.2 Sensibilidade dos organismos-teste (Fase liquida)

A aménia (NHsz e NH4) € um composto quimico que ocorre de forma natural nos
ecossistemas aquaticos, principalmente nos ambientes marinhos e estuarinos.
Porém, se em altas concentracbes, este agente quimico torna-se
extremamente téxico e pode levar a morte de diversos organismos aquaticos.
Sendo assim, para excluir a possibilidade de confundir a real causa da
mortalidade e/ou comprometimento da reproducédo e desenvolvimento de um
organismo-teste, é fundamental que se saiba a tolerancia do mesmo a este

composto.

Com os resultados obtidos nos ensaios de sensibilidade com aménia (NH4Cly),
notou-se que os anfipodes H. nigra e H. youngi apresentaram valores médios
das CL50¢sn de 103,42 mg.L' e 166,86 mg.L™, respectivamente, sendo
similares aos valores encontrados para as espécies Eohaustorius estuarius de
125,5 mg.L™* e Grandidierella japonica de 148,3 mg.L™ (KOHN et al., 1994). No
entanto, tais valores demonstraram também uma menor sensibilidade dos
organismos empregados no presente estudo (H. nigra e H. youngi) a amonia
qgquando comparados aos valores encontrados para os anfipodes Gamarus
aequicauda (49,68 mg.L™) Rhepoxynius abronius (78,7 mg.L™") e Ampelisca
abdita (49,8 mg.L™) (CESAR et. al., 2002; KOHN et al., 1994).

De acordo com Russo (1985), a ambnia ndo ionizada € a principal forma
nitrogenada que causa efeitos toxicos a organismos aquaticos. Dessa forma, a
ABNT NBR 15638/2008 recomenda a analise da amdnia ndo ionizada nos
ensaios de toxicidade com sedimento integral, a fim de evitar que esse agente

quimico seja um interferente nos resultados obtidos.

Neste contexto, os resultados obtidos com os anfipodes H. nigra e H. youngi

pode ser vantajoso para aplicacdo destes organismos-teste em amostras
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estuarinas ou com niveis elevados de matéria organica, visto que amostras
com estas caracteristicas costumam apresentar altos niveis de aménia, e tal
fato ndo seria um fator interferente para os resultados obtidos com estas

espécies.

Para o dodecil sulfato de sédio (C12H25Na0,4S), cloreto de cadmio (CdCl,), e
sulfato de zinco (ZnSo,4) os valores estimados neste trabalho para os anfipodes
H. nigra e H. youngi também estdo dentro das faixas indicadas na literatura
para outras espécies, sendo o resultado médio para o surfactante aniénico
dodecil sulfato de sédio com o anfipode H. nigra bastante similar com o valor
estimado para a espécie nativa Tiburonella viscana (3,41 mg.L™) (MELO &
NIPPER, 2007). Além disso, foi a substancia que apresentou menor variacdo
dos resultados de letalidade e se mostrou mais apropriada para avaliar a

sensibilidade da espécie H. nigra.

A tabela 19 apresenta os resultados das CL50 encontrados em ensaios com
substancia de referéncia, tanto na literatura para diferentes espécies de

anfipodes, como para as espécies empregadas no presente estudo.

Para o cadmio (CdCl,) os valores médios das CL50 foram de 0,32 mg.L™ para
H. nigra e 0,27 mg.L™* para H. youngi, equivalendo com os valores encontrados
para os anfipodes Corophium multisetosum, Corophium insidiosum e
Gammarus aequicauda de 0,31 mg.L? 035 mglL* e 026 mg.L?
respectivamente (RE et. al., 2009; PRATO et. al., 2006). Entretanto, também
foram encontrados valores mais elevados para os anfipodes Corophium
insidiosum estimado em 1,68 mg.L™" e Corophium orientale em 3,3 mg.L™
(PICONE et al., 2008; PRATO & BIANDOLINO,2006).

Embora o coeficiente de variagdo dos resultados dos ensaios com cloreto de
cadmio para as espécies H. nigra e H. youngi tenha sido relativamente alto
(34% e 29%) quando comparado as outras substancias empregadas no estudo,
os valores das concentracbes de efeito foram comparaveis aos de outros
anfipodes ja padronizados, o que demonstra a eficiéncia dessa substancia para

avaliar a sensibilidade das referidas espécies.
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Tabela 19. Valores das CL50 obtidos no estudo e reportados na literatura para outras espécies
de anfipodes marinhos. a) CL50gg; b) CL504gp.

Substancias de Referéncia (mg.L™?)

Espécies
NH ClI. pss CdCl. K. Cr.O_. ZnSO Autores
4 2 2 2 2 7 4
H. nigra 3 103,42 345 0,32 19,88 0,26 Em estudo
H. youngi 166,85 8,47 0,27 23,95 0,37 Em estudo
T. viscana - 3,41 ; 9.8 079  Melo & Nipper, 2007
G. aequicauda® 4968 556 026 9,52 - Cesar et al., 2004
M. gryllotalpa® 3554 298 - 6,06 Cesar et al., 2004
C. multisetosum? - - 0,31 - - Ré et al., 2009
C. insidiosum ? - - 0,35 - - Prato et al., 2006
C. orientale ¥ - - 3,3 - - Picone et al., 2008

Atualmente, a fim de evitar possiveis riscos a salde publica e preservar a
integridade dos ecossistemas, a substancia toxica de referéncia dicromato de
potassio (K.Cr,O;) ndo tem sido comumente indicada para avaliar a
sensibilidade de organismos-teste em ensaios de toxicidade, devido a alta
toxicidade que o cromo apresenta em sua forma hexavalente. Contudo, esta
substancia de referéncia foi intensamente empregada para avaliar a
sensibilidade de anfipodes nos ultimos anos (ARAUJO, 1996; ABESSA et. al.,
1998; ABESSA et. al., 2003; ABESSA, 2002; CESAR et. al., 2002; CESAR et.
al., 2004).
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No presente estudo optou-se em utilizar esta substancia de referéncia para
efeito comparativo com resultados das concentragbes de efeito encontrados
para outras espécies de anfipodes. Conforme ja mencionado, os resultados
das CL50 obtidas nos ensaios com dicromato de potassio para a espécie H.
youngi foram os que apresentaram menor variacdo (CV=10%), com o valor
médio de 23,95 mg.L™?, j4 para a espécie H. nigra a média foi estimada em
19,88 mg.L'1.

Para as espécies de anfipodes do Mediterraneo Gammarus aequicauda e
Microdeutopus gryllotalpa os valores encontrados foram de 5,52 mg.L™ e 6,06
mg.L™? respectivamente (CESAR et al., 2002). J& para a espécie nativa
Tiburonella viscana os valores encontrados apresentam um intervalo de
confianca entre 3,27 mg.L™ e 18,75 mg.L™. (ABESSA et al., 1998; ABESSA et
al., 2003; ABESSA, 2002).

Diante dos resultados encontrados na literatura para outras espécies de
anfipodes, nota-se que as espécies H. nigra e H. youngi, apresentam-se
ligeiramente mais tolerantes ao dicromato de potédssio. Entretanto, esta
constatacdo nado deve interferir na validacdo dos anfipodes objeto deste
estudo, pois o baixo valor do coeficiente de variacdo demonstra que tal
tolerdncia ndo influéncia na variabilidade e constancia dos resultados de

sensibilidade.

