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RESUMO

Em episodios de emergéncias ambientais, principalmente em incéndios causados por
compostos inflamaveis, a extingdo do fogo utilizando apenas dgua apresenta limitacdes.
Como alternativa, nos ultimos anos surgiram Agentes Extintores de Incéndios - AEI.
Em 2015 no municipio de Santos, um grave incéndio ocorreu em tanques de gasolina e
etanol. Para a extingdo do fogo, foram utilizadas grandes quantidade de AEI que
juntamente com os combustiveis dos tanques escorreram para os ecossistemas aquaticos
adjacentes. Apesar do amplo uso desses compostos, ha falta de informacdo sobre a
composi¢do e toxicidade das formulagdes, de modo que os Compostos Perfluorados
(PFC) sao relatados como o principio ativo dessas substancias. Assim, o objetivo foi
avaliar os efeitos toxicos dos diferentes AEI utilizados no incéndio e a Fragdo Soluvel
da Gasolina (FSG) em testes isolados e em misturas. Os testes isolados foram realizados
com Echinometra lucunter, Artemia sp. € Daphnia similis. Os testes com misturas
foram realizados com Artemia sp. e D. similis utilizando os modelos conceituais de
Concentracao de Adi¢ao (CA) e Agdo Independente (IA) com os desvios de Sinergismo,
Antagonismo, DL (dependente da dose) e DR (dependente do quimico). Para E.
lucunter os resultados de Clspuon foram de 0,11% para FSG e estiveram entre 0,0002 a
0,01% para AEI; para Artemia sp. os valores de CLsg4sn foram de 0,11% para FSG e
variaram entre 0,02 e 0,2% para AEIL. Para D. similis as CEsg4g, foram de 1,10% para
FSG e estiveram entre 0,03 a 0,3% para AEIL Para as misturas, todos os testes foram
significativamente ajustados aos modelos de referéncia; em alguns casos apresentando
desvios, indicando acdes antagénicas ou sinérgicas. Para Artemia sp., foram
identificados efeitos antagdnicos e sinérgicos, dependendo das concentracdes e das
combinagdes dos quimicos; para D. similis observou-se efeitos aditivos, antagénicos e
sinérgicos, também considerando fatores de concentracdo e combinagdo de cada
quimico na mistura. Assim, o estudo forneceu informagdes sobre os efeitos desses

compostos no ambiente, tanto isolados quanto em misturas bindrias.

Palavras-chave: AFFF; Ecotoxicologia; Emergéncia Quimica; Impacto ambiental,
LGE; Misturas.
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ABSTRACT

In environmental emergencies, and special in those caused by flammable compounds,
extinguishing fires by using only water has some limitations, requiring the use of Fire
Suppression Agents (FSA). In 2015, a severe fire occurred in gasoline and ethanol tanks
from a petrochemical plant located in the Santos city. To combat that fire, lots of FSA
were diluted in estuarine and applied on the tanks resulting in an “effluent” containing
fuels and FSAs. There is a lack of information about the toxicity of FSA’s commercial
formulations, but the major active principles in these formulations are the Perfluorinated
Compounds (PFCs). The aim of this study was evaluate the toxic effects of different
FSAs and Gasoline Water Soluble Fraction (GWSF) in isolated and binary mixtures
tests. The isolated analyses were performed with Echinometra lucunter, Artemia sp. and
Daphnia similis. The mixture tests were performed with Artemia sp. and D. similis,
using the conceptual models for CA and IA with deviations as synergism, antagonism,
DL (Dose Level-dependent) and DR (Dose Ratio). The toxicity of isolated compounds
to E. lucunter showed 1Csp42n was 0.11% for GWSF and values ranging from 0.0002 to
0.01% for FSA; to Artemia sp. LCsg.4gn was 0.11% for GWSF and values ranging from
0.02 to 0.2% for FSA. To D. similis ECso4snh was 1.10% for GWSF and ranged from
0.03 to 0.3% for FSA. For mixture responses, all tests were significantly adjusted to CA
(Concentration Addition) and IA (Independent Action) models, and in some cases the
results showed deviations, indicating antagonistic or synergistic interactions. For
Artemia sp. antagonistic and synergistic effects occurred, depending on the
concentrations and combinations of the chemicals. D. similis showed additive,
antagonistic and synergistic effects, in this case was also considering concentration and
combination of each chemical in the mixture. This study provided information on the

effects of these compounds in the environment, in isolated forms or binary mixtures.

Keywords: AFFF; Chemical Emergency; Ecotoxicology; Environmental Impact; LGE;
Mixtures.
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1. INTRODUCAO

A expansdo e a diversificacdo das atividades industriais trouxeram inimeros
beneficios para o desenvolvimento tecnologico, econdomico e social, determinando
enormes mudangas na forma de producdo e consumo mundial. No entanto, centrais de
armazenamento de produtos quimicos, instalagdes industriais e especialmente os setores
petroquimicos contribuiram no aumento e na gravidade de episddios de acidentes
ambientais, exibindo um numero elevado de explosdes e incéndios nas ultimas décadas
(CHANG; LIN, 2006).

Em episodios de emergéncias ambientais como incéndios de grandes
propor¢des, o combate ao fogo utilizando apenas agua ndo ¢ recomendado; essa
abordagem apresenta algumas limitagdes, como a dificuldade na penetracao no material
em combustdo devido a sua tensdo superficial. Além disso, em virtude da sua baixa
viscosidade, a 4gua pode escorrer rapidamente pela superficie e em casos de incéndios
causados por liquidos inflamaveis, os jatos de 4gua podem ocasionar o extravasamento
do material em combustdo, e com isso, alastrar ainda mais o incéndio (FIGUEREDO et
al., 1999).

Com a evolugdo da tecnologia, nos ultimos anos foram desenvolvidas
alternativas a fim de aumentar a eficiéncia no combate a incéndios (SARDQVIST,
2002). Retardantes de chama a base de PBDE (éteres de difenilas polibromadas) e seus
congéneres passaram a ser empregados de modo a prevenir incéndios (PESTANA et al.,
2008). Além disso, ao tratar de incéndios de alta complexidade, principalmente os
causados por substancias inflamaveis e liquidos volateis (Classe B), tem sido requerido
o uso de Agentes Extintores de Incéndios (AEI) mais eficientes, como os Liquidos
Geradores de Espumas (LGE) (BOURGEOIS et al., 2015), e mais recentemente os
Isolantes Térmicos (IT).

Essas formulagdes comerciais tem sido utilizadas em escala mundial para o
combate a incéndios em industrias (KISH et al., 2008), aeroportos (AWAD et al., 2011),
florestas (BOULTON et al., 2003), instalacdes militares (BACKE et al. 2013), areas
portudrias e tanques de armazenamento de combustiveis (MARTINS, 2015). Nesses
casos, os AEI mais comumente utilizados sdo do tipo LGE - AFFF (Aqueous Film
Forming Foams) que formam espumas com um fino filme aquoso, proporcionando um

recobrimento continuo e o resfriamento da superficie do material em combustdo,
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suprimindo e impedindo o reinicio do fogo (FIGUEREDO et al., 1999); e os Isolantes
Térmicos, que por sua vez possuem maior capacidade de resfriamento, pois penetram no
material em combustdo e possuem agentes encapsuladores de fogo que proporcionam
uma diminuicdo de temperatura mais efetiva, dessa forma extinguindo e detendo o
reinicio das chamas. Além disso, esses compostos tém a capacidade de reduzir a
densidade da fumaca gerada pelo incéndio (HTC, 2013; CFTB, 2017).

Apesar da ampla utilizacdo dos LGE e IT, as informacdes a respeito da
composi¢do quimica desses compostos ndo sdo fornecidas pelas empresas que
comercializam tais produtos. Sabe-se que essas formulacdes comerciais incluem um
conjunto de substancias quimicas, como solventes, diferentes classes de surfactantes
fluorados e compostos aditivos (MOODY;FIELD, 2000; PLACE;FIELD, 2012).
Diversos estudos relatam que esses produtos baseiam-se especialmente em compostos
perfluorados (PFC) (MOODY; FIELD, 2000; KISH et al., 2008; BADUEL et al., 2017).
Essas sdo substincias que possuem forte polaridade na ligagdo de carbono-fltior,
favorecendo assim a estabilidade das moléculas quimicas (KEY, 1997), de modo que
essa propriedade quimica pode estar associada a longa vida dos PFC (BOUDREAU et
al., 2003).

