TECAM

LABORATORIOS

CONFIDENCIAL

Relatorio Final RL2771/2009 — 1.1 LEP
14 de Novembro de 2009

Titulo do Estudo
Teste de Toxicidade Aguda com Leptocheirus plumulosus
para as amostras de SEDIMENTOS MARINHOS
(PROJETO IDCPEA 746)

Patrocinador
CONSULTORIA PAULISTA DE ESTUDOS AMBIENTAIS LTDA — EPP.
P¢ D. Idilio J. Soares, 42 — Cj 101 — 11013 - 927
Santos, SP.

Laboratério executor
TECAM Tecnologia Ambiental Ltda.
R. Fabia, 59 - 05051-030.
Sdo Paulo, S.P.
Fone: (55) (11) 3873-2553 — Fax: (55) (11) 3862-8954

Este relatorio cancela e substitui o relatorio n® 2771/2009 — 1.0LEP

Pagina 1 de 10

Rua Fabia, 59
05051030 ¢ Sao Paulo » SP
Tel.: [11) 3873-2553 » Fax: (11) 3862-8954



TECAM

LABORATORIOS

CONFIDENCIAL
INDICE
EN D ICE oo ettt ettt ettt ettt ettt et
DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO ..ot
TIE TR DI A ceuusomioniins vsissinsivsonsysassns o ssss s S A AR S

MATERIAIS E METODOS

1. Dados das amostras

. Dados dos organismos-teste

.........................................................................................................

2
3. Condigdes de teste
4, Aclimatagdo e controle de sensibilidade

. Procedimentos

N

...............................................................................................................

6. Analises estatisticas
RESTTETAINIS ..o cxsensonsasseassssonssssasssasoonossssaserspsesmtssasansssse aenssossmasesssaeossmarsssmasepessssmapsassspadsss s
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
TABELAS

........................................................................................

...................................................................................................................................

RL2771/2009 - 1.1 LEP
Rua Fabia, 59

05051-030 = Sao Paulo » 5P
Tel.: (11) 3B73-2553 = Fax: (11) 3862-8854



TECAM

LABORATORIOS CONFIDENCIAL 3

DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo com as amostras de SEDIMENTOS MARINHOS, requerido
pela empresa CONSULTORIA PAULISTA DE ESTUDOS AMBIENTAIS LTDA - EPP,
foi conduzido dentro dos preceitos estabelecidos pelo Sistema de Qualidade do Tecam. O
relatorio final representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos e contém
informagdes estritamente confidenciais. Os dados brutos do estudo encontram-se a disposi¢io
da empresa solicitante no endere¢o do TECAM — TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA, a Rua
Fabia, 59 - Sdo Paulo — SP.
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O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda das amostras de
SEDIMENTOS MARINHOS para o anfipodo Leptocheirus plumulosus, baseados na

mortalidade dos organismos apos 10 dias de exposi¢io.

A metodologia utilizada para a execu¢do do teste segue os procedimentos

INTRODUCAO

MATERIAIS E METODOS

recomendados pela USEPA (1994).

1. Dados das amostras

CONFIDENCIAL

Amostras Protocolo Data de Data de Local de
TECAM Entrada Coleta Coleta
Sedimento - PS-01-S 2771/2009 20/03/2009 17/03/2009 Santos, SP.
Sedimento - PS-02-S 2772/2009 20/03/2009 17/03/2009 Santos, SP.
Sedimento - PS-03-S 2773/2009 20/03/2009 17/03/2009 Santos, SP.
Sedimento - PS-04-S 2774/2009 20/03/2009 18/03/2009 Santos, SP.
Sedimento - PS-05-S 2775/2009 20/03/2009 18/03/2009 Santos, SP.

Acondicionamento: saco plastico, sob refrigeragao.

2. Dados dos organismos-teste

Data de entrada dos animais; 06/04/2009.

Idade/tamanho: jovens com tamanho entre 500pum e 1000pum.

3. Condigoes de teste

Data de inicio: 07/04/2009.
Data de término: 17/04/20009.

Temperatura média da agua: 25,0 + 0,5°C.

Fotoperiodo: iluminagio constante.

Renovagdo do meio: sem renovagdo (teste estatico).

Aeragdo: sim.

Agua de dilui¢io: dgua marinha sintética preparada a partir de sal comercial marca CORAL

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

Rua Fahia, 539
05051-030 » S50 Paulo » SP
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Sedimento-controle: sedimento coletado em Sdo Sebastido (SP) em 11/03/2009 e filtrado em

rede com abertura de malha de 250pum.
4. Aclimatacio 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 4gua, 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 concentragio letal mediana (CL50; 96h) e
respectivo intervalo de confianga obtidos foram: 1,06 mg Zn/L (1.C.: 0,84 a 1,34 mg Zn/L). A
carta-controle de sensibilidade desse sistema-teste no Tecam (Anexo I), utilizando dados
acumulados de varios testes, indica uma CL50; 96h média de 0,71 mg Zn/L, com limites de
controle (média + 2.desvio padrdo) de 0,11 a 1,30 mg Zn/L.. O valor obtido esta dentro da

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

Os testes foram realizados utilizando-se cinco réplicas para cada amostra. Foram
transferidas aliquotas de cerca de 175mL de sedimento em cada frasco-teste e adicionados
400mL de agua de diluigdo com auxilio de um disco plastico para minimizar a ressuspensao
dos sedimentos. Em cada frasco foi introduzida aeragdo suave na superficie da dgua ¢ 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 dez animais em cada réplica. Grupos de dez animais em cinco réplicas foram
colocados em um sedimento-controle, utilizado no cultivo dos animais.