A maioria dos resultados encontrados na literatura com a substancia de
referéncia sulfato de zinco (ZnSO,), para anfipodes, indica relacdo entre a
bioacumulacdo deste metal nestes organismos (BAT et al., 1998; CLASON et
al., 2004; RAINBOW & LUOMA, 2011; OTHMAN & PASCOE, 2007). Os
anfipodes H. nigra e H. youngi apresentaram resultados das CL50gg, de 0,26
mg.L? e 0,37 mg.L™?, respectivamente, sendo relativamente préximos ao valor
da CL50 reportado na literatura para T. viscana estimado em 0,79 mg.L*
(MELO & NIPPER, 2007).
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King et al.,, (2006), avaliaram a sensibilidade ao zinco das espécies:
Chaetocorophium lucasi, Corophium colo, Grandidirella japbnica, Hyale
longicornis, Melita awa, Melita matilda e Melita plumulosa, em fase adulta (10-
d) e juvenil (96h), onde observaram o resultado mais sensivel para juvenis de
H. longicornis estimado em 0,05 mg.L™, e para adultos dessa mesma espécie o
valor foi estimado em 0,19 mg.L™. Entre as espécies estudadas por King et al.,
(2006) o anfipode C. colo apresentou o resultado mais tolerante ao zinco, de

0,45 mg.L™?, quando comparado com H. nigra e H. youngi.

Os resultados obtidos demonstraram que ambas as espécies (H. nigra e H.
youngi) apresentam sensibilidade ao sulfato de zinco (ZnSO,) comparavel a
encontrada para outros anfipodes marinhos, e indicam mais uma opc¢ao de
substancia toxica de referéncia para ser empregada com esta finalidade para
as espécies em estudo, além de confirmar a sensibilidade e, portanto, o
potencial das mesmas para aplicacdo em ensaios de toxicidade.

4.3 Sedimento artificialmente contaminado

Para a validacdo de espécies para serem empregadas em ensaios de
toxicidade para avaliar a qualidade dos sedimentos é interessante conhecer a
sensibilidade desses organismos a contaminantes presentes nesta matriz
ambiental, uma vez que estes estaréo sendo aplicados com esta finalidade nos

ensaios.

A realizacdo de ensaios de toxicidade empregando a técnica de sedimento
artificialmente contaminado tem se mostrado cada vez mais eficaz nos ultimos
anos, pois através desses ensaios € possivel estimar as concentragfes de
compostos quimicos, sejam eles organicos ou inorganicos, que possam causar
algum efeito adverso a biota. Além disso, os resultados obtidos a partir de
estudos que aplicam essa técnica podem servir como parametro para avaliar
se os valores estipulados nos guias orientadores da qualidade dos sedimentos

conferem com as concentragfes de efeito aos organismos aquaticos.
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A média dos resultados das CL50 obtidas com a espécie Hyale nigra (5,73 mg
Cd/kg) demonstrou similaridade com o valor obtido para o anfipode de agua
doce Hyalella curvispina (5,6 mg Cd/kg) (GIUSTO et al., 2012).

A nova Resolucdo Conama n°454/2012 (BRASIL, 2012) recomenda avaliar a
toxicidade para anfipodes empregando a CL50 (concentracao letal a 50% dos
organismos expostos) e estabelece valores guias para diversos contaminantes
presentes na matriz sedimentar em regides sujeitas a dragagens e de
disposicdo de sedimento. No entanto, em Abessa et al., 2006 hd um
questionamento quanto a esses valores guias, ja que tais foram baseados
seguindo protocolos norte-americanos e canadenses (ENVERONMENTAL
CANADA, 1999; McDONALD et al.,, 1996), sem a realizacdo de um estudo
demonstrando se esses valores sdo aplicaveis para os sedimentos brasileiros.
Seguindo este raciocinio, os resultados obtidos no presente estudo para o
anfipode H. nigra nos ensaios com sedimento contaminado indicaram uma
maior sensibilidade da espécie (CL50gs, de 5,73 mg Cd/kg) quando comparado
com o limite estabelecido para o cadmio (7,2 mgCd/kg) em Brasil (2012).
Portanto, é necessério a realizacdo de ensaios com sedimento-marcado com
cadmio com outras espécies aqudaticas, a fim de avaliar a sensibilidade das
mesmas a este contaminante e rever o valor exigido pela legislacdo, buscando
um valor que condiz com a realidade de organismos nativos de regifes

tropicais e os proteja de forma eficaz.

4.4 Comportamento dos organismos-teste

Atualmente, a maioria dos estudos realizados para avaliar a contaminacdo de
sedimentos marinhos estéo relacionados a toxicidade aguda, onde a resposta
do organismo ao contaminante é muita das vezes irreversivel (ANDERSON et
al., 1997; CORREIA & COSTA, 2000; CESAR et al., 2006; CESAR et al., 2009;
BERTOLETTI et al., 2011). Por outro lado, alguns pesquisadores apresentaram
0 interesse em avaliar a toxicidade cronica em ensaios com sedimentos

marinhos, uma vez que 0s organismos bentbnicos que vivem em sedimentos
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contaminados estdo expostos a estes agentes toxicos frequentemente
(CLASON et al., 2004; SANTOS et al., 2008; WILLIAMS et al., 2010). Dessa
forma, empregar ensaios de toxicidade cronico em organismos bentonicos
demonstra ser vantajoso no sentido que avaliar efeitos comportamentais, além
de ser menos severo, normalmente também apresenta uma situacao

reversivel.

4.4.1 Natacéao

Avaliar alteracbes no comportamento de natacdo de organismos aquaticos
pode auxiliar na compreensdo do efeito que um contaminante possa estar
causando neste ainda em nivel fisiolégico, e ndo observando diretamente a
mortalidade, onde a situacdo muitas vezes é irreversivel. Segundo Boudrias
(1991), mudancas no comportamento de natagdo vertical e horizontal dos
organismos estédo relacionadas com a sensibilidade na dindmica de fluidos e

gastos energeéticos.

Com os resultados obtidos foi possivel observar que o0s organismos
empregados na maior concentracdo testada (4 mgCd) demonstraram maior
mobilidade do que os empregados nas outras concentracfes. Entretanto, o
anfipode Gamarus lawrencianus demonstrou uma queda nos movimentos de
natacao horizontal e vertical conforme as concentracbes de cadmio presentes
no tecido dos organismos foram aumentando (WALLACE & ESTEPHAN,
2004). Contudo, foi relatado em alguns trabalhos com peixes e ratos que o
cadmio é um contaminante que causa efeitos neurotoxicos (BEAUVAIS et al.,
2001; WONG & KLAASSEN, 1982), o que pode explicar os resultados obtidos

no presente estudo.

Segundo Beauvais et al., (2001), a avaliacdo da contaminacdo neurotoxica de
um contaminante esta diretamente relacionada a um conjunto de medidas
integradas que podem ser observadas a partir de analises neuroquimicas tais
como, a colinesterase (acetil-colinesterase) e, consequentemente ocasionando

efeitos comportamentais, como o0 aumento na velocidade da natacéo.
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Portanto, necessita-se de uma maior investigacao para essa avaliacao, pois o
aumento na movimentacdo da espécie H. nigra pode ser resultado da acéo
neurotdxica do cadmio, inibindo a neurotransmissora acetilcolina, impedindo
assim qgue o neurbnio colinérgico retorne a seu estado de repouso apos a

ativacao.

4.4.2 Enterramento

Organismos com habitos epibentdnicos normalmente vivem associados ao
fundo oceéanico, em contato direto com o substrato, mas também apresentam a

capacidade de se mover com facilidade na interface sedimento-agua.