Dentre o grupo dos PFC, destacam-se os PFOS (acido perfluorooctano
sulfonico) e os PFOA (acido perfluorooctandico), os quais sdo as ultimas formas de
degradagdo dos PFC (MONTAGNOLLI, 2015). Esses compostos apresentam alta
persisténcia nos ecossistemas, com ocorréncia em diversos compartimentos ambientais,
incluindo locais remotos (SUJA et al., 2009). Em adicdo aos relatos de sua presenga no
ambiente, diversos estudos reportaram o potencial téxico desses quimicos aos
organismos aquaticos (HAN; FANG, 2010; HUANG et al, 2010), bem como a
bioacumulacdo em diversos grupos de animais, como répteis (SOLLA et al., 2012),
mamiferos (GIESY; KANNAN 2001; KANNAN et al, 2001), peixes (GIESY;
KANNAN 2001; GULKOWSKA et al, 2006), aves (GIESY; KANNAN 2001),
moluscos e crustaiceos (GULKOWSKA et al., 2006). Pela ampla distribuicdo global
desses produtos quimicos, eles tém sido considerados substancias de elevado interesse
ecologico.

Outro importante contaminante dos ecossistemas aquaticos sdo os produtos
derivados do petréleo, como petroleo bruto, diesel e a gasolina. Esses compostos sdo
constituidos por misturas bastante complexas, cujas composigdes quimicas podem

variar em relagdo a natureza das substancias, quantidade de cadeias de carbono e peso
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molecular (PETERSON, 1994). A maior contribui¢do para o aparecimento dessas
substancias no ambiente ocorre por fontes antropicas, principalmente, por meio de
acidentes em estagdes de armazenamento, refinarias, oleodutos e no transporte; bem
como por pequenos e constantes derramamentos urbanos e no abastecimento de
embarcagdes (GUNSTER et al.,, 1993; CUTTER; JI 1997, KHAN; ABASSI 1999;
CHANG:; LIN 2006; SOARES-GOMES et al., 2010; CETESB, 2017).

A fragdo soluvel dos compostos derivados do petrdleo desempenha um papel
importante na contaminacdo ambiental, j4 que geralmente estd associada as maiores
causas de toxicidade aos organismos aquaticos (ANDERSON et al., 1974). Geralmente,
¢ nessa porcdo que se encontram os hidrocarbonetos de menor peso molecular
(PETERSON, 1994), além disso, esta fragdo pode espalhar-se por regides nao atingidas
inicialmente pelos derramamentos e causar efeitos adversos tempos apds a sua
introdugdo no ambiente (NAVAS et. al., 2006).

Assim, incéndios causados por combustiveis podem ter uma enorme
contribuicdo para a contaminagdo dos ecossistemas, e nesses casos, a situacao pode ser
agravada em decorréncia da introdu¢do do combustivel simultaneamente com
substancias de combate a incéndios no ambiente. Foi esse o caso do acidente ocorrido
em abril de 2015 no municipio de Santos litoral de Sdo Paulo — Brasil, em que um
incéndio de grandes proporg¢des ocorreu no Terminal Petroquimico de armazenamento
de combustiveis da empresa Ultracargo, pertencente ao Grupo Aratu/Tequimar. Esse
episodio teve duragdo de nove dias, sendo considerado o maior acidente do género ja
registrado no pais. Em consequéncia, para auxiliar na supressdo do fogo e resfriamento
dos cinco tanques de gasolina e um de etanol que se encontravam em chamas, as
equipes responsaveis pelo controle da emergéncia utilizaram grandes quantidades de
agua do Sistema Estuarino de Santos (SES), juntamente com diferentes marcas de LGE
- AFFF e IT (MARTINS, 2015).

Os residuos provenientes dessa mistura, juntamente com os combustiveis dos
tanques, escorreram e atingiram os ecossistemas aquaticos adjacentes, os quais incluem
uma lagoa contigua ao terminal portudrio e o SES, incluindo os manguezais (CETESB,
2016). Como consequéncia da liberacdo desses efluentes, ocorreu uma mortalidade
massiva de cerca de oito toneladas de peixes, pertencentes a 142 espécies, incluindo
algumas que até entdo ndo haviam sido descritas para a regido, além também, da

mortandade de diversos invertebrados (ROTUNDO et al., 2015; VICENTINI, 2015). A
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saber, em decorréncia disso, os 6rgdos competentes emitiram uma autuacdo para a
empresa por danos ambientais (SAP, 2015).

Com o grande aporte de substdncias quimicas presentes no ambiente,
constantemente o destino final dos compostos sdo os corpos de dgua doce, oceanos ou
aguas subterraneas (KISHI; ARAI, 2008). Neste cendrio, com a preocupacdo da
conservagdo dos ecossistemas, a partir da década de 1950 houve o desenvolvimento da
ecotoxicologia, como subsidio para solucionar problemas ambientais relacionados com
a poluicdo. Esta ciéncia permitiu avangar no conhecimento do efeito da interagcdo das
substancias com os organismos, em diferentes niveis biologicos (RAND et al, 1995;
SOUSA, 2002). Dessa forma, os ensaios ecotoxicoldgicos passaram a serem solicitados
para avaliacdo da poluicdo na legislacdo brasileira pelas Resolugdes CONAMA
n°357/2005 (BRASIL, 2005) e n°430/2011 (BRASIL, 2011).

Dentro da Ecotoxicologia, uma abordagem importante que vem sendo utilizada
diz respeito ao estudo da interagdo de misturas de substincias quimicas, de modo que
quando diferentes compostos sdo liberados concomitantemente no ambiente, seus
efeitos biologicos combinados podem ser variados. Sendo a exposi¢do as misturas
quimicas uma realidade, essa consciéncia vem trazendo um crescente interesse por parte
dos pesquisadores e dos 6rgios reguladores em estudos sobre os potenciais riscos das
exposicdes combinadas de substidncias nos ultimos anos, de modo que devem ser
reconhecidas como parte da avaliagdo do risco ambiental e da protecdo a satide publica
(GROTEN, 2000).

Com base nisso, para as abordagens com misturas surgiram modelos de
predicio do comportamento das substdncias quimicas, com aporte em modelos
matematico de Concentragdo de Adicdo (CA); esse modelo parte do principio de que os
quimicos possuem o mesmo Modo de A¢ao (MoA), portanto, o mesmo local de agdo no
organismo (LOEWE; MUISCHNEK, 1926) e o modelo de A¢ao Independente (IA);
que ¢ baseado no conceito de que os quimicos possuem diferentes MoA, ou seja, seus
efeitos ocorrem em sitios de acdo diferentes (BLISS, 1939). Ainda, as respostas para
esses modelos podem ser de adi¢do, onde o efeito combinado ¢ igual a soma dos efeitos
das substancias isoladas; ou ainda, apresentarem desvios como Sinergismo onde o efeito
observado ¢ superior ao esperado; Antagonismo em que o efeito € inferior ao esperado;
além disso, os efeitos podem ser dependentes da dose - DL (Dose Level-dependent) em

que a toxicidade depende da dose dos compostos; ou ocorrer em razdo das doses - DR
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(Dose Ratio) em que a toxicidade depende da composi¢ao da mistura (JONKER et al.,
2005).

O uso de modelos considerando as toxicidades de misturas binarias e/ou
complexas proporciona um melhor entendimento das interagdes entre os compostos.
Estudos abordando misturas de substincias interagindo no ambiente sdo ainda
incipientes, embora nos ultimos anos tenha aumentado o numero de trabalhos
publicados abordando a interacdo de compostos como herbicidas (PEREZ et al., 2011),
inseticidas (PAVLAKI et al, 2011), metais (FIGUEREDO et al. 2016), agentes
antimicrobianos e fungicidas (SILVA et al., 2015).

Entretanto, estudos tratando sobre a toxicidade das misturas de compostos
como a gasolina e Agentes Extintores de Incéndios sdo nulas. Em virtude disso, a
avaliagdo da disposicdo in natura das formulagdes comerciais dos AEI e da gasolina e a
interacdo desses compostos em misturas sdo relevantes, ja& que essas substancias
possuem potencial em causar impactos ambientais e de ocorrerem concomitantemente
no ambiente. Nesse sentido, na tentativa de sanar a lacuna de informagdes a respeito
dessas substancias, o presente estudo foi realizado em dois capitulos: I. Ensaios de
Toxicidade com Substancias Isoladas e II. Ensaios de Toxicidade com Misturas

Binarias.
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2. OBJETIVO

Avaliar a toxicidade de diferentes marcas de Liquidos Geradores de Espumas
(LGE — AFFF) e Isolantes Térmicos (IT); além da Gasolina em sua fracdo soluvel
(FSG), sobre invertebrados aquaticos, tanto em ensaios com as substancias isoladas

quanto em misturas binarias dos Agentes Extintores de Incéndios com a FSG.
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3. Capitulo I — Ensaios de Toxicidade com Substancias Isoladas

3.1. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados utilizando diferentes invertebrados aquaticos, os
animais foram escolhidos como modelos experimentais por serem representantes dos
ecossistemas em que ha a ocorréncia ou a possibilidade do aparecimento de substancias
quimicas provenientes da utilizacdo dos LGE e IT, bem como de hidrocarbonetos
derivados do petréleo. Compreendendo dessa forma o ambiente marinho com embrides
de ourico do mar Echinometra lucunter e nauplios do microcrustaceo Artemia sp.; € o

ambiente dulcicola com neonatos do microcrustaceo Daphnia similis.