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

Nos dias 0, 4, 8 ¢ 10 foram realizadas analises de pH, salinidade ¢ teor de
oxigénio dissolvido da dgua de interface do controle e de cada amostra. As aliquotas de dgua
para essas andlises foram cuidadosamente coletadas na interface dgua/sedimento, cerca de

RL2771/2009 - 1.1 LEP
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lcm acima da superficic do sedimento, formando uma amostra composta por aliquotas de
cada réplica.

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

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

Apds 10 dias de exposi¢do, a mortalidade dos organismos das amostras foi
comparada com a do controle, utilizando-se as seguintes andlises estatisticas:
« Teste de normalidade do Chi-Quadrado (Zar, 1999):
+ Teste-F para homogeneidade de variancia (Zar, 1999), e
« Teste de hipoteses por bioequivaléncia (Erickson ¢ McDonald, 1995), com aplicacdo
da constante de proporcionalidade (“r”") de 0,80, calculada para a espécie Leptocheirus

plumulosus (Prosperi et al, 2008).

RESULTADOS

Os resultados dos testes com as amostras de SEDIMENTOS MARINHOS estdo
apresentados na Tabela 1.

Com relagdo as andlises quimicas realizadas durante os testes, os valores de
oxigénio dissolvido, salinidade, pH, nitrogénio amoniacal ¢ amonia ndo ionizada da dgua de
interface e da agua intersticial estdo apresentados nas Tabelas 2 ¢ 3. Os resultados obtidos
indicam uma qualidade aceitavel da dgua de interface ¢ da dgua intersticial durante o periodo
de teste. Quanto a concentragdo de amonia ndo ionizada da agua intersticial no inicio do teste,
os valores obtidos foram inferiores ao limite de 0,8mg/L aceito para essa espécie (USEPA,
2001) com excec¢do da amostra de Sedimento - PS-01-S (2771/2009-1.1), que apresentou

valor acima desse limite.

RL2771/2009 — 1.1 LEP
Rua Fabia, 59
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Apesar da mortalidade no sedimento-controle ter sido superior ao limite
recomendado pela metodologia de referéncia (USEPA, 1994), a aplicagio do Teste de
Hip6teses por Bioequivaléncia permitiu contornar este problema ¢ verificar que as amostras
de sedimento ndo apresentaram toxicidade para L. plumulosus, em comparagdo com 0O

sedimento-controle, apds 10 dias de exposigdo.
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TABELAS

Tabela 1 — Efeito toxico observado nos testes de toxicidade aguda com L. plumulosus para as

amostras de SEDIMENTOS MARINHOS, apos o periodo de exposi¢do.

N’ final de animais por réplica Mortalidade
Mortos Total total (%)

Amostra  Rép. Resultado
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10
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10
10

Controle

10
10
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10
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1.1

10
10
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1.1

10
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Tabela 2 - Andlises fisicas e quimicas (iniciais e finais) da d4gua de interface realizadas nos
testes de toxicidade aguda com Leptocheirus plumulosus para as amostras de

SEDIMENTOS MARINHOS.

pH Salinidade (%o) Oxigénio dissolvido

Amostra (mg/L)

Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle 7,99 8,12 21 23 5,28 6,45
2771/2009-1.1 1,13 8,17 24 24 4,15 6,25
2772/2009-1.1 7,78 8.12 24 24 5,46 5,85
2773/2009-1.1 7.90 8.21 24 24 4,62 6,42
2774/2009-1.1 7,82 8.05 24 24 5.81 5,96
2775/2009-1.1 7,91 8.09 24 25 5,62 6,25

Tabela 3 — Analises fisicas ¢ 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.

Salinidade Oxigénio Téiig, Nitrogénio Amoénia nio
Amostra Dissolvido pH amoniacal ionizada
(%o) (mg/L) (6 (mg/L) (mg/L)
Contrale Inicial 23 5,56 7,91 25 1,50 0,057
Final 23 5,03 8,01 24 - -
2771/2009  Inicial 33 4,70 7,98 25 19,00 0,804
-1.1 Final 26 4,52 7,82 24 - -
2772/2009  Inicial 33 4,89 7,93 23 11,00 0,426
-1.1 Final 26 4,25 793 24 - -
2773/2009  Inmicial 31 5,54 112 25 2,75 0,067
-1.1 Final 26 5,27 8,50 24 - -
2774/2009  Inicial 34 5,01 8,08 25 175 0,092
-1.1 Final 25 4,45 1,97 24 - -
2775/2009  Inicial 35 4,68 1.99 25 12,50 0,540
-1.1 Final 28 3,09 8,02 24 - -
RL2771/2009 — 1.1 LEP
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ANEXO 1
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