Como ja mencionado na descricdo do organismo-teste (item 2.1), anfipodes da
espécie Hyale nigra tendem a viver associados as macrofitas da regido entre
marés do costdo rochoso, e estdo sujeitas a alteracbes das pressdes de marés

diariamente.

Embora ndo tenham sido observados habitos escavadores nos ensaios com H.
nigra, € sim uma tendéncia dos organismos em permanecerem fixados nas
redes de nylon, nas coletas de campo eventualmente foram observados
espécimes de H. nigra enterrados na areia que havia proximo as algas, o que
indica que este comportamento pode ocorrer dependendo da situacdo em que

0 organismo se encontra.

Empregar um organismo com habitos epibentdnicos em ensaios de toxicidade
para avaliar a qualidade de sedimento proporcionara, portanto uma resposta de
um possivel efeito que um contaminante contido nessa matriz possa causar
nesses organismos, uma vez que estdo sujeitos as diferentes vias de
exposicdo. Além disso, também podem ser empregados para analisar amostras

liquidas, como por exemplo, de efluentes industriais.

Normalmente ensaios de toxicidade empregando anfipodes marinhos séo

realizados com espécies de habitos escavadores, como por exemplo,
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Tiburonella viscana, Leptocheirus plumulosus, Corophium volutator, dentre
outros (SCHIPPER et al., 1999; MELO & NIPPER, 2007; BERTOLETTI et al.,
2011). No entanto, existem outras espécies com habitos distintos que séo
padronizadas, como por exemplo, Gamarus aequicauda, Ampelisca abdita,
dentre outras (CESAR et al., 2004; USEPA, 1994).

A norma brasileira ABNT NBR 15470/2007 estabelece um protocolo para a
realizacdo de ensaios de toxicidade em sedimento com espécies epibentbnicas
de habitos dulcicolas (Hyalella sp), a qual a metodologia empregada €
basicamente a mesma aplicada no presente estudo, salvo algumas adaptacdes
guanto a quantidade de amostra utilizada e idade dos organismos-teste.

Portanto, da mesma forma que houve a padronizacdo de anfipodes
epibentdnicos de &gua doce, o presente estudo demonstra que ha a
possibilidade de padronizar anfipodes epibenténicos marinhos do género
Hyale, proporcionando como ja mencionado anteriormente, novas opcdes de
organismos-teste para serem empregadas em ensaios de toxicidade. Além
disso, conclui-se que a principal via de exposi¢do para o anfipode H. nigra é o
interface sedimento-agua, sendo esta uma rota de grande importancia em
ensaios de toxicidade com sedimento, pois é o local onde ocorrem as trocas

dos contaminantes contidos nesta matriz com coluna d’agua.

4.5 Ensaios de toxicidade

O Sistema Estuarino de Santos é considerado hoje um dos cenéarios mais
importantes do litoral nacional, ndo s6 por abrigar o maior porto da América
Latina, mas também por sua relevancia ecoldgica, uma vez que € um ambiente
com predominancia de vegetacdo de manguezal e serve de reflugio e abrigo

para muitas especies, tanto de importancia comercial, como ecoldgica.

No entanto, estudos realizados nos ultimos anos demonstraram que a regiao
encontra se ecologicamente comprometida, devido a altos niveis de
contaminacdo presentes na area (LAMPARELLI et al., 2001; ABESSA, 2002 e
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CESAR, et al., 2006; 2007; 2009). A maioria dos autores relacionam que o
sistema estuarino de Santos é afetado por um conjunto de fontes poluidoras,
como: a) a presenca de diversas industrias, tais como, petroquimicas, de acos
e fertilizantes; b) o crescimento desordenado da populacdo, que lancam seus
efluentes domésticos e esgotos diretamente no estuario, sem o0 devido
tratamento e c) a atividade portuaria, o qual faz com que a regido seja
submetida por processos de dragagem constantemente.

Os pontos escolhidos para o presente estudo foram os considerados mais
criticos do Estuério de Santos, exceto o P4, area considerada como ponto
controle do estudo. Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade para a
espécie Hyale nigra tanto com sedimento integral, como com elutriato,
corroboram aos obtidos em Abessa (2002) e Cesar et. al. (2006; 2007 e 2009).

para o anfipode Tiburonella viscana.

De acordo com Lamparelli et al,. (2001), entre os contaminantes que
provocaram a toxicidade da area de estudo, destacaram-se: cloro, detergentes,
amonia, enxofre e mercurio, correlacionando em partes com os resultados
indicados por Abessa (2002) e Cesar et al., (2009), que atribuiram também a

toxicidade para outros metais, como, por exemplo, o arsénio e o cobre.

Prosperi (2002) realizou ensaios nesta mesma é&rea de estudo com &gua
intersticial e interface sedimento-agua empregando embries de Lytechinus
variegatus para avaliar possiveis efeitos toxicos. Como resultados obtidos foi
observado efeito toxico préximo aos pontos P2 e P3 nos ensaios com agua
intersticial, este efeito foi relacionado pela autora com a alta concentracao de
metais encontrada no local. J& nos ensaios com interface sedimento-agua néao
foram observados efeitos toxicos em nenhum dos pontos analisados no

presente estudo.

Embora os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade com H. nigra seja
similares aos valores reportados na literatura, a espécie estudada demonstrou
ser ligeiramente mais tolerante aos contaminantes quando comparada com T.

viscana. No entanto, essa diferenca na sensibilidade das espécies é
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insignificante, pois o0s valores obtidos para H. nigra confirmaram os
encontrados para T. viscana. Além disso, a espécie H. nigra por apresentar
hébitos epibentdnicos, proporciona a possibilidade de ser utilizado para avaliar

diferentes vias de exposicéo, o que foi comprovado no ensaio com elutriato.

As vias de exposicédo para 0s organismos bentdnicos e epibentbnico ocorrem
através do contato com a agua intersticial, da 4gua localizada logo acima do
sedimento, através das paredes do corpo e superficie respiratéria ou da
ingestdo de particulas de sedimento contaminado (ADAMS et al., 1985). Sendo
assim, levando em consideracdo as observacdes do comportamento de
enterramento dos organismos-teste (item 4.4.2) e os resultados obtidos nos
ensaios de toxicidade, conclui-se que o anfipode H. nigra pode ser afetado por
diversas vias de exposicdo a um contaminante, como, por exemplo, pela
ingestdo de uma particula de sedimento contaminado, ou através da agua

presente na interface sedimento-agua.

A nova Resolucdo Conama n°454/2012 (www.mma.gov.br/conama) exige em
complementacdo das analises quimicas, ensaios de toxicidade com amostras
de sedimento integral com anfipodes e interface sedimento-agua com
equinoides. A validacdo de um organismo-teste que possa ser exposto nessas
duas vias de exposi¢do, como o anfipode Hyale nigra, pode, portanto, constituir
como uma nova opg¢ao a ser considerada nos ensaios de toxicidade
contemplados nessa Resolugdo, uma vez que sua resposta atende aos

principais quesitos para a escolha de um bom organismo-teste.
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. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que as espécies
nativas Hyale nigra e Hyale youngi apresentam habitos tipicamente marinhos
e tropicais, com o6timos resultados de sobrevivéncia variando entre
salinidades 30 — 40, 20°C - 25°C de temperatura e 7,5 - 8,5, de pH;

O anfipode Hyale nigra apresenta tolerancia aos diferentes tamanhos de
fracbes granulométricas (areia muito fina, areia média e areia muito grossa),
contudo apresentou maior sensibilidade nas fragcbes de areia fina e areia

grossa;

Nos ensaios com as substancias téxicas de referéncia, os resultados
indicaram que os anfipodes empregados neste estudo possuem
sensibilidade aos diferentes compostos testados, comparaveis com outras

espécies consideradas sensiveis.