3.1.1.Substancias Utilizadas

As solucdes-teste foram preparadas pela diluicdo dos compostos comerciais em
agua do mar (sal. 35 £+ 1) filtrada em membranas de poliéster de 0,45 pm para E.
lucunter e Artemia sp. e dgua doce dura (meio ASTM) para D. similis.

Além disso, foram realizados ensaios de sensibilidade em paralelo aos testes,
com as substancias de referéncia Dodecil Sulfato de S6dio (NaC,,H,5SO4) para Artemia
sp., Sulfato de Zinco (ZnSO,) para E. lucunter e Dicromato de Potéssio (K,Cr,05) para

D. similis.

3.1.1.1. Agentes Extintores de Incéndios (AEI)

Foram utilizadas amostras de Liquidos Geradores de Espumas - AFFF e de
Isolantes Térmicos, em suas formulagcdes comerciais empregados no combate ao
incéndio do Terminal Petroquimico de armazenamento de combustiveis da empresa
Ultracargo.

Para os ensaios com E. [ucunter e Artemia sp. foram utilizadas as amostras
fornecidas pelo IBAMA consistindo nos LGE - AFFF: Argus Prime 26E AFFF 1%
HCTP1; Ageofoam 2133/NB; Kidde Sintex AFFF/ARG 1% x 3%; Kidde Sintex
AFFF/ARC 3% x 6%; Liovac AFFF Hc/AR 3/3 AG e “Unknown” (amostra de marca
desconhecida obtida junto as equipes de técnicos, durante os rescaldos do incéndio) e os
isolantes térmicos Cold Fire Suppressant Agent e F500 Fire Suppression.

Nos ensaios com D. similis as formulagdes comerciais utilizadas foram os LGE

- AFFF: Ageofoam 2133/NB; Kidde Sintex AFFF/ARG 1% x 3%; e os isolantes
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térmicos Cold Fire Suppressant Agent e F500 Fire Suppression. Os respectivos AEI
foram selecionados por terem apresentado maior toxicidade em ensaios realizados
previamente com E. [ucunter e Artemia sp.

Todos os AEI foram diluidos a 10% em 4gua destilada de modo a proporcionar
uma melhor dissolu¢do dos quimicos, a partir disso, foram realizadas as séries de

diluicdo das solugdes-teste para cada ensaio.

3.1.1.2. Fracio Soluvel da Gasolina (FSG)

A gasolina comum (tipo C) sem chumbo foi adquirida comercialmente em
postos de combustivel das franquias Shell (Brasil) e Repsol (Portugal). As amostras de
gasolina foram acondicionadas em frascos apropriados para a sua preservagao.

Em laboratdrio, a gasolina foi submetida a extracdo da fragdo soluvel para a
realizagdo dos ensaios. Na avaliacdo da toxicidade dos derivados do petroleo, a
utilizacdo da fragdo soliivel tem sido frequente, j4 que esta apresenta maior quantidade
de constituintes dissolvidos e dispersos de forma estdvel na dgua (GIRLING et al.,
1992).

Para a separacdo da Fragdo Soluvel da Gasolina (FSG) e da Fracdo Insoluvel
da Gasolina (FIG), foram realizados procedimentos baseados em RODRIGUES et al.
(2010) com modificagdes em relacdo ao tempo de preparagao de dilui¢do da gasolina na
agua: estes autores prepararam a FSG em 22h, enquanto que nesse estudo, o tempo foi
estendido para um periodo de 24h, pois segundo GIRLING et al. (1992), as
concentragdes dos constituintes dissolvidos nas fases soliveis e insoliveis se
equilibraram mais adequadamente apos esse periodo.

Desse modo, a gasolina foi diluida na propor¢ao de 1:4, sendo uma parte de
gasolina comercial para quatro partes de d4gua do mar filtrada para E. lucunter e Artemia
sp. e de agua Ultrapura para D. similis. Apds a dilui¢do, iniciou-se a agitacdo do
conteudo por meio de agitador magnético. Decorrido o tempo de 24h, o agitador foi
desligado e a gasolina ficou em repouso por cerca de 40 min, apos esse periodo, foi
visivel a diferenciagdo das duas fases: a FIG e a FSG. Com isso, a FIG foi retirada
manualmente com auxilio de uma pipeta e descartada, iniciando-se assim o ensaio
utilizando apenas a FSG.

Todos os procedimentos foram realizados em local ausente de luz desde o
inicio até a inoculagdo dos organismos, para minimizar assim a perda e/ou degradacio

dos compostos.
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3.1.2. Ensaios de Toxicidade

Em todos os testes foram analisadas as variaveis fisico-quimicas no inicio e
final. Para os ensaios com E. lucunter e Artemia sp. foram analisadas as variaveis: teor
de Oxigénio Dissolvido (OD), pH, salinidade e teor de nitrogénio amoniacal (NH3) pelo
método de VERDOUW et al. (1978) com modificagdes para leitura em microplaca; para
os ensaios com D. similis foram analisadas as variaveis: OD, pH, condutividade e NHj3
por Hach kit pelo método Nessler.

Os ensaios foram validados quando os pardmetros fisico-quimicos
permaneceram na faixa recomendada, a sensibilidade dos organismos estava no
intervalo (testes com substancia de referéncia) e os organismos no controle estavam de
acordo com a aceitabilidade estabelecida para cada metodologia de ensaio.

Devido ao curto periodo de ensaio, o sistema-teste utilizado foi do tipo estético,
de modo que os organismos ficaram expostos & mesma solu¢do durante todo o periodo
do ensaio, sem a renovagao ou adi¢ao de substancia.

As concentragdes utilizadas nos testes definitivos foram definidas a partir de
ensaios preliminares conduzidos no laboratorio, utilizando a razdo de diluigdo de 10.
Posteriormente essas concentragdes foram adequadas em fatores de diluicio menores
(i.e. maior precisdo). Sendo assim, para os ensaios com E. [ucunter 0s organismos
foram expostos as concentragdes nominais de AEI 0,0001; 0,001; 0,005; 0,01 e 0,05% e
para a FSG entre 0,005; 0,025; 0,05; 0,25 e 0,50%. Para os ensaios com Artemia sp. 0s
organismos foram expostos as concentragdes nominais de AEI 0,01; 0,10; 0,30; 0,50 e
0,70% e para a FSG de 0,01; 0,05; 0,15; 0,30 e 0,75%. Para os ensaios de AEI com D.
similis, os organismos foram expostos as concentragdes nominais de 0,0001; 0,001;
0,01; 0,02 e 0,03% para F-500; de 0,01; 0,03 e 0,04; 0,05 e 0,07% para Cold fire; de
0,01; 0,02; 0,03; 0,05 e 0,1% para Ageofoam; e de 0,15; 0,25; 0,35; 0,45 e 0,6% para
Kidde Sintex 1%. Para a FSG, os organismos foram expostos as concentracdes

nominais de 0,25; 1,25; 2,5; 3,75 € 7,5%.

3.1.2.1. Echinometra lucunter

Os ensaios de toxicidade cronica de curta duracdo com embrides de
Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) foram realizados em parceria com o Laboratorio
de Ecotoxicologia Professor Caetano Belliboni (Lecotox), sediado na Universidade

Santa Cecilia. Os testes foram executados seguindo-se o protocolo descrito pela norma
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NBR 15350 (ABNT, 2012), utilizando como endpoint o desenvolvimento embrionario
até a larva pluteus.

Os ouricos sdo animais de habito séssil, sendo representativos de ambientes
costeiros e geralmente encontrados aderidos a substratos como as rochas (RUPPERT et
al., 2005). A espécie Echinometra lucunter foi selecionada como modelo experimental
por tratar-se de um ensaio com estagio inicial de vida (embrides), sendo essa fase
considerada sensivel aos organismos apresentando respostas satisfatorias nos testes, e,
além disso, por esses organismos apresentarem sensibilidade a diversas classes de
poluentes de ambientes marinhos (ARAGAO; ARAUJO, 2008).

Os individuos adultos de E. lucunter foram coletados em costdes rochosos na
Ilha das Palmas, Guaruja-SP, por meio de mergulho livre, sendo imediatamente
envoltos em macroalgas do local para a menor interferéncia possivel na saude dos
animais. Em seguida, esses foram levados ao laboratorio onde foram mantidos em
tanques com aera¢do constante em dgua do mar em condi¢des controladas até o inicio
dos ensaios.

Para a obtencdo dos gametas, os ouricos foram submetidos a estimulos com
choque elétrico em circuito de corrente alternada (35V) e posteriormente choque
osmotico, com inje¢do de 1 a 3 mL de KCl (0,5M) na cavidade celomatica dos animais,
seguindo-se metodologia descrita por PROSPERI ¢ ARAUJO (2002). Em seguida, os
gametas foram liberados e o dimorfismo identificado conforme a coloragao, sendo os
ovulos alaranjados e os espermatozoides esbranquicados. O processo seguinte ocorreu
apoiando a fémea com a regido aboral voltada para baixo em um béquer totalmente
preenchido com cerca de 400 mL de dgua do mar, permitindo assim a deposicdo dos

6vulos diretamente na agua (Fig. 1).

