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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo com as amostras de SEDIMENTOS MARINHOS, requerido
pela empresa FUNDESPA — FUNDACAO DE ESTUDOS E PESQUISAS AQUATICAS,
foi conduzido dentro dos preceitos estabelecidos pelo Sistema de Qualidade do Tecam. O
relatério final representa um registro preciso ¢ verdadeiro dos resultados obtidos e contém
informagdes estritamente confidenciais. Os dados brutos do estudo encontram-se a disposi¢do
da empresa solicitante no endereco do TECAM — TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA, a Rua

Fabia, 59 - Sdo Paulo — SP.
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Biéloga (PhD)
CRBio 35375/01-D
RL19168/2010-1.0LEP
3/10

Rua Fabia, 59
05051-030 = Sdo Paulo * SP
Tel.: (11) 3677-2553 » www.tecam.com.br



TECAM

LABORATORIOS
INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda das amostras de
SEDIMENTOS MARINHOS para o anfipodo Leptocheirus plumulosus, baseados na

mortalidade dos organismos ap6s 10 dias de exposicao.
MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para a execucdo do teste segue os procedimentos
recomendados pela ABNT (2008).

1. Dados das amostras

Amostra Protocolo Data de Data e Hora de Local
TECAM Entrada Coleta d_e

Sedimento - Tecon 3 - Acesso 19168/10-1.0 03/12/10 01/12/10 as 13:30h

Sedimento - Tecon 3 - Bergo 19169/10-1.0 03/12/10 25/11/10 as 15:10h P?jzto
Sedimento - Tecon 4 - Berco 19170/10-1.0 03/12/10 30/11/10 as 09:20h Santos

Sedimento - Tecon 4 - Acesso 19171/10-1.0 03/12/10 01/12/10 as 09:00h

Acondicionamento: saco plastico, sob refrigeracéo.
2. Dados dos organismos-teste

Data de entrada dos animais: 17/01/2011.

Idade/tamanho: jovens com tamanho entre 500 um e 1000 pm.
3. Condicoes de teste

Data de inicio: 18/01/2011.

Data de término: 28/01/2011.

Temperatura média da agua: 25,4 + 0,8°C.

Fotoperiodo: iluminagdo constante.

Renovacdo do meio: sem renovacao (teste estatico).

Aeracéo: sim.

Agua de diluicdo: 4gua marinha sintética preparada a partir de sal comercial marca CORAL

REEF RED SEA SALT®, com salinidade de 20%o.

RL19168/2010-1.0LEP
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Sedimento-controle: sedimento coletado em Sao Sebastido (SP) em 07/12/2010 e filtrado em

rede com abertura de malha de 250 pum.
4. Aclimatacao e controle de sensibilidade

Para o presente estudo a espécie utilizada foi Leptocheirus plumulosus
(Amphipoda, Corophiidae). Os animais foram obtidos de um criador especializado e foram
aclimatados sob as mesmas condi¢des de qualidade da &gua, temperatura e fotoperiodo do
teste.

Simultaneamente aos testes com as amostras de sedimento, foi realizado um teste
com a substancia de referéncia, sulfato de zinco. A concentragéo letal mediana (CLso; 96h) e
respectivo intervalo de confianga obtidos foram: 0,86 mg Zn/L (1.C.: 0,41 a 1,81 mg Zn/L). A
carta-controle de sensibilidade desse sistema-teste no Tecam (Anexo 1), utilizando dados
acumulados de vérios testes, indica uma CLsp; 96h média de 0,90 mg Zn/L, com limites de
controle (média = 2.desvio padrdo) de 0,44 a 1,37 mg Zn/L. O valor obtido estd dentro da

faixa definida de avaliagcdo do sistema-teste.
5. Procedimentos

Os testes foram realizados utilizando-se trés réplicas para cada amostra. Foram
transferidas aliquotas de cerca de 175,0 mL de sedimento em cada frasco-teste e adicionados
725,0 mL de &gua de diluicho com auxilio de um disco plastico para minimizar a
ressuspensdo dos sedimentos. Em cada frasco foi introduzida aeracdo suave na superficie da
agua e o conjunto foi mantido sob repouso por 24 horas antes do inicio do teste.

Animais em boas condi¢des foram distribuidos aleatoriamente nos frascos-teste,
sendo utilizados vinte animais em cada réplica. Grupos de vinte animais em trés réplicas
foram colocados em um sedimento-controle obtido na mesma regido de coleta dos
organismos.

Ao final de 10 dias de exposicdo, o sedimento contido em cada réplica foi
peneirado através de uma peneira com abertura de malha de 0,5 mm para o encerramento dos
testes. Os organismos sobreviventes ao final do teste foram contados e os organismos nédo
encontrados foram considerados mortos.

Nos dias 0, 2, 8 e 10 foram realizadas analises de pH, salinidade e teor de

oxigénio dissolvido da &gua de interface do controle e de cada amostra. As aliquotas de agua

RL19168/2010-1.0LEP
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para essas analises foram cuidadosamente coletadas na interface agua/sedimento, cerca de 1
cm acima da superficie do sedimento, formando uma amostra composta por aliquotas de cada
réplica.

Foi preparada uma réplica adicional do controle e de cada amostra, sem adicao de
animais, para realizacdo de analises de pH, salinidade, teor de oxigénio dissolvido da agua
intersticial do sedimento no inicio e no final dos testes, além de nitrogénio amoniacal e
amonia ndo ionizada, no inicio do teste. Estas amostras de agua intersticial foram obtidas
através da centrifugacdo do sedimento por 30 minutos a 3500 rpm.