Para as diversas substancias de referéncia avaliadas o anfipode H. nigra
apresentou sensibilidade ligeiramente maior do que H. youngi, exceto para o

cloreto de cadmio, que mostrou-se mais toxico para essa ultima;

Ambas as espécies apresentam maior tolerancia a amonia (NH4Cl,) e ao
dicromato de potassio (K,Cr,O;) quando comparadas a outros anfipodes

marinhos reportados em outros estudos.

Os resultados obtidos demonstraram a boa sensibilidade das espécies
(Hyale nigra e Hyale youngi) a todas as substancias de referéncia testadas,

e consequentemente, o potencial de aplicacdo em ensaios de toxicidade;
Nos ensaios com sedimento-marcado com cadmio foi possivel observar que

os resultados obtidos para o anfipode Hyale nigra corroboram com o valor

encontrado para Hyalella curvispina;
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o Os resultados dos ensaios de toxicidade com amostras ambientais
apresentaram-se semelhantes aos encontrados para outras espécies de

anfipodes na literatura;

o Os valores encontrados para H. nigra nos ensaios de toxicidade com
amostras ambientais comprovam seu potencial como mais uma opg¢éo de
organismo-teste para ser empregada em ensaios de toxicidade, pois foram

similares aos reportados na literatura para esta area de estudo;
o O fato dos anfipodes apresentarem habitos epibenténicos aumenta as

possibilidades de exploracédo de diferentes abordagens de exposicao e,

portanto, contribui com o estabelecimento de uma nova metodologia.
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6. RESULTADOS ALCANCADOS

6.1 Trabalhos apresentados em Congresso

Partes das informacdes originadas neste estudo resultaram também em
trabalhos de concluséo de curso de alunos do curso de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Santa Cecilia (UNISANTA), sendo estes apresentados no
Congresso Nacional de Iniciacdo Cientifica (CONIC), e também no Congresso
Brasileiro de Iniciacdo Cientifica (COBRIC) nas edicdes de 2011 e 2012.

Além disso, os resultados dos ensaios com substancias de referéncia
empregando a espécie Hyale nigra foram apresentados no XII Congresso
Brasileiro de Ecotoxicologia (ECOTOX) em 2012.

6.2 Trabalhos de Iniciacao Cientifica

Os alunos Matheus Salgado e Bruna A. L. Romero, responsaveis pelos
trabalhos citados anteriormente, contaram com o auxilio de uma bolsa de
iniciacao cientifica do Programa de Iniciacdo Cientifica (PIC) da UNSANTA e
do Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica (PIBIC),

respectivamente.

6.3 Elaboracéo de Artigos
Os dados fornecidos no presente estudo estdo sendo traduzidos e formatados

para submissdo em revistas cientificas especializadas, tanto em ambito

nacional como internacional, os quais serao submetidos ao decorrer deste ano.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A continuac&o evidenciam a partir deste estudo:

o O desenvolvimento de novos métodos eficazes para avaliagdo da toxicidade
em ecossistemas marinhos. Nesta questéo, surgirdo diferentes resultados de
interesse, como a relacdo entre a contaminacdo e a resposta toxica para

diferentes abordagens de exposi¢éo;

o Os procedimentos descritos no estudo podem também ser aplicaveis para
outros anfipodes da epifauna, desde que os efeitos de fatores abioticos
naturais sobre a espécie-teste sejam preliminarmente determinados para a

correta interpretacdo das respostas bioldgicas;

o Modificagcbes nos procedimentos devem ainda ser descritas e adaptadas
para a execugdo de testes crbnicos, considerando efeitos subletais, como
por exemplo, alteragdo no comportamento, desenvolvimento e reprodugéo

dos organismos-teste;

o A metodologia descrita no presente estudo, com adaptacdes adequadas, é
capaz de ser empregada em amostras de efluentes das mais diversas

origens;

o Vale ressaltar que este estudo inclui a padronizacdo dos parametros
limitantes, e com a descricdo dos parametros 6timos de sobrevivéncia
destas espécies de anfipodes definidos, a manutencéo e cultivo podera ser
implementada em qualquer laboratorio, desde que seja estabelecida uma

rotina que permita o devido controle destes parametros.
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Resultados dos ensaios com diferentes salinidades e temperaturas com a

espécie Hyale nigra

Organismo-teste: Hyale nigra
N° de réplica: 3a4
Efeito observado: mortalidade

T°C: 25 °C:

Periodo de exposicao/ total de
Salinidade organismos

% de sobrevivéncia p/

96h 10 dias 10d

20 2/30 17/30 43%

25 3/20 6/20 70%

30 1/20 5/20 75%

35 2/30 4/30 86%

40 3/30 5/30 83%
Organismo-teste: Hyale nigra ToC: 20 °C:

N° de réplica: 3a4
Efeito observado: mortalidade

Periodo de exposicao

% de sobrevivéncia p/

Salinidade 96h 10 dias 10d
20 3/30 9/30 70%
25 4130 9/30 70%
30 5/30 7/30 76%
35 2/30 4/30 86%
40 3/30 6/30 80%

Organismo-teste: Hyale nigra
N° de réplica: 3a 4
Efeito observado: mortalidade

T°C: 15°C

Periodo de exposicao/ total de

% de sobrevivéncia p/

Salinidade organismos 10d
96h 10 dias

20 3/30 6/30 80%

25 4/30 13/30 56%

30 2/30 7/30 76%

35 2/30 6/30 80%

40 3/30 6/30 80%

77



Resultados dos ensaios com diferentes salinidades e temperaturas com a

espécie Hyale youngi

Organismo-teste: Hyale youngi
N° de réplica: 3a4
Efeito observado: mortalidade

T°C: 25 °C:

Periodo de exposic¢ao/ total de
Salinidade organismos

% de sobrevivéncia p/

96h 10 dias 10d

20 1/30 15/30 50%

25 3/30 6/30 80%

30 0/30 4/30 85%

35 2/30 5/30 83%

40 2/30 7/30 76%
Organismo-teste: Hyale youngi T°C: 20 °C:

N° de réplica: 3a 4
Efeito observado: mortalidade

Periodo de exposicao/ total de

% de sobrevivéncia p/

Salinidade organismos 10d
96h 10 dias

20 1/30 8/30 73%

25 0/30 10/30 66%

30 2/30 4/30 85%

35 1/30 1/30 95%

40 4/30 9/30 70%

Organismo-teste: Hyale youngi
N° de réplica: 3a 4
Efeito observado: mortalidade

T°C: 15°C

Periodo de exposicao/ total de

% de sobrevivéncia p/

Salinidade organismos 104
96h 10 dias

20 1/30 4/30 86%

25 5/30 10/30 66%

30 0/30 6/30 80%

35 1/30 6/30 80%

40 2/30 3/30 90%
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APENDICE Il. Sensibilidade dos
organismos-teste
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Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale nigra