Figura 1 — Liberag¢do dos gametas dos individuos adultos de Echinometra lucunter; (A) macho e (B)
fémea.
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Em seguida, os 6vulos foram analisados em microscopio para a verificagdo do
estagio de maturagdo e morfologia e com isso definir a viabilidade para uso no teste:
6vulos adequados devem ser arredondados, com tamanho homogéneo e aspecto liso.
Ap0s a confirmagdo de viabilidade, iniciou-se o processo de eliminagdo de impurezas
por meio de adi¢do de d4gua do mar com posterior agitacdo e decantagdo por trés vezes,
além de ter sido realizada filtracdo em malha de 150 pum.

O liquido espermatico coletado foi separado e acondicionado em um béquer e
mantido em gelo. Para o inicio da fecundagdo, os espermatozoides foram ativados com
adicdo de agua, na propor¢do de 0,5 mL de esperma para 24,5 mL de dgua do mar,
sendo posteriormente adicionado um volume de 1 a 2 mL dessa solucdo a solugdo de
ovulos, agitando-se continuamente por aproximadamente 2h. Apds esse processo,
observou-se uma taxa de fecundacdo minima de 80% por meio de andlise da formacdo
da membrana de fecundacdo, em microscopio, em seguida, uma aliquota de solugdo de
ovos recém-fecundados foi adicionada a cada réplica.

O sistema-teste (Tab. 1) foi mantido em condi¢cdes controladas de temperatura
(26 + 2 °C) e fotoperiodo (16h claro; 8h escuro) em cadmara de germinagdo, ausente de

alimentagdo e aeracao.

Tabela 1 — Resumo das condigdes do sistema-teste utilizado para Echinometra lucunter.

Sistema-teste Echinometra lucunter

Tipo de teste Estatico
Recipiente de ensaio Tubos de ensaio
Agua de diluigio Agua do mar
Temperatura 26+2°C
Fotoperiodo 16h:8h (claro:escuro)
Aeracdo e Alimentagdo Ausente
Volume da solugdo 10 mL
Replicatas por concentragao Quatro
Organismos por concentragao 500 a 300 ovos recém fecundados
Expressao do resultado Cls040n
Efeito observado Desenvolvimento embrio-larval
Aceitabilidade do ensaio 80% de larvas desenvolvidas no controle

Decorrido o tempo de 36 a 42h de exposicdo as substancias, os ensaios foram
encerrados com a adi¢do de 500 pL de formaldeido a 37% (tamponado com borax em

pH 7,0) em cada tubo de ensaio.
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Para a verificagdo do estagio de desenvolvimento dos embrides, retirou-se uma
aliquota de 1mL da solucdo de cada réplica, a qual foi transferida para uma cdmara de
SEDGEWICK-RAFTER e feita observagdo em microscopio, sob aumento de 40X. Para
cada réplica foram contadas as primeiras 100 larvas, sendo contabilizadas as larvas com
desenvolvimento normal (i.e. em estagio pluteus) (Fig. 2) e larvas com desenvolvimento
anormal (i.e. auséncia de desenvolvimento, deformagdes morfoldégicas ou

desenvolvimento retardado).

Figura 2 — Larva de Echinometra lucunter em estagio pluteus. (Foto:Valéria Prosperi; Maria Milena de
Araujo).

3.1.2.2. Artemia sp.

Os ensaios de toxicidade aguda com nauplios de Artemia sp. (Linnaeus, 1758),
foram realizados no Nucleo de Estudos em Poluicdo e Ecotoxicologia Aquatica
(NEPEA), sediado no Instituto de Biociéncias (IB) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP, no Campus do Litoral Paulista (CLP). Os testes
foram executados seguindo-se o protocolo descrito pela norma NBR 16530 (ABNT,
2016a) e pelo método proposto por VEIGA e VITAL (2002), utilizando como endpoint
a letalidade dos organismos apos 48h.

As artémias sdo microcrustaceos que ocorrem em ambientes de dguas salgadas
e salinas que podem apresentar flutuagdes sazonais (RUPPERT et al., 2005). Esses sdo
animais cosmopolitas com caracteristicas eurialinas, que apresentam alta tolerancia a
variagdes de salinidade (entre 3,5 a mais de 70,) tornando-as adequadas para ensaios
que apresentem amplitude de salinidade, bem como a baixos niveis de oxigénio (1 a 2
mg/L) (VEIGA; VITAL, 2002). Além disso, sdo animais com bastante importancia
como organismo-alimento para diversas espécies de peixes.

Ainda, pela facil obtencdo dos cistos, a eclosdo dos nauplios em laboratorio e
pelo ciclo de vida conhecido desses organismos, este teste torna-se de simples

realizagdo. Por esse motivo, esses animais sdo muito comuns em avaliagdes de
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toxicidade, respondendo de forma satisfatoria a exposicdes a determinados
contaminantes, ao qual estdo incluidos compostos como os surfactantes (ROTINI et al.
2015). Conforme as caracteristicas apresentadas torna-se justificavel a escolha desses
organismos para os ensaios de toxicidade nesse estudo.

Para a obtengdo dos nauplios, foram colocados para a eclosdo cistos de Artemia
sp., esses foram obtidos comercialmente e mantidos em dgua do mar autoclavada na
salinidade 35 com aeracdo constante por 48h, de modo a facilitar a eclosdo e o
desencapsulamento dos nduplios até atingirem a fase de execu¢do dos ensaios (nauplio
1) (Fig. 3).

Figura 3 — (A) Eclosdo de cistos de Artemia sp. e (B) Nauplio apds 48h de eclosdo.

Ap6s o periodo de 48h, os animais foram capturados manualmente com auxilio
de uma pipeta de vidro e de lupa, e assim foram inoculados 10 organismos por réplica
aos tubos de ensaio, contendo10 mL da solug¢ao-teste em cada tratamento.

O sistema-teste (Tab. 2) foi mantido em condi¢gdes controladas de temperatura
(25 £ 2 °C) e fotoperiodo (16h claro; 8h escuro) em cadmara de germinagdo, ausente de

alimentacdo e aeracao.
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Tabela 2 — Resumo das condi¢des do sistema-teste utilizado para Artemia sp..

Sistema-teste Artemia sp.

Tipo de teste Estatico
Recipiente de ensaio Tubos de ensaio
Agua de diluigio Agua do mar
Temperatura 25+£2°C
Fotoperiodo 16h:8h (claro:escuro)
Aeracdo e Alimentagdo Ausente
Volume da solugao 10 mL
Replicatas por concentragio Quatro
Organismos por concentragao 10
Expressao do resultado CLs0.48n
Efeito observado Letalidade
Aceitabilidade do ensaio 90% de sobrevivéncia no controle

Decorrido o tempo de 48h de exposi¢dao aos quimicos, os tubos de ensaio foram
observados com auxilio de lupa para a contagem do nimero de organismos que

apresentaram sobrevivéncia e/ou mortalidade.

3.1.2.3. Daphnia similis

Os ensaios de toxicidade aguda com neonatos de D. similis foram realizados no
Grupo de Ecologia Aplicada e Ecotoxicologia, do Departamento de Biologia & Centro
de Estudos do Ambiente e do Mar, na Universidade de Aveiro — Portugal. Os ensaios
foram executados seguindo o protocolo descrito por OECD (2004) e pela norma técnica
NBR 12713 (ABNT, 2016b) para Daphnia spp., utilizando como endpoint a
imobilidade dos organismos apos 48h.

A espécie D. similis (Claus, 1876) ¢ cultivada em laboratério, sendo em média
25 organismos por aquario contendo 800 mL do meio artificial ASTM (agua dura): esta
agua ¢ confeccionada baseando-se em ASTM (1980). Os cultivos de D. similis sdo
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (20 + 1 °C) e fotoperiodo (16h:8h
claro:escuro) em sala aclimatada, sem aeracdo (Fig. 4) e com alimentagdo ofertada trés
vezes por semana, constituida pela alga Raphidocelis subcapitata (na propor¢ao de 3 x

105 cel.mL ") e suplemento de extrato organico.
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Figura 4 — (A) Individuo adulto de Daphnia similis. Foto: Daniel Domingues/Eduardo Bertoletti; (B)
Cultivo em condicdes controladas de Daphnia similis.

