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mortalidade dos organismos ap6s 10 dias de exposicao.

recomendados pela ABNT (2008).

LABORATORIOS

INTRODUCAO

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

MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para a execucdo do teste

segue 0s procedimentos

1. Dados das amostras
Amostra Protocolo Data de Data e hora Local de
TECAM Entrada de Coleta Coleta
Sedimento - ARM 16/17 B 3024/2011-1.1 11/02/2011 07/02/2011 as 12:10h
Sedimento - ARM 16/17 A 3025/2011-1.1 11/02/2011 07/02/2011 as 12:20h
Sedimento - ARM 19 B 3026/2011-1.1 11/02/2011 07/02/2011 as 13:00h
Sedimento - ARM 19 A 3027/2011-1.1 11/02/2011 07/02/2011 as 13:20h
Sedimento - ARM 20/21 B 3028/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 9:40h
Sedimento - ARM 20/21 A 3029/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 10:00h
Sedimento - ARM 22 B 3030/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 10:15h
Sedimento - ARM 22 A 3031/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 10:30h Canal de
Sedimento - ARM 23 B 3032/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 10:40h  Santos
Sedimento - ARM 23 A 3033/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 10:55h
Sedimento - ARM CURVA 23 B  3034/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 11:25h
Sedimento - ARM CURVA 23 A 3035/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 11:40h
Sedimento - ARM ARM FRIG B 3036/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 11:55h
Sedimento - ARM ARM FRIG A 3037/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 12:10h
Sedimento - ARM 25 B 3038/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 12:40h
Sedimento - ARM 25 A 3039/2011-1.1 11/02/2011 08/02/2011 as 13:10h

Acondicionamento: saco plastico, sob refrigeracéo.

2.

Dados dos organismos-teste

Data de entrada dos animais: 21/03/2011.

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

Data de inicio: 22/03/2011.

Data de término: 01/04/2011.

Temperatura média da agua: 24,9 + 0,7°C.

Fotoperiodo: iluminacdo constante.

Renovacgdo do meio: sem renovacao (teste estatico).

Aeracdo: sim.

Agua de diluicdo: 4gua marinha sintética preparada a partir de sal comercial marca CORAL
REEF RED SEA SALT®, com salinidade de 20%o.

Sedimento-controle: sedimento coletado em Sdo Sebastido (SP) em 22/02/2011 e filtrado em

rede com abertura de malha de 500 um.
4, Aclimatacéo 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 condicdes de qualidade da agua, 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 concentragdo letal mediana (CLsp; 96h) e
respectivo intervalo de confianga obtidos foram: 0,75 mg Zn/L (1.C.: 0,56 a 1,01 mg Zn/L). A
carta-controle de sensibilidade desse sistema-teste no Tecam (Anexo 1), utilizando dados
acumulados de varios testes, indica uma CLsp; 96h média de 0,72 mg Zn/L, com limites de
controle (média £ 2.desvio padrdo) de 0,06 a 1,38 mg Zn/L. O valor obtido esta dentro da

faixa definida de avaliacdo 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 agua de diluicdo 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.

RL3024/2011-1.1LEP
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Animais em boas condicdes 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 atraves 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 0s organismos nédo
encontrados foram considerados mortos.

Nos dias 0, 3, 7 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
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. Anadlises 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).

RL3024/2011-1.1LEP
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RESULTADOS

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

Com relacdo as analises 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 amonia ndo ionizada da &gua intersticial no inicio do
teste, os valores obtidos foram inferiores ao limite de 0,8 mg/L aceito para essa espécie
(USEPA, 2001).

A aplicacdo das analises estatisticas permitiu verificar que as amostras nao
apresentaram toxicidade para L. plumulosus, com exce¢do da amostra Sedimento - ARM
ARM FRIG A (3037/2011-1.1), que apresentou toxicidade, em comparacdo com O

sedimento-controle, apo6s 10 dias de exposicao.
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TABELAS

Tabela 1 — Efeito toxico observado nos testes de toxicidade aguda com Leptocheirus

plumulosus para as amostras de SEDIMENTOS MARINHOS, ap6s o periodo de exposicao.

Amostra Rép. Nollc/ilrc])?!cc?se animais potrl(’)e:etz:ica Mt%:;a;lzgi)d ¢ Resultado
1 1 20
Controle 2 0 20 3 -
3 1 20
1 4 20
3024/2011-1.1 2 0 20 12 Nao Toéxico
3 3 20
1 2 20
3025/2011-1.1 2 4 20 10 Né&o Toxico
3 0 20
1 0 20
3026/2011-1.1 2 2 20 8 Né&o Toxico
3 3 20
1 0 20
3027/2011-1.1 2 3 20 10 Né&o Toxico
3 3 20
1 2 20
3028/2011-1.1 2 7 20 27 Nao Toéxico
3 7 20
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Amostra Rép. N°I1‘/ilr(1;![glse animais po[rr(')é;g:ica Mt%:;a;légi)d € Resultado
1 1 20
Controle 2 0 20 3 -
3 1 20
1 2 20
3029/2011-1.1 2 3 20 8 Nao Toéxico
3 0 20
1 6 20
3030/2011-1.1 2 0 20 10 N&o Todxico
3 0 20
1 1 20
3031/2011-1.1 2 1 20 5 Né&o Toxico
3 1 20
1 0 20
3032/2011-1.1 2 1 20 8 Né&o Toxico
3 4 20
1 1 20
3033/2011-1.1 2 0 20 2 Nao Toéxico
3 0 20
1 0 20
3034/2011-1.1 2 1 20 5) N&o Todxico
3 2 20
1 1 20
3035/2011-1.1 2 0 20 2 N&o Toxico
3 0 20
RL3024/2011-1.1LEP
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N° final de animais por réplica