Dodecil Sulfato de Sédio

Teste: 01 Duracéao: 96h
Organismo-teste: Hyale nigra Data: 04/12/2011
Substancia de referéncia: Cio2HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 0 1 1
1,2 0 1 1 2
1,8 1 0 3 4
2,7 0 2 1 3
4,05 4 2 3 9
6,07 9 8 8 25
9,11 10 10 10 30
Teste: 02 Duracéao: 96h
Organismo-teste: Hyale nigra Data:12/05/2012
Substancia de referéncia: C1o2HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 1 1 0 2
1,2 1 1 2 1 5
1,8 1 2 0 2 5
2,7 0 1 4 5
4,05 5 1 4 2 12
6,07 5 5 5 4 14
9,11 5 5 5 5 15
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Teste: 03 Data: 19/05/2012

Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: C1o2HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 1 0 2
1,2 4 1 0 5
1,8 2 6 1 9
2,7 4 0 6 10
4,05 8 9 8 25
6,07 10 10 10 30
Teste: 04 Data: 29/05/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracao: 96h
Substancia de referéncia: C1o2HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 2 3 0 5
1,2 1 3 1 5
1,8 2 3 5 10
2,7 4 2 2 8
4,05 4 3 9 16
6,07 10 10 10 30
Teste: 05 Data: 29/05/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: C12HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 2 1 3
1,2 0 0 1 1
1,8 3 2 2 7
2,7 3 2 3 8
4,05 8 3 8 19
6,07 10 10 10 30
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Dicromato de Potassio

Teste: 01

Organismo-teste: Hyale nigra
Substancia de referéncia: K,Cr,0O7

Data: 22/05/2012
Duracéao: 96h

Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 2 2 5
15,68 4 7 5 16
23,52 9 7 4 20
35,28 4 7 10 21
52,92 10 10 10 30
79,38 10 10 10 30
Teste: 02 Data: 28/06/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracao: 96h
Substancia de referéncia: K,Cr,0O7
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 0 0 0
15,68 0 5 3 8
23,52 6 4 2 12
35,28 10 8 8 28
52,92 10 10 10 30
79,38 10 10 10 30
Teste: 03 Data: 08/07/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: K,Cr,O7
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 0 1 1
10,45 2 3 6 13
15,68 8 10 10 28
23,52 10 10 10 30
35,28 9 9 8 26
52,92 10 10 10 30
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Teste: 04

Organismo-teste: Hyale nigra

Substancia de referéncia: K,Cr,0O7

Data: 02/08/2012
Duragéao: 96h

Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4

Controle 0 0 1 1 2
15,68 2 1 1 1 5
23,52 0 1 2 2 5
35,28 3 5 3 3 14
52,92 5 5 5 5 20
79,38 5 5 5 5 20

Teste: 05 Data: 03/08/2012

Organismo-teste: Hyale nigra Duracé&o: 96h

Substancia de referéncia: K,Cr,0O7
Conc. Mortalidade Total

R1 R2 R3

Controle 2 2 1 5
15,68 5 1 0 6
23,52 0 4 2 6
35,28 2 5 2 9
52,92 4 5 5 14
79,38 10 10 10 30
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Cloreto de Cadmio

Teste: 01 Data: 25/06/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 1 1 2
0,05 0 1 1 2
0,1 1 4 3 8
0,2 5 6 7 18
0,4 4 6 8 22
0,8 8 9 8 25
1,6 10 10 10 30
Teste: 02 Data: 25/06/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracao: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 1 0 1
0,05 0 2 0 2
0,1 0 3 1 4
0,2 6 6 3 15
0,4 8 10 7 25
0,8 10 10 10 30
1,6 10 10 10 30




Teste: 03

Organismo-teste: Hyale nigra

Data: 29/06/2012

Substancia de referéncia: CICd,

Duragéao: 96h

Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 2 1 1 4
0,05 0 0 1 2 3
0,1 1 2 1 0 4
0,2 4 5 2 1 12
0,4 5 3 2 1 11
0,8 5 5 4 4 18
1,6 5 5 5 5 20
Teste: 04 Data: 02/08/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 0 1 1 2
0,05 0 0 0 0 0
0,1 0 1 1 2 4
0,2 1 0 0 2 3
0,4 3 2 3 3 11
0,8 3 4 3 3 13
1,6 5 5 5 5 20
Teste: 05 Data: 07/08/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 2 2 1 5
0,05 1 2 3 6
0,1 1 4 3 8
0,2 2 6 4 12
0,4 6 10 4 20
0,8 4 7 7 18
1,6 8 10 10 28
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Cloreto de Amodnia

Teste: 01 Data: 24/03/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 0 1 1 2
44,44 0 0 0 0 0
66,66 1 2 1 2 6
100 3 2 2 3 10
150 5 2 2 2 11
225 5 4 5 5 19
Teste: 02 Data: 16/04/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracé&o: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 1 1 3
44,44 0 2 1 3
66,66 1 1 7 9
100 5 1 3 9
150 9 9 5 23
225 9 10 10 29
Teste: 03 Data: 08/05/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéo: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 1 1 2 4
44 44 2 2 1 1 6
66,66 2 3 1 5 11
100 5 3 0 5 13
150 3 2 5 1 11
225 5 5 4 4 18
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Teste: 04 Data: 08/05/12

Organismo-teste: Hyale nigra Duracé&o: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 2 1 0 1 4
44 .44 0 4 2 1 7
66,66 0 1 2 5 8
100 0 3 5 2 10
150 5 1 2 5 13
225 5 5 5 5 20
Teste: 05 Data: 16/05/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 2 2 5
44,44 5 6 4 15
66,66 4 5 4 13
100 9 6 4 19
150 10 9 4 23

225 10 10 10 30




Sulfato de Zinco

Teste: 01 Data: 07/08/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: ZnSOq4
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 2 2 1 5
0,03 2 3 1 6
0,06 3 1 2 6
0,12 0 0 0 0
0,24 2 2 4 8
0,48 5 4 5 14
0,98 10 10 10 30
Teste: 02 Data: 13/08/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracé&o: 96h
Substancia de referéncia: ZnSO4
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 3 1 4
0,03 0 0 0 0
0,06 1 4 3 8
0,12 8 6 6 20
0,24 9 4 7 20
0,48 5 4 7 16
0,98 9 8 10 27
Teste: 03 Data: 08/09/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: ZnSO,4
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 1 2 4
0,03 1 2 1 4
0,06 5 4 5 14
0,12 7 6 4 17
0,24 10 8 8 26
0,48 10 9 7 26
0,98 10 10 10 30
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Teste: 04 Data: 13/09/2012

Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: ZnSOq4
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 2 1 3
0,03 0 2 3 5
0,06 4 5 4 13
0,12 7 5 8 20
0,24 10 10 8 28
0,48 10 10 10 30
0,98 10 10 10 30
Teste: 05 Data: 09/10/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: ZnSO,4
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 1 1 2
0,03 0 2 3 5
0,06 1 2 2 5
0,12 4 3 0 7
0,24 3 4 3 9
0,48 7 9 8 24
0,98 10 10 10 30




Resultados dos ensaios de sensibilidade com o anfipode Hyale youngi

Dodecil Sulfato de Sédio

Teste: 01 Data: 17/05/2011
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: Cio2HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 1 0 2
3,0 2 2 0 4
3,9 4 5 5 14
5,0 4 4 7 15
6,59 8 6 4 18
8,5 10 10 10 30
Teste: 02 Data: 25/05/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: C1o2HosNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 0 0 0
1,2 0 0 0 0
1,8 2 0 0 2
2,7 0 0 1 1
4,05 1 3 5 9
6,07 4 3 3 10
9,11 4 5 6 15
13,66 8 8 4 20
Teste: 03 Data: 31/05/2011
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: CioHasNaO4S
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 1 0 2
2,0 2 2 0 4
4,0 2 0 0 2
8,0 4 4 7 15
16,0 10 10 10 30
32,0 10 10 10 30
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Dicromato de Potassio