Daphnia spp. ¢ um grupo de microcrustdceos considerados bastante
representativos da comunidade de ambientes dulcicolas (RUPPERT et al., 2005). A
escolha da espécie D. similis para os ensaios ocorreu por esse motivo, e principalmente,
pelo fato da espécie possuir uniformidade genética das populagdes, decorrente de sua
reproducdo partenogenética com desenvolvimento direto. Além disso, sdo organismos
de facil cultivo em laboratério, com rapido ciclo de vida e com caracteristicas bem
estabelecidas na literatura, e por isso, organismos desse género sdo amplamente
utilizados em ensaios de toxicidade (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2008).

Para utilizacdo nos ensaios de toxicidade, foram selecionados organismos
jovens (neonatos) com até 24h obtidos por partenogénese a partir da terceira até a quinta
postura de fémeas com idade de aproximadamente 14 a 26 dias. Apos esse periodo, as
culturas maes foram renovadas para o iniciar novamente o ciclo.

O sistema-teste (Tab. 3) foi mantido em condi¢gdes controladas de temperatura
(20 £ 1 °C) e fotoperiodo (16h claro; 8h escuro) em sala de teste aclimatada, ausente de

alimentagdo e aeracao.
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Tabela 3 - Descri¢do do sistema-teste utilizado para Daphnia similis.

Sistema-teste Daphnia similis

Tipo de teste Estatico
Recipiente de ensaio Frascos de vidro
Agua de diluigio Meio ASTM (4gua dura)
Temperatura 20+1°C
Fotoperiodo 16h:8h (claro:escuro)
Aeracdo e Alimentagdo Ausente
Volume da solugio 50 mL
Organismos por concentragao Cinco
Expressao do resultado CEs0.48n
Efeito observado Imobilidade
Aceitabilidade do ensaio 90% de organismos moveis no controle

Decorrido o tempo de 48h de exposicdo os frascos foram observados para a
contagem do numero de organismos imovéis e moveis. Para a andlise do endpoint,
foram considerados iméveis os organismos que demonstraram incapacidade de
movimentagdo por um periodo de até 15s (auséncia de movimento apos a agitagdo do

recipiente).

3.1.3. Analise dos Resultados

Apods a andlise dos endpoints dos respectivos ensaios, foram estimadas as
concentragdes de efeito ou letais a 50% dos organismos expostos (CEsy. Clso e CLsy
respectivamente) por meio de regressdo ndo linear, com os respectivos intervalos de
confianga a 95%, por meio do Software GraphPad Prism, Inc.

Os conjuntos de dados foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov e homocedasticidades pelo teste de Bartlett, utilizando
também o Software GraphPad Prism. Sendo confirmada tal condigdo, os resultados dos
testes de toxicidade obtidos em cada tratamento foram comparados com os respectivos
controles, por andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de teste post hoc de
Dunnett. Deste modo, foram estimadas a CEO (Concentra¢ao de Efeito Observado) e a

CENO (Concentragao de Efeito Nao Observado).

3.2. RESULTADOS
Os parametros fisico-quimicos analisados nos ensaios com E. lucunter,

Artemia sp. e D. similis apresentaram-se dentro dos limites aceitdveis para as espécies
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(Apéndice I, II e III). Os ensaios com as substancias de referéncia apresentaram-se
dentro da faixa de sensibilidade definida para cada espécie (Apéndice IV) e os valores
referentes a sobrevivéncia e desenvolvimento dos controles apresentaram valores
superiores aos limites definidos para as espécies, apresentados separadamente para cada
ensaio.

Assume-se assim, que as variaveis relatadas ndo foram fatores de interferéncia

nos resultados obtidos.

3.2.1. Agentes Extintores de Incéndios

3.2.1.1. Echinometra lucunter

Os testes com os embrides do ourigo do mar E. lucunter apresentaram valores
médios de desenvolvimento embriondrio normal de 83% nos controles, segundo a
norma da ABNT (2012) esses valores devem estar acima de 80%.

As concentragdes que causaram inibigdo em 50% dos organismos (Clsg), as
concentragdes de Efeito ndo Observavel (CENO) e de Efeito Observavel (CEO) estao

apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 — Concentra¢des de inibigdo a 50% dos embrides de Echinometra lucunter (Clsoq) €
Concentragdes de Efeito ndo Observavel (CENO) e de Efeito Observavel (CEO) dos Agentes Extintores
de Incéndios.

AEI CENO (%) CEO (%) Cls4n (%)
F-500 <0,0001 0,0001 -
Cold Fire <0,0001 0,0001 0,0002 (0,0001 — 0,0002)
Kidde Sintex 1% <0,0001 0,0001 0,0004 (0,0002 — 0,001)
Ageofoam <0,0001 0,0001 0,001 (0,0006 — 0,002)
“Unknown” 0,0001 0,001 0,003 (0,001 —0,01)
Kidde Sintex 3% 0,001 0,01 0,01 (0,002 — 0,02)
Liovac 0,001 0,01 0,01 (0,006 — 0,01)
Argus Prime 0,001 0,01 0,01 (0,007 — 0,02)

(-) Indica que nao foi possivel calcular.

As maiores concentragdes que ndo apresentaram efeito significativo em
comparacdo com o controle (CENO) foram inferiores a menor concentragdo utilizada,
para as marcas F-500, Cold Fire, Kidde Sintex 1% e Ageofoam, ja que desde a menor
concentragdo testada foram observados efeitos toxicos significativos para a espécie

(CEO), de modo que a partir da primeira concentragdo (0,0001%) houve um
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comprometimento do desenvolvimento embrionario, causando aumento na incidéncia
de anormalidades nos embrides de ourigo.

Além disso, ndo foi possivel a estimativa da Clso4sn para o isolante térmico F-
500, j4 que este apresentou uma inibicdo de 100% no desenvolvimento dos embrides

observados em todas as concentragdes testadas.

3.2.1.2. Artemia sp.

Os testes com nauplios de Artemia sp. apresentaram valores médios de 96% de
sobrevivéncia dos controles; segundo ABNT (2016) esses valores devem estar acima de
90%.

As concentragdes que causaram letalidade em 50% dos organismos (CLsp), as
concentragdes de Efeito ndo Observavel (CENO) e de Efeito Observavel (CEO) estao

apresentadas na tabela 5.

Tabela 5 — Concentragoes Letais a 50% de Artemia sp. ap6s 48h de exposicao (CLsy4sn) € Concentragdes
de Efeito ndo Observavel (CENO) e de Efeito Observavel (CEO) dos Agentes Extintores de Incéndios.

AEI CENO (%) CEO (%) CLsg.480(%0)
F-500 <0,001 0,001 -

Cold Fire 0,01 0,1 0,02 (0,01 —0,03)

Ageofoam 0,01 0,1 0,1(0,05-0,1)
Kidde Sintex 1% 0,01 0,1 0,1 (0,05 -10,20)
“Unknow” 0,01 0,1 0,1(0,10-0,17)

Kidde Sintex 3% 0,1 0,3 0,1 (0,06 -0,2)

Liovac 0,1 0,3 0,2 (0,08 —0,3)

Argus Prime 0,1 0,3 0,2 (0,1 -0,3)

(-) Indica que nao foi possivel calcular.

A CENO foi inferior a menor concentragdo utilizada para F-500, ja que para
essa marca foram observados efeitos quanto a toxicidade desde a menor concentracao
utilizada (0,001%). Além disso, ndo foi possivel estimara CLsg4gn, j& que o F-500

apresentou uma letalidade de 100% dos organismos em todas as concentragdes testadas.

3.2.1.3. Daphnia similis

Os testes com neonatos de D. similis apresentaram valores médios de 100% de
sobrevivéncia dos controles, e de acordo com o protocolo (OECD, 2004) esses valores

devem estar acima de 90%.
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As concentragdes que causaram imobilidade em 50% dos organismos (CEsy),
as concentragdes de Efeito ndo Observavel (CENO) e de Efeito Observavel (CEO) e
estdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6 - Concentragdes de imobilidade a 50% de D. similis (CEso4g,), Concentragdes de Efeito ndo
Observavel (CENO) e Concentragdes de Efeito Observavel (CEO), dos Agentes Extintores de Incéndios.

AEI CENO (%) CEO (%) CEsq4sn(%)
F-500 <0,0001 0,0001 -
Cold Fire 0,02 0,03 0,03 (0,02 0,1)
Ageofoam 0,02 0,03 0,04 (0,03 —0,1)
Kidde Sintex 1% 0,2 0,3 0,3 (0,1-0,3)

(-) Indica que nao foi possivel calcular.

Neste ensaio, novamente a CENO foi inferior & menor concentragdo utilizada
para F-500, ja que foram observados efeitos em 100% dos organismos expostos desde a

menor concentragdo utilizada. Assim também ndo foi possivel calcular a CEsg.gh.

3.2.2. Fracao Soluvel da Gasolina

3.2.2.1. Echinometra lucunter

Os ensaios com embrides do ourico do mar E. [ucunter apresentaram valores
médios de 84% no desenvolvimento embrionario normal nos controles, estando dentro
da faixa de sobrevivéncia aceitavel (ABNT, 2012).