Mortalidade

Amostra Rép. Mortos Total total (%) Resultado
1 1 20
Controle 2 0 20 3 -
3 1 20
1 4 20
3036/2011-1.1 2 2 20 10 N&o Toxico
3 0 20
1 20 20
3037/2011-1.1 2 20 20 98 Toxico
3 19 20
1 2 20
3038/2011-1.1 2 3 20 17 N&o Toxico
3 5 20
1 14 20
3039/2011-1.1 2 4 20 42 Nao Toéxico
3 7 20
RL3024/2011-1.1LEP
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Tabela 2 - Anélises fisicas e quimicas (iniciais e finais) da dgua de interface realizadas nos
testes de toxicidade aguda com Leptocheirus plumulosus para as amostras de
SEDIMENTOS MARINHQOS.

oH Salinidade (%) Oxigénio dissolvido

Amostra (mg/L)

Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle 7,88 7,97 21 21 5,85 6,10
3024/2011-1.1 7,92 8,49 21 22 4,32 5,90
3025/2011-1.1 7,94 8,22 21 24 4,79 5,79
3026/2011-1.1 7,55 8,26 22 22 3,82 571
3027/2011-1.1 7,62 8,43 22 24 4,05 5,59
3028/2011-1.1 7,44 8,41 21 23 3,15 5,48
3029/2011-1.1 7,62 8,11 22 24 4,36 5,72
3030/2011-1.1 7,92 8,32 21 25 5,22 5,73
3031/2011-1.1 7,73 8,25 21 24 4,05 5,65
3032/2011-1.1 8,06 8,28 21 25 5,13 5,74
3033/2011-1.1 7,96 8,13 21 25 5,54 5,92
3034/2011-1.1 7,96 8,08 21 24 4,88 5,34
3035/2011-1.1 8,06 8,09 22 23 4,65 5,77
3036/2011-1.1 7,93 8,18 22 24 4,68 5,84
3037/2011-1.1 8,04 8,13 22 24 5,32 5,90
3038/2011-1.1 7,97 8,23 22 24 4,97 5,87
3039/2011-1.1 7,86 8,12 22 25 4,13 5,74
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Tabela 3 — Analises fisicas e quimicas de salinidade, pH, temperatura, nitrogénio amoniacal e
amonia 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 Sa'";"dade dissolvido T(imp. amoniacal ionizada
mostra %) mgny 9 (mgll)  (mglL)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle 784 785 23 21 573 545 242 240 150 - 0,048 -
3024/2011-1.1 7,67 7,70 32 22 493 525 242 240 11,00 - 0,225 -
3025/2011-1.1 7,71 7,79 32 23 498 496 24,2 24,0 16,00 - 0,358 -
3026/2011-1.1 7,69 7,75 32 23 493 485 242 240 3,50 - 0,075 -
3027/2011-1.1 763 7,88 32 23 499 490 242 240 8,25 - 0,154 -
3028/2011-1.1 7,78 7,96 31 22 496 491 242 240 6,50 - 0,170 -
3029/2011-1.1 7,58 7,84 34 24 482 506 242 240 8,50 - 0,138 -
3030/2011-1.1 761 7,97 33 24 467 530 24,2 24,0 3,00 - 0,054 -
3031/2011-1.1 761 7,97 33 24 478 528 242 24,0 14,00 - 0,250 -
3032/2011-1.1 * 7,84 * 25 * 500 24,2 24,0 * - * -
3033/2011-1.1 7,76 7,96 31 23 518 453 24,2 24,0 1550 - 0,388 -
3034/2011-1.1 769 7,96 31 23 446 496 24,2 24,0 4,00 - 0,085 -
3035/2011-1.1 765 7,91 33 24 469 507 242 240 1350 - 0,264 -
3036/2011-1.1 7,68 7,89 32 24 451 500 242 240 6,25 - 0,131 -
3037/2011-1.1 7,74 783 32 24 462 513 242 24,0 1350 - 0,323 -
3038/2011-1.1 7,67 7,89 32 26 4,73 518 24,2 240 2,00 - 0,041 -
3039/2011-1.1 7,71 781 34 25 450 4,62 242 240 10,50 - 0,229 -

* N&o foi obtida agua intersticial suficiente para a leitura dos parametros fisico-quimicos, apés a centrifugacdo do sedimento.
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ANEXO 1
-"-EC/\M CARTA-CONTROLE DE AVALIAC,AO
FAEERATORIES | eptocheirus plumulosus - Sulfato de zinco heptaidratado - Publicada em 02/02/2011
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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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