Teste: 01 Data: 26/05/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: K,Cr,O-

Conc. Mortalidade Total
R2 R3

Py
[y

Controle
6,95
10,45
15,68
23,52
35,28
52,92
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Teste: 02 Data: 06/07/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéo: 96h
Substancia de referéncia: K,Cr,0O7

Conc. Mortalidade Total
R4

Py
[y
A
N
A
w

Controle
10,45
15,68
23,52
35,28
52,92
79,38
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Teste: 03 Data: 24/08/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: K,Cr,O

Conc. Mortalidade Total
R1 2 R3 R4

A
N

Controle
15,68
23,52
35,28
52,92
79,38
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Cloreto de Cadmio

Teste: 01 Data: 12/06/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 1 1 2
0,13 1 4 5 10
0,25 3 5 6 14
0,50 4 6 6 16
1,0 10 10 10 30
2,0 10 10 10 30
Teste: 02 Data: 16/06/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 1 1 2
0,13 1 4 3 8
0,25 7 8 5 20
0,50 8 10 10 28
1,0 10 10 10 30
2,0 10 10 10 30
Teste: 03 Data: 15/09/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéo: 96h
Substancia de referéncia: CICd,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 0 1 2 3
0,05 5 2 2 9
0,1 4 3 2 9
0,2 6 4 4 14
0,4 6 10 6 22
0,8 10 10 8 28
1,6 10 10 10 30
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Cloreto de Amobnia

Teste: 01 Data: 06/07/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracéao: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 1 1 3
44,44 3 2 1 6
66,66 4 3 5 12
100 2 7 5 14
150 6 5 5 16
225 6 8 10 24
Teste: 02 Data: 01/09/2012
Organismo-teste: Hyale youngi Duracé&o: 96h
Substancia de referéncia: NH4Cl,
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3
Controle 1 0 1 2
44,44 3 2 1 6
66,66 1 1 2 4
100 5 6 5 16
150 8 3 5 16
225 9 7 8 24




APENDICE Ill. Resultados

Sedimento contaminado
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Resultados dos ensaios com sedimento contaminado

Teste: 01 Data: 29/12/2012
Organismo-teste: Hyale nigra Duracéao: 10 dias
Substéncia de referéncia: Cd Total exposto: 40
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 1 1 2 4
1,0 0 1 2 2 5
2,0 2 4 3 4 13
4,0 5 2 3 3 13
8,0 4 7 8 7 26
Teste: 02 Data: 25/01/2013
Organismo-teste: Hyale nigra Duracdo: 10 dias
Substancia de referéncia: Cd Total exposto: 20
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 1 1 2 2 6
1,0 0 1 0 0 1
2,0 0 3 0 1 4
4,0 2 3 3 2 10
8,0 5 4 3 4 16
Teste: 03 Data: 28/01/2013
Organismo-teste: Hyale nigra Duracdao: 10 dias
Substéncia de referéncia: Cd Total exposto: 40
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 0 2 0 2 4
1,0 2 1 2 2 7
2,0 3 2 2 3 10
4,0 4 6 3 4 17
8,0 8 6 5 6 25




Teste: 04 Data: 01/02/2013

Organismo-teste: Hyale nigra Duracao: 10 dias
Substéncia de referéncia: Cd Total exposto: 40
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 2 3 1 2 8
1,0 3 4 2 6 15
2,0 0 1 0 2 3
4,0 5 3 4 2 14
8,0 8 7 7 4 25
Teste: 05 Data: 04/02/2013
Organismo-teste: Hyale nigra Duracdao: 10 dias
Substéncia de referéncia: Cd Total exposto: 40
Conc. Mortalidade Total
R1 R2 R3 R4
Controle 2 4 0 2 8
1,0 4 3 3 6 16
2,0 6 4 3 5 18
4,0 8 7 7 4 26
8,0 8 9 5 6 28




APENDICE IV. Sumario e critérios de
aceitabilidade
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Sumério das condi¢cdes e critérios de aceitabilidade para ensaios de

toxicidade (fragdo aquosa) com H. nigra e H. youngi.

Tais critérios foram

baseados nos resultados dos ensaios de caracterizagcdo dos parametros

fisico-quimicos.

Parametros Condicdes
Tipo de teste Estatico
Periodo de exposigcéo 96 horas
Temperatura 20°Ca25°C
Salinidade 30 a40

Fotoperiodo
Recipiente-teste
Volume da solucao teste
N° de organismos por réplica
N° de réplicas por tratamento
Alimentacéo
Aeracao
Agua de diluico
Idade do organismo-teste
Efeito observado

Validade do ensaio

Ensaio (Luz continua)
Frasco de polietileno de 1 L
400 ml
10 organismos
3 réplicas
Sim
Fluxo continuo suave
Agua do mar natural filtrada (0,45 um)
Adultos (sem fémeas ovadas)
Letalidade (CL50)

Minimo de 80% de sobrevivéncia no controle
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Sumério das condi¢cdes e critérios de aceitabilidade para ensaios de

toxicidade (fracdo sdlida) com H. nigra e H. youngi. Tais critérios foram

baseados nos resultados dos ensaios de caracterizagcdo dos parametros

fisico-quimicos

Parametros

Condicdes

Tipo de teste
Periodo de exposicdo
Temperatura
Salinidade
Fotoperiodo
Recipiente-teste
Volume da amostra
Volume de 4gua
N° de organismos por réplica
N° de réplicas por tratamento
Alimentacéo
Aeracao
Agua de diluicio
Idade do organismo-teste
Efeito observado

Validade do ensaio

Semi-estatico
10 dias
20°Ca25°C
30a40
Ensaio (Luz continua)
Frasco de polietileno de 1 L
1509
600 ml
10 organismos
Minimo de 3 réplicas
Sim
Fluxo continuo suave
Agua do mar natural filtrada (0,45 pm)
Adultos (sem fémeas ovadas)
Letalidade (CL50)

Minimo de 80% de sobrevivéncia no controle
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APENDICE V. Célculos para aplicacéo da
contaminacao do sedimento
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DESENVOLVIMENTO

Para a determinacdo das concentracdes definitivas a serem empregadas nos
ensaios com sedimento artificialmente contaminado foram realizadas analises
quimicas de 3 amostras. Na primeira foi adicionado 0,40 mg da solucao
estoque de cadmio, com concentracdo de 50 mg.L *; a segunda 0,60 mg. L * e
a terceira foi a amostra controle. Os resultados obtidos nessas analises
apresentaram valores de 1,9 mg, 1,3 mg e néo detectado, respectivamente.

Dessa forma, a partir da equacdo da reta (y= ax+b) foi possivel estimar as
concentracgdes reais para serem empregadas nos ensaios.

2 -
15 y=3x+0,1
1 -
0,5 -
0 . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Figura 1. Resultados obtidos nas analises quimicas para estimar as concentracdes reais a
serem empregadas nos ensaios com sedimento marcado com cadmio.

Calculos:
—— y=axtb
1,3 =4a.0,40+b
1,9 =a.0,60+b
(x-1) *-13=-a.0,40-b
— 0,6=2a.0,20

a=06/02 —8» a=3
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> y=ax+b
1,3=3.0,40+Db

13=12+b

—> b=01

Portanto: y=3x+0,1

|

Real = 3. Concentracéo da solucdo + 0,1

Dessa forma, as concentracdes determinadas para serem aplicadas nos
ensaios foram: 1mg, 2 mg, 4 mg e 8 mg. Para alcancarmos essas

concentragdes foram calculados entéo :

1 mgCd
1=3Conc.Sol. +0,1
3 Conc. Sol. =0,9

Conc. Sol=09/3 — 0,30 mgCd

2 mgCd
2=3Conc.Sol. +0,1
3 Conc. Sol.=1,9

Conc. Sol=19/3 —— 0,63 mgCd

4 mgCd
4 =3 Conc.Sol. +0,1
3 Conc. Sol. =3,9

Conc. Sol=39/3 —— 1,3 mgCd
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8 mgCd
8=3Conc.Sol. +0,1
3 Conc. Sol.=7,9

Conc. Sol=79/3 — 2,6 mgCd
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APENDICE VI. Cartas controle

(Hyale nigra) Ensaios fase liquida
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Dicromato de Potassio

Carta Controle - K,Cr,0,
50,00 -

40,00 -

30,00 - o
20,00 | §=0=============---c-ccmccmcccc—cc—oooo--

10.00 - o

0,00

© Pontos Limites Inferior e Superior -=== Média

Amobnia

Carta Controle - NH,Cl,
150,00 -

130,00 -

110,00 +

90.00 A (0]

70.00 A

50,00

° Pontos Limites Inferior e Superior -=== Média
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Cadmio

Carta Controle - CdCl,

0.80 -
0.60 -
0.40 - ©o ©
----0 --------------------------------------
0204° o
0.00
© Pontos [ imites Inferior e Superior -==- Média
Dodecil Sulfato de Sodio
Carta Controle - DSS
6.00 -
0]
4,00 -
"5""Q ___________________________________
o 0]
2.00
0.00
0 Pontos Limites Inferior e Superior -=== Meédia
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Sulfato de Zinco

CartaControle -ZnSO,

0,70 4

0,50 10

0,30 1

0,10 - © o

-0,10 -

-0,30 -
© Pontos

Limites Inferior e Superior ==== Meédia
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APENDICE VII. Cartas Controle

(Hyale youngi) Ensaios fase liquida
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Dicromato de Potassio

Carta Controle - K,Cr,0;
40,00 -

30.00 +

20.00 { ©

10,00 1

0,00

© Pontos ——— Limites Inferior e Superior -=== Média

Amonia

Carta Controle - NH,Cl,

220,00 A

200,00 -
180,00 - o

P e
140,00 -

120,00 -

100,00

© Pontos  —— |jmites Inferior e Superior ===- Média
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Cadmio

Carta Controle - CdCl,

0,40 A

0,20 1 o

0,00

0 Pontos Limites Inferior e Superior ==== Meédia

Dodecil Sulfato de Sédio

Carta Controle - DSS
20,00 -

16,00 -

12,00 - o
800 | ~=—===-—ccccccccccc s e c e e e s e e e e -

4,00 A

0,00

© Pontos Limites Inferior e Superior ==== Meédia
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APENDICE VIIl. Carta Controle (Hyale nigra)
Sedimento contaminado
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Sedimento-marcado com cadmio

CartaControle - Cd "Spiked "
10,00 -

8.00 A

6.00 - ° o

4,00 -

2,00 A

0,00

© Pontos Limites Inferior e Superior -=== Média
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APENDICE IX. Modelos de fichas
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Caracterizacao fisico-quimicas

Departamento de Ecotoxicologia

Ficha de controle — Dados de Mortalidade - Anfipodes

Caracterizagao dos parametros limitantes — Etapa | : Salinidade e T'C

Organismo-teste: H. nigra

Numero de organismo por réplica: 10
Numero de réplicas: 3

Numero de tratamentos: 8

Alimentagao: sim

T°C:15°C
Inicio:

Término:

Responsavel: Marina Passarelli

Sal | 1°d | 2°d | 3°d | 4°d | 5°d | 6°d | 7°d | 8°d | 9°d | 10°d Total/ mortos
5 30 30/30

10 5 7 1 0 0 13/30

15 6 1 3 0 0 10/30

20 0 1 2 0 1 04/30

25 0 5 1 0 4 10/30

30 0 0 S 1 0 06/30

35 0 0 2 2 2 06/30

40 0 2 0 0 1 27130
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Ensaios de sensibilidade

Departamento de Ecotoxicologia

Ficha de controle — Testes com substancia de referéncia

Sensibilidade - Anfipodes

Organismo-teste: Hyale nigra
Substancia de referéncia: NHCl>
Data de inicio: 24/03/2012

Data de término:28/03/2012

N’ de orgs por réplica: 5

Testen’: 1

Hora: 14h10
Hora: 14h30

Resp: Marina Passarelli

conc. R1 R2 R3 R4
mg.L'l 24h | 48h | 72h | 96h | 24h 48h 72h 96h | 24h 48h 72h 96h 24h 48 72h 96h
Controle 0 0 0 1 0 1 0 1
44,44 0 0 0 0 0 0 0 0
66,66 0 1 0 2 0 1 0 2
100 0 3 1 1 0 2 0 3
150 2 3 0 2 0 2 1 1
225 0 5 2 2 3 2 3 2
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Andlises fisico-quimicas

Departamento de Ecotoxicologia
Ficha de Controle — Dados Fisico-Quimicos

Sensibilidade — Anfipodes

Organismo-teste: H. nigra Teste n°: 04
Substancia de referéncia: DSS T°C: £ 20
Inicio: 29/05/12 Hora:16h30
Término: 02/06/12 Hora: 16h00
Duragao: 96h Responsavel: Marina Passarelli
Fisico-quimicas Fisico-quimicas
Concentracdes Iniciais Finais
mg.L™
SalL pH 0.D SalL pH Oo.D
Controle 36 7,86 36 7,88
1,2 37 7,83 37 7,86
1,8 37 7,86 37 7,93
2,7 36 7,86 37 7,9
4,05 37 7,88 37 8,03
6,07 37 7,43 37 7,84

Observacgdes: Durante o ensaio foi mantido aeragcdo constante em todas as
réplicas.
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Ensaios de toxicidade

Departamento de Ecotoxicologia

Ficha de Controle — Dados de Mortalidade — Anfipodes

Aplicagdao em Amostras ambientais

Identificagao: Sedimento Controle
Data da coleta: 06/03/2012

Hora: 15h

Organismo-teste: Hyale youngi
N° de organismo por réplica: 10
N° de réplicas: 3

Tipo de teste: Agudo
Alimentagao: sim

T°C: 20°C

Inicio: 09/03/2012

Término: 19/03/2012

Duragéo: 10 dias

Responsavel: Marina Passarelli

Sobreviventes por réplica (10 dias)
Sedimento
R1 R2 R3 (%)
Controle
10 9 9 28/30 - 93%
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ANEXQOS I. Resultados

Analises Quimicas

118



| cLr 0171 |

n “RECATORIO DE. G i) B
Contratante: MARINA CUNHA PASSARELL!
Enderego: AV. VICENTE DE CARVALHO, 22 -APTO 1502
Cidade: SANTOS UF: &p
Matriz: Sedimento
identificacdo Ecolabor: 848570
Data de entrada na empresa: 221411
Data de emissdo do relatorio de snsaic: 11442012

DADOS DA COLETA

Coletado por: Interessado Local/ [dentificacge: P1
Data: 25/10/2012

Condigdes: Fora {(hi: 10:00

RESULTADCS

PARAMETRQ UNIDABE Le ! LD }_ RESU! TADOS
Metais 1

Cadmic mg Cd/Kg 0.4 0,1 i nd

Obs.

1-LD: Limite de deteccac do método
2 - LQ.: Limite Quantificagio do Métado.

3 - Os -=suitados encontrados referem-se exclusivamente &(s) amostra(s) enviada(s) interessado.
4 - n.d.: - ndo detectada
5 - O plano de @mostragem & de responsabilidade do interessade.
6 - Padrzo de Controie:
Parémetro Teérico Encontrado Branco Data Andlise
Cadmio 20,0 20,5 nd 3M2/2012

Referéncias.
- EPA - SW 848

* Registro Conselno Regional de Quimica - 4% Regigo - 9080 - F
* Certificado de AnotagZo de Responsabilidade - ART - N° 5916/2012 2262/2012 ,226: ‘2072 2264/2012 2261/2012.

Este relat6rio de ensaio s6 pode ser reproduzido integraimente, a reproducéo em parie
prévia por escrito da Ecolabor.

Para obter cpia dos ceriificados de calibracio dos equipamenios, acesse nosso site
estao disponiveis para download na area de arquivos restritos. Utilize o login ‘cliente@
Este documento foi assinado digitalmente de acordo com a MP n° 2.200-2, que
Brasileiras - ICP-Brasil, conferindo presung&o de veracidade juridica em relagao ags s
dos documentos em forma eletrnica produzidos com a utilizacae de processe de cert:

te com autorizagdo

ol
solabor.com.br e senha ‘duima4’.
ituiL 2 Infraestrutura de Chaves Publicas

abor.com.or. Os certificados

natérics nas declarag@es constantes
cée disponibilizado pela ICP-Brasil.

84857 Péagina 1/4
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MBR ISONEC .3
17028 £
ECOLABOR
&
CLR 0171
RELATORIO DE ENSAIO N° 1745621 ]
r
Contratante: MARINA CUNHA PASSARELLI
Enderego: AV. VICENTE DE CARVALHO, 22 -APTO 1503
Cidade: SANTOS UF: sP
Matriz: Sedimento
Identificagdo Ecolabor: 649572
Data de entrada na empresa: 2211112
Data de emissdo do relatério de ensaio: 11112112
DADOS DA COLETA
Coletado por: Interessado Local / identificagdo: P2
Data: 25/10/2012
Condigoes: g Hora (h): 10:00
RESULTADOS
PARAMETRO UNIDADE La D RESULTADOS
Metais
Cadmio mg Cd/Kg 04 0,1 1.3
Obs.
1-LD: Limite de detecgdo do método
2 - LQ.: Limite Quantificagéo do Método.
3 - Os resultados encontrados refe lusit a(s) iada(s) pelo i Jo.
4 - O plano de amostragem é de ili doir do.
5 - Padréo de Controle: ;
Paramerro Teérico Encontrado Branco Data Analise
Cadmio 20,0 205 nd 3/12/2012
Referéncias.
-EPA - SW 846
* Registro Conselho Regional de Quimica - 4 Regido - 9090 - F
* Certificado de Anotagéo de Responsabilidade - ART - N° 5916/2012 ,2262/2012 ,2263/2012 ,2264/2012 ,2261/2012.
Sandra Marna Feneira - Serente TEoniag
X n¢ CO4 23640
Este relatorio de ensaio sé pode ser rep ido i arep ¢3o em partes deve se dar somente com autorizagdo
prévia por escrito da Ecolabor.
Para obter copia dos certificados de calibragZo dos equipamentos, acesse nosso site www.ecolabor.com.br. Os certificados
estdo disponiveis para download na area de arquivos restritos. Utilize o login "cliente@ecolabor.com.br’ e senha 'duima4’.
Este doct to foi assinado digi te de acordo com a MP n® 2.200-2, que instituiu a Infraestrutura de Chaves Publicas
Brasileiras - ICP-Brasil, conferindo presungéo de veracidade juridica em relag@o acs signatarios nas d goes cor
dos documentos em forma elefronica produzidos com a utilizagZo de processo de certificaggo disponibilizado pela ICP-Brasil.
649572 Pagina 2/4
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CLR 0171

i RELATORIO DE ENSAIO N° 174562-2 i
r

Contratante: MARINA CUNHA PASSARELLI

Enderego: AV. VICENTE DE CARVALHO, 22 -APTO 1503

Cidade: SANTOS UF: sp

Matriz: Sedimento

Identificagdo Ecolabor: 649573

Data de entrada na empresa: 2211112

Data de emisséo do relatério de ensaio: 11/12/12

DADOS DA COLETA

Coletado por: Interessado Local / Identificagdo: P3
Data: 25/10/2012

Condigdes: Hora (h): 10:00

RESULTADOS

PA ETRO UNIDADE LQ LD RESULTADOS
Metais

Cadmio mg Cd/Kg 0.4 0,1 1.9

Obs.

1-LD: Limite de detecgéo do método

2 - LQ.: Limite Quantificagdo do Método.

3 - Os resultados encc i e i a(s) enviada(s) pelo interessado.

4 - O plano de gem é der ili doi do.

5 - Padréo de Controle: )

Parametro Teérico Encontrado Branco Data Analise
Cadmio 20,0 205 nd 3M12/2012

Referéncias.

-EPA-SW 846

* Registro Conselho Regional de Quimica - 4? Regigo - 9090 - F

* Certificado de A ¢éo de Respi ili - ART - N° 5916/2012 ,2262/2012 ,2263/2012 ,2264/2012 ,2261/2012.

e TAC G

Este relatério de ensaio so pode ser reproduzido integralmente, a reproducdo em partes deve se dar somente com autorizagdo
prévia por escrito da Ecolabor.

Para obter copia dos certificados de calibragdo dos equipamentos, acesse nosso site www.ecolabor.com.br. Os certificados
estdo disponiveis para download na area de arquivos restritos. Utilize o login ‘cliente@ecolabor.com.br e senha 'duima4'.

Este d o foi assi digitalmente de acordo com a MP n° 2.200-2, que instituiu a Infraestrutura de Chaves Publicas
Brasileiras - ICP-Brasil, conferindo presungéo de veracidade juridica em relagéo aos si ios nas d coes c
dos os em forma ica produzidos com a utilizagao de processo de certificago disponibilizado pela ICP-Brasil.
649573 Pagina 3/4
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RELATORIO DE ENSAIO N° 174562-0

[contratante: MARINA CUNHA PASSARELLI

Enderego: AV. VICENTE DE CARVALHO, 22 -APTO 1503

Cidade: SANTOS UF: SP
Matriz: Sedimento

Data de entrada na empresa: 2211172012

Data de emissao do relatorio de ensaio: 11/12/2012

£ PARAMETROS | : METODOS

Cadmio USEPA SW 846 - Método(s): 3051A e 6010C TTLABI007

Este relatorio de ensaio sé pode ser ida ir ar 30 em parles deve se dar samente com aulorizagao prévia por escrito da Ecolabar,
Para abter copia dos cerlificados de calibracde dos equipamentos, acesse nosso site www.ecolabor.com.br. Os certificados

estdo disponiveis para na rea de arquivos restritos. Utilize o login "cliente@ecolabor.com.br' e senha 'duimad’.

Este foi assi igil te de acordo com a MP n° 2.200-2, que instituiu a Infraesirutura de Chaves Publicas

Brasileiras - ICP-Brasil, conferindo presungo de veracidade juridica em refacdo aos signatérios nas declaracies constantes

dos dacumentos em forma eletrdnica produzidos com a utilizacio de pracesso de certificagae disponibilizado pela ICP-Brasil.
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