Na figura 5 estdo apresentadas a CENO, a CEO e a taxa de sobrevivéncia dos
organismos no controle. Houve um decréscimo no desenvolvimento embrionario de E.

lucunter com o aumento das concentragdes apds a exposicao por 42h a FSG.

FSG Echinometra lucunter
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Figura 5 — Taxa média do desenvolvimento embrio-larval (%) e os respectivos desvios padroes de
Echinometra lucunter exposto a Fragao Soluvel da Gasolina apds 42h.
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A maior concentragdo que ndo apresentou efeito significativo (CENO) em
comparacdo com o controle foi 0,05% e a menor concentracdo que apresentou efeito
significativo foi de 0,25%. A concentragdo que causou inibicdo no desenvolvimento

embrionario em 50% dos organismos (Clsg42n) foi de 0,11% (0,07 — 0,2%).

3.2.2.2. Artemia sp.

O ensaio com Artemia sp. apresentou valor médio de sobrevivéncia de 97% no
controle, dentro faixa estabelecida pela ABNT (2016).

Na figura 6 estdo apresentadas a CENO (0,05%), a CEO (0,15%) e a taxa de
sobrevivéncia dos organismos no controle. A CLsgusy, foi de 0,11% (0,07 — 0,2%).
Houve aumento da letalidade dos nauplios de Arfemia sp.com o aumento das

concentragdes, apods a exposi¢do por 48h a FSG.
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Figura 6 — Taxa média de sobrevivéncia (%) e os respectivos desvios padrdes de Artemia sp. exposta a
Fragdo Soluvel da Gasolina apos 48h.

3.2.2.3. Daphnia similis

O ensaio com D. similis apresentou valor médio de sobrevivéncia de 100% no
controle.

Na figura 7 estdo apresentados os resultados obtidos no experimento. O
resultado do teste foi bimodal, e neste caso, optou-se por uma interpretacdo dos
resultados mais conservadora. Como foram observados efeitos significativos em 0,25%
e 2,5% apds exposicdo, com auséncia de toxicidade na concentragdo intermediaria
(1,25%), foi considerada a concentragdo de 0,25% como CEO, e a CENO nao pdde ser
calculada (<0,25%). A estimativa da CEso.4gh para D. similis foide 1,10% (0,60 - 2,0%).
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FSG Daphnia similis
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Figura 7 - Taxa média de organismos moéveis (%) e os respectivos desvios padrdes de Daphnia similis
exposta a Fragdo Soluvel da Gasolina apds 48h.

3.3. DISCUSSAO

A persisténcia de substancias no ambiente depende da espécie quimica e dos
ciclos de vida caracteristicos de cada composto. Essa condi¢do traz uma preocupacao
em relagdo aos principios ativos encontrados nas formula¢des comerciais dos AEI, ja
que alguns PFC tém como caracteristica possuir a dispersdo nos ecossistemas e
permanecer ativo apos longos periodos interagindo com a biota, conforme mencionado
anteriormente por BOUDREAU et al. (2003) e SUJA et al. (2009).

A avaliagdo da interacdo dos organismos com esses compostos quimicos no
ambiente sdo muito relevantes, j4 que ha a ocorréncia dessas substancias em diversos
ambientes, € como relatado na literatura, com capacidade em bioacumular em amplos
grupos de animais. Estudos abordando a toxicidade cronica dos PFC foram realizados
por diversos grupos de pesquisa, SOLLA et al. (2012) encontraram compostos fluorados
como os PFSA (4cidos sulfonicos perfluorados) e PFCA (4&cidos carboxilicos
perfluorados) e seus produtos de degradacdo (destacando-se os PFOS) no plasma de
tartarugas em lagos no Canada. Ainda, diversos pesquisadores observaram a ocorréncia
desses quimicos em tecidos de varios grupos de animais (GIESY; KANNAN 2001;
GULKOWSKA et al., 2006, AWAD et al., 2011), além da presenca em figado e sangue
(KANNAN et al., 2001).
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Estudos considerando endpoints de toxicidade agudos sdo extremamente
importantes para analisar os impactos imediatos da liberacdo desses compostos no
ambiente, e dessa forma, estimar as concentragdes que causam efeitos adversos aos
organismos e consequentemente ao equilibrio dos ecossistemas. Nesse sentido, o
presente estudo trouxe respostas sobre a toxicidade das formulagdes comerciais
utilizadas para combate a incéndios aos organismos marinhos (Artemia sp. e
Echinometra lucunter) e dulcicola (Daphnia similis).

De um modo geral, observou-se que as marcas de AEI que apresentaram um
maior grau de toxicidade a todas as espécies testadas foram os Isolantes Térmicos F-500
e Cold Fire, considerando tanto os endpoints de letalidade quanto de imobilizagdo e
inibicdo do desenvolvimento. Ainda, deve ser destacado que a formulacdo de marca F-
500 causou efeitos adversos desde a menor concentragdo utilizada, impossibilitando o
calculo das CE, CL e Clsp; apresentando, portanto, cariter extremamente tOXico aos
organismos em todos os ensaios.

Para os organismos marinhos, a concentracdo estimada que causou toxicidade
para E. lucunter (Clsou2n) compreendeu o intervalo de 0,0002 a 0,01% (para a
formulacdo mais toxica — Cold Fire e para a formulagdo menos téxica - Argus Prime,
respectivamente); para Artemia sp. (CLso4gn) 0s resultados compreenderam o intervalo
de 0,02 a 0,2% (para a formulagdo mais toxica — Cold Fire e para a formulagdo menos
toxica - Argus Prime, respectivamente).

Na literatura hd uma lacuna em estudos de toxicidade utilizando organismos de
ambientes marinhos expostos as formulagdes comerciais dos AEI, porém, dados
fornecidos no ano de 1980 por meio de relatério da empresa 3M, fabricante das AFFF
FC-203 e 206 na época, realizaram testes com estagio larval do molusco Crassostrea
virginica, esses apresentaram uma CLso4sn de 47 mg/L e para o crustaceo Palaemonetes
pugio os resultados foram CLsg.96n 510 mg/L apds exposi¢cdo ao composto FC-203. Para
a formulagdo FC-206, os resultados para o molusco Crassostrea virginica (estagio
larval) foram CLso4gy de 100 a 240 mg/L e para o crustdceo Palaemonetes vulgaris
CLso96n de 280 mg/L (SALAZAR, 1985). Esses estudos demonstraram menor
toxicidade aos compostos fabricados na época para os modelos experimentais
utilizados.

Com relagdo a organismos de ambientes dulcicolas, os resultados obtidos nesse
estudo para D. similis compreenderam o intervalo de CEsousn 0,03 a 0,3% (para a

formulacdo mais toxica — Cold Fire e para a formulagdo menos toxica — Kidde Sintex
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1%, respectivamente). McDONALD et al. (1997) conduziram ensaios expondo o
anfipode Hyalella azteca ao AFFF Phos-Chek WD-881, obtendo CLs.96n 10 mg/L em
agua mole e de 22 mg/L em agua dura. Resultados encontrados por SAFETY DATA
SHEET (2007) para o crusticeo Daphnia magna, o peixe Leuciscusidus e as algas
Scenedesmus subspicatus, demonstraram efeitos em diferentes intervalos apds
exposicao ao AFFF ArticFoam 203, com CEsousy> = 1,05 g/L; CLsgoen>= 2,1 g/L;
CEso72n = 5,5 g/L, respectivamente.

As concentracdes encontradas na literatura e nesse estudo sdo consideradas
estimativas de toxicidade para as formulagcdes comerciais, como observado, os dados
expostos estdo relacionados a diferentes espécies respondendo a distintas marcas dos
produtos. Nesse sentido, ¢ importante ressaltar que as informagdes existentes sobre a
toxicidade aos organismos apresentaram efeitos adversos em baixas concentragdes.
Sendo assim, esses compostos demandam uma preocupacdo ambiental, pois todas as
informagdes disponiveis sobre a toxicidade dos AEI, incluindo as produzidas nessa
pesquisa, demonstram alta toxicidade dessas formula¢des comerciais aos organismos
aquaticos.

Os Isolantes Térmicos tiveram destaque nesse estudo, pois esses compostos sao
considerados eficientes na supressdao do fogo, em contrapartida, foram os que causaram
maior toxicidade a todos os organismos testados. A hipotese para as diferencas nas
toxicidades dos AEI podem ser explicadas pelas caracteristicas quimicas de cada
produto e seu mecanismo de acdo. Os IT possuem como comportamento a penetracao
no material em combustdo, € dessa forma, a solubilidade dos IT torna-se mais elevada,
podendo explicar em partes, um possivel aumento na assimilacdo desses compostos
pelos animais, ja que essa capacidade para os LGE ¢ reduzida ou ausente. Assim, ¢
importante salientar que os IT tem potencial em causar maiores impactos a biota
aquatica.

De qualquer modo, a despeito de aspectos relacionados ao sigilo industrial dos
componentes das formula¢cdes comerciais, estudos devem ser conduzidos para
disponibilizar as formulagdes quimicas dos AEI e avaliar as toxicidades e riscos
ambientais de seus diferentes constituintes, de forma a subsidiar o desenvolvimento de
formulacdes eficientes € com menores riscos ecoldgicos.

Segundo informagdes fornecidas pelo IBAMA sobre o incéndio ocorrido em
Santos — SP no Terminal Petroquimico da Ultracargo estima-se que foram utilizados

mais de 60 mil litros de diferentes marcas dos AEI durante o combate a emergéncia
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(Fig. 8), os quais foram diluidos em 4gua estuarina antes do uso. As dilui¢des
recomendadas de uso pela NBR 15511 em dgua doce, salobra ou do mar, variam entre
1%, 3% e 6% (ABNT, 2008), conforme especificacdes de cada marca/fabricante do
produto. Assim, ¢ importante salientar a grande quantidade desses compostos liberados
no ambiente aquatico sem tratamento em apenas um caso especifico, e os impactos
agudos observados durante o ocorrido; e ainda, o problema relacionado aos impactos

potencialmente cronicos pelos principios ativos das AEI e seus produtos de degradacao.

Figura 8 — Combate ao Incéndio ocorrido no Terminal Petroquimico da Ultracargo em 2015, liberagdo de
grande volume de LGE - AFFF ¢ Isolantes Térmicos, Santos —SP. Foto: Diego Lameiro/ Corpo de
Bombeiros da PMESP.

AWAD et al. (2011) estudaram as concentragdes encontradas no ambiente apds
incéndio ocorrido em um aeroporto no Canadéa. Nesse episddio, 22 mil litros de AFFF
foram liberados nas proximidades do aeroporto, nessa avaliagdao, o PFOS foi encontrado
em todas as amostras de agua, apresentando 690 ng/L apds trés anos e 290 ng/L apos
nove anos do ocorrido.

Devido a persisténcia dos PFOS no ambiente e nos animais, nos anos 2000, a
empresa 3M decidiu interromper a produgdo de produtos baseados nesses compostos,
incluindo as AFFF (MOODY ; FIELD, 2000; SONTAKE et al., 2014). A partir de disso,

mudangas estdo sendo estudadas utilizando novas formulacdes de AEI, como
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alternativa, a empresa Dupont criou as AFFF Forafac®1157 e Forafac®1157N. Em
estudos conduzidos por HAGENAARS et al. (2011), apos exposicao da espécie de
peixe Scophthalmus maximus a essas formulacdes, os autores concluiram, a principio,
que esses compostos sdo menos toxicos do que o PFOS.

De um modo geral, os efeitos das formulacdes utilizadas nesse estudo trazem
uma preocupagdo pelo escasso monitoramento do despejo in natura no ambiente,
trazendo grande risco ambiental, desse modo, € necessario a implementa¢do de medidas
mitigadoras para os efeitos causados pelos incéndios, de maneira que a necessidade de
uso dessas substancias venha concomitantemente com o monitoramento ambiental € um
possivel tratamento prévio ao langamento nos corpos de agua.

Além da presengca desses compostos no ambiente, corriqueiramente hd a
entrada de compostos derivados do petrdleo nos ecossistemas aquaticos.
Lamentavelmente, episddios de vazamentos ou acidentes envolvendo derivados do
petréleo ndo sdo incomuns (GUNSTER et al., 1993; CUTTER; JI 1997; KAN; ABASSI
1999; POFFO et al, 2001; CHANG; LIN 2006; SOARES-GOMES et al., 2010;
CETESB, 2017).

Em relagdo a gasolina, os componentes geralmente encontrados em sua parte
soluvel sdo os hidrocarbonetos de menor peso molecular, como os alcanos, naftalenos,
benzenos, olefinas ¢ nafténicas (PETERSON, 1994). Dentre essas substancias, as
principais responsaveis pela toxicidade dos organismos aquaticos sdo o0s
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) e os monoaromaticos (como por
exemplo, os BTEX — Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) caracteristicos por
conterem um ou mais anéis benzénicos em sua estrutura (LEE; PAGE, 1997,
ANDERSON et al., 1974; MURRAY et al., 1984; SOARES-GOMES et al., 2010), de
modo que esses componentes sdo mais facilmente solubilizados em agua tornando-se
biodisponiveis, e dessa forma, podem levar a efeitos toxicos graves aos organismos
aquaticos.

No presente estudo foram observadas Clsg42n = 0,11% para embrides do ourigo
Echinometra lucunter e CLsgasn € também de 0,11% para nduplios do microcrustaceo
Artemia sp., representando forte evidéncia de toxicidade aos organismos marinhos em
baixas concentracdes da FSG. Ha ainda uma série de estudos realizados expondo
organismos marinhos a FSG. MOHAMMED et al. (2005), observou CLsg.96p= 0,01%
para o misidaceo Metamysidopsis insularis, representando uma alta toxicidade desses

compostos. Em estudo realizado por RODRIGUES et al. (2010) foi observado CLsg.96v=
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5,48% para estagios larvais do peixe Odontesthes argentinensis. Ainda, efeitos
relacionados a respostas a alteragdes histologicas foram observadas, RODRIGUES et al.
(2010) relatou uma variedade de lesdes nas larvas de O. argentinensis apos 96h, como
hiperplasia epitelial nas branquias, pseudobranquias e esofago além de alteracdes
hepaticas como dilatagdo sinusoides, citomegalia, degeneracdo bi-nucleada e nuclear de
hepatdcitos.

J& para organismos de 4gua doce, no presente estudo foram encontrados
valores de toxicidade aguda de CEsousn= 1,10% para os neonatos do microcrustaceo
Daphnia similis. GALVAN (2015) observou uma ordem de magnitude maior para os
peixes Danio rerio e Astyanax altiparanae resultando em CLsgoen de 20% e 15%
respectivamente. Os resultados obtidos com os peixes apresentaram uma tolerancia mais
elevada ao quimico, no entanto, o estudo conduzido pelos autores utilizou animais
adultos, o que contribui para a diminui¢do da sensibilidade a exposi¢do. Em efeitos
relacionados a respostas genéticas, bioquimicas e fisiolégicas, SIMONATO et al
(2013) conduziram uma avaliacdo expondo o peixe Prochilodus lineatus em até 96h a
FSG na concentragdo de 5%, assim, foi observado a ocorréncia de hemdlise,
hiperglicemia como resposta ao estresse e alteragdes no equilibrio i6nico das branquias,
resultando em aumento da densidade das células-cloreto. Em outro estudo, FEDATO et
al. (2010) encontraram danos no material genético na espécie de molusco Corbicula
fluminea também apos exposi¢ao de até 96h a concentracao de 5%.

Os dados encontrados na literatura e os resultados dessa pesquisa, embora
utilizando endpoints distintos (desde efeitos letais até respostas cronicas), revelaram o
potencial toxico da FSG aos organismos aquaticos. Os niveis de efeito reportados na
literatura foram em geral proximos aos obtidos nesse estudo. Quando observados os
resultados apos exposicdo a FSG entre as espécies utilizadas nesse estudo, ¢ possivel
verificar a diferenca de toxicidade em relacdo aos organismos marinhos com a gasolina
adquirida no Brasil, ao qual apresentaram respostas similares, com alta toxicidade; e o
teste com agua doce realizado com a gasolina adquirida em Portugal, ao qual em
comparagao, apresentou toxicidade 10 vezes menor.

De certo modo, a resposta de sensibilidade dos organismos com diferentes
endpoints ndo costuma ser comparada, porém, algumas explicacdes podem ser
atribuidas a esse fato, como as diferengas na origem do petréleo bruto, podendo ser
bastante variado em termos de substidncias quimicas, peso molecular e diferentes

cadeias de carbono (PETERSON, 1994). Além disso, nesse caso ¢ possivel considerar
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as diferengas na comercializacdo da gasolina, o que pode acarretar e/ou influenciar na
assimilagdo dos quimicos pelos organismos, causando diferencas nas respostas das
espécies. Sabe-se que a gasolina comercial brasileira apresenta na sua composi¢ao uma
porcentagem relativamente alta de alcool etilico (entre 20 e 30%, aproximadamente),
esse composto faz com que a solubilidade dos compostos hidrofébicos (como os
hidrocarbonetos) presentes na gasolina aumente, podendo assim aumentar a absor¢ao
pelos organismos e causar uma maior toxicidade (COURSEUIL; FERNANDES, 1999).

Para minimizar a ocorréncia de episddios dessa categoria, e esclarecer regras,
surgiram convencgdes internacionais para a prevencdo da poluicdo por o6leo no
ecossistema marinho decorrente de fatores operacionais ou acidentais causados por
navios — MARPOL (IMO, 1973). Ainda, no Brasil, ha a legislagio n° 9966/2000 que
dispde sobre e fiscalizacdo da poluicdo causada por lancamento de 6leos, substancias
nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdicdo nacional (BRASIL, 2000) e a legislacdo
n° 4.136/2002, que dispde sobre as sangdes aplicaveis ao lancamento das substancias
previstas na lei anteriormente citada e d4 outras providéncias (BRASIL, 2002). Além da
Resolugdo CONAMA 273/2000, que estabelece diretrizes para o licenciamento
ambiental de postos de combustiveis e servigos e dispde sobre a prevengao e controle da
poluicdo, e consideram ainda, os riscos de incéndios, explosdes e contaminacdes
ambientais (CONAMA, 2000).

A situacdo de acidentes causados por hidrocarbonetos traz uma importante
preocupacdo ambiental, pois quando esses compostos entram no meio ambiente, acabam
sofrendo processos de dispersdo, transformacdo e acumulacdo em determinados
compartimentos ambientais, que assim determinam as concentragdes do contaminante e
seus possiveis impactos nos ecossistemas (MARINEL et al. 2008). Em casos de
acidentes ambientais, a fracdo soluvel dos compostos derivados do petréleo permanece
na agua, rapidamente causando toxicidade aos organismos aquaticos além de efeitos
cronicos, ja que ha uma relacdo entre a presenga dos HPA nos ecossistemas aquaticos

com a bioacumulag¢do nos organismos (SOARES-GOMES et al., 2010).
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3.4. CONCLUSAO

Todas as substancias isoladas testadas nessa etapa da pesquisa apresentaram
efeitos toxicos elevados aos organismos, destacando as formula¢des comerciais dos
Isolantes Térmicos F-500 e Cold Fire; e do LGE - AFFF Kidde Sintex 1%.

Em ordem de efeitos, esses foram os compostos que apresentaram maior
toxicidade para todos os organismos (Echinometra lucunter, Artemia sp. e Daphnia
similis), demonstrando alta toxicidade para diferentes os endpoints utilizados nesse
estudo, como letalidade e inibicdo do desenvolvimento embrionario tanto para os

organismos marinhos quanto para a espécie dulcicola.
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4. CAPITULO II - ENSAIOS DE TOXICIDADE COM MISTURAS BINARIAS

4.1. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados utilizando como modelos experimentais dois
invertebrados aquaticos: nauplios do microcrustdceo marinho Artemia sp. e neonatos do

microcrustaceo dulcicola Daphnia similis.

4.1.1. Substancias Utilizadas

As solucdes-teste foram preparadas pela diluicdo dos compostos comerciais em
agua do mar (sal. 35 £ 1), filtrada em membranas de poliéster de 0,45 pm para Artemia
sp. € dgua doce dura (meio ASTM) para D. similis.

As concentragdes utilizadas nos testes com as misturas foram definidas para

cada espécie a partir dos resultados obtidos com as substancias isoladas.

4.1.1.1. Agentes Extintores de Incéndios (AEI)

Os ensaios com as misturas bindrias foram realizados com os Liquidos
Geradores de Espuma - AFFF de marcas Ageofoam 2133/NB e Kidde Sintex
AFFF/ARG 1% x 3% e o Isolante Térmico de marca Cold Fire Suppressant Agent.

A escolha dos compostos ocorreu por esses terem apresentado a maior
toxicidade entre todas as formula¢des anteriormente testadas nos testes isolados
(Capitulo I). Porém, apesar da alta toxicidade apresentada pelo IT F-500, nessa etapa
optou-se pela ndo utilizagcdo dessa formulacdo, pois para esse composto as menores
concentragdes ja apresentaram toxicidade em 100% dos organismos testados,
impossibilitando assim o célculo da CE e CLs, sendo esse um dos requisitos para a

analise dos ensaios com as misturas bindarias.

4.1.1.2. Fracao Soluvel da Gasolina (FSG)

A preparagdo foi similar a descrita no item 3.1.1.2. do Capitulo 1.

4.1.2. Ensaios com misturas binarias
Em todos os testes foram analisadas as variaveis fisico-quimicas no inicio e
final (Apéndice V e VI). Para Artemia sp., foram analisados os teores de Oxigénio

Dissolvido (OD), pH, salinidade e teores de nitrogénio amoniacal (NH3) pelo método de
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VERDOUW et al. (1978); para D. similis foram analisados OD, pH, condutividade e
NH; por Hach kit pelo método Nessler. Para a validagdo dos ensaios, foram analisados
os parametros fisico-quimicos, observando se variaram na faixa recomendada. Em
relagdo aos organismos-teste, o critério foi considerar se a sobrevivéncia dos
organismos no grupo controle esteve acima de 90%.

Os ensaios consistiram em utilizar trés réplicas com cinco organismos cada no
caso de D. similis e 10 organismos cada para Artemia sp.. Para isso, foram repetidas as
mesmas cinco concentragdes utilizadas nos testes previamente realizados com as
substancias isoladas. Desse modo, foram testadas as cinco concentracdes de cada
quimico com as cinco concentracdes da FSG, totalizando 25 combinagdes por ensaio.
As solugdes-teste foram preparadas em baldo volumétrico, em que previamente o fundo
da vidraria foi preenchido com a agua de diluigdo e posteriormente foi adicionada a
combinacdo de concentracdo dos quimicos, seguindo-se o desenho experimental

mostrado na figura 9 para D. similis e na figura 10 para Artemia sp..
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Figura 9 - Desenho Experimental dos testes com misturas de D. similis com as concentragdes das
solugdes testes (%) dos compostos; (A) Cold Fire com Fragdo Soluvel da Gasolina (FSG); (B) Ageofoam
com FSG; (C) Kidde Sintex 1% com FSG.
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Figura 10 - Desenho Experimental dos testes com misturas de Artemia sp. com as concentragdes das
solugdes testes (%) dos compostos; (A) Cold Fire com Fragdo Soluvel da Gasolina (FSG); (B) Ageofoam
com FSG; (C) Kidde Sintex 1% com FSG.
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4.1.3. Analise dos Resultados

Apo6s a andlise dos endpoints dos respectivos ensaios, foram estimadas as
concentragdes de exposicdes (CEspe CLsg) e a dose-resposta (referida como parametro
b) por regressdo logistica de trés parametros. Esses resultados foram obtidos pelo
Software SigmaPlot 12.5.

Os dados foram analisados no processo seguinte, em que foi feita a
comparacdo do efeito toxico observado com o efeito esperado (calculado com base nos
dados das toxicidades de substancias isoladas) com o intuito de prever a toxicidade das
misturas. Para isso, utilizou-se a ferramenta MIXTOX, na qual os dados de toxicidade
de cada composto combinado foram analisados pelos modelos conceituais. Tendo como
base que para muitas substancias quimicas o Modo de A¢do (MoA) ¢ desconhecido ou
incompleto, nesse estudo optou-se por utilizar dois modelos de referéncia bem
estabelecidos: 1) Concentragdo de Adi¢dao (CA), que assume que os produtos quimicos
tétm o mesmo MoA, portanto, o mesmo local de ag¢do no organismo; e 2) Acdo
Independente (IA), que assume que os produtos quimicos possuem MoA diferente, ou
seja, sitios de acdo diferentes no organismo.

Quando os dados foram ajustados significativamente (p<0,05) para ambos os
modelos conceituais, foram verificados seus desvios para um melhor entendimento das
interagdes entre as substancias, conforme indicado por JONKER et al. (2005) (Tab. 7).
O melhor ajuste escolhido ocorreu pela comparagdo do nivel de significancia (valor de
p) ¢ a soma dos quadrados (residuos). Assim, os resultados puderam ser verificados
quanto aos efeitos. Os termos utilizados nesse estudo para inferir os resultados foram:
Aditividade (quando ha a soma de toxicidade dos testes isolados); Sinergismo (quando
o efeito ¢ mais severo do que o esperado) ou Antagonismo (quando o efeito ¢ mais
baixo do que o esperado) (S/A); efeitos dependentes da dose (Dose Level-dependent -
DL); ou ainda razdo da dose dos componentes da mistura (Dose Ratio-DR). Os
resultados obtidos foram plotados em grafico de isobologramas (2D counter) para uma

melhor observacao dessa interagao.
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Tabela 7 — Parametros de referéncia dos modelos CA e IA. Adaptado de JONKER et al. (2005).

Desvio Parimetro CA IA Significado
Sinergismo a <0 <0 Sinergismo
Antagonismo b >0 >0 Antagonismo
Antagonismo, exceto para as
Razao das Doses (DR) a >0 >0 misturas na qual o valor de b for
negativo, indicando sinergismo.
Sinergismo, exceto para as
<0 <0 misturas na qual o valor de b for
positivo, indicando antagonismo.
Antagonismo, onde a toxicidade
b >0 >0 da mistura € causada
principalmente pelo quimico i.
Sinergismo, onde a toxicidade da
<0 <0 mistura ¢ causada principalmente
pelo quimico 7.
Dose dependente (DL