Os valores de amonia ndo ionizada foram obtidos por calculo a partir dos valores
de nitrogénio amoniacal, pH, salinidade e temperatura de cada amostra, conforme descrito por
Bower & Bidwell (1978).

6. Analises estatisticas

Apbs 10 dias de exposicdo, a mortalidade dos organismos das amostras foi
comparada com a do controle, utilizando-se as seguintes analises estatisticas:
. Teste de normalidade do Chi-Quadrado (Zar, 1999);
. Teste-F para homogeneidade de variancia (Zar, 1999), e
. Teste de hipdteses por bioequivaléncia (Erickson e McDonald, 1995), com aplicacao
da constante de proporcionalidade (“r”) de 0,80, calculada para a espécie Leptocheirus

plumulosus (Présperi et al., 2008).
RESULTADOS

Os resultados dos testes com as amostras de SEDIMENTOS MARINHOS estdo
apresentados na Tabela 1. Os valores obtidos estdo dentro da faixa estabelecida para a
aceitacdo dos resultados (ABNT, 2008).

Com relagdo as andlises quimicas realizadas durante os testes, os valores de
oxigénio dissolvido, salinidade, pH, nitrogénio amoniacal e aménia ndo ionizada da agua de
interface e da agua intersticial estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Quanto a concentracdo de amdnia ndo ionizada da agua intersticial, os valores iniciais das
amostras 19168/2010-1.0 (Sedimento - Tecon 3 - Acesso); 19170/2010-1.0 (Sedimento -
Tecon 4 - Berco) e 19171/2010-1.0 (Sedimento - Tecon 4 - Acesso) estiveram acima do

RL19168/2010-1.0LEP
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limite de 0,8 mg/L que, isoladamente, pode causar efeito toxico para Leptocheirus plumulosus
(USEPA, 2001).

A aplicacdo das andlises estatisticas permitiu verificar que as amostras
apresentaram toxicidade para Leptocheirus plumulosus, com exce¢do das amostras
19168/2010-1.0 (Sedimento - Tecon 3 - Acesso) e 19171/2010-1.0 (Sedimento - Tecon 4 -
Acesso), que ndo apresentaram toxicidade, em comparacdo com o sedimento-controle, apos

10 dias de exposicao.
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TABELAS

Tabela 1 — Efeito toxico observado nos testes de toxicidade aguda com L. plumulosus para as
amostras de SEDIMENTOS MARINHQOS, apds o periodo de exposi¢éo.

N° final de animais por réplica Mortalidade

Amostra  Rép. Mortos Total total (%) Resultado
1 0 20
Controle 2 0 20 0 )
3 0 20
1 2 20
191(?‘213./5010 9 10 20 20 Néo toxico
3 0 20
1 15 20
191?3/5010 9 17 20 87 Toxico
3 20 20
1 11 20
191?;)'/5010 5 18 20 58 Toxico
3 6 20
1 9 20
1912./3010 9 2 20 28 Né&o toxico
3 * 20

* Réplica excluida da andlise estatistica.

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas (iniciais e finais) da agua de interface realizadas nos
testes de toxicidade aguda com Leptocheirus plumulosus para as amostras de
SEDIMENTOS MARINHOS.

Oxigénio dissolvido

Amostra pH Salinidade (%o) (mg/L)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle 7,12 8,15 22,0 24,0 521 6,13
19168/2010-1.0 7,73 8,57 22,0 25,0 4,71 5,96
19169/2010-1.0 7,81 8,33 22,0 26,0 5,14 5,86
19170/2010-1.0 7,78 8,47 22,0 26,0 4,38 5,95
19171/2010-1.0 7,83 8,47 23,0 24,0 5,00 6,00
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Tabela 3 — Analises fisicas e quimicas de salinidade, pH, temperatura, nitrogénio amoniacal e

amoOnia ndo ionizada efetuadas na agua intersticial dos sedimentos no inicio e
no final dos testes de toxicidade aguda com Leptocheirus plumulosus, para as
amostras de SEDIMENTOS MARINHOS.

- Oxigénio Nitrogénio  Amonia néo

Amost pH Sallgldade dissolvido T%mp. amoniacal ionizada

mostra %) (mgny 9 (mg/L) (mg/L)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle 7,05 7,78 30,0 230 560 565 256 248 425 - 0,023 -
19168/2010-1.0 8,30 7,67 380 250 587 4,19 256 248 14,00 - 1,232 -
19169/2010-1.0 8,19 7,63 350 250 593 3,71 256 248 9,75 - 0,679 -
19170/2010-1.0 8,30 7,74 39,0 250 5,78 4,85 256 248 17,50 - 1,540 -
19171/2010-1.0 826 7,41 370 250 583 380 256 248 15,00 - 1,213 -
RL19168/2010-1.0LEP
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ANEXO 1

-II-EC/\M CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAO

Leptocheirus plumulosus - Sulfato de zinco heptaidratado - Publicada em 06/07/2010
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Data

GLP Compliance: 24/02/09 e 19/11/08

INMETRO: ISO17025:CRL 0395,12/02/10 - BPL 0007e0012, 06/09/02
Ministério da Agricultura: Port 221, 14/07/09 e Port 180, 05/07/2006
ANVISA/REBLAS: ANALI 005 e ANALI 019

Certificado de Biosseguranca: CQB 0153/01, DOU 14/11/01
Secretaria da Agricultura (SP): DOE 01/08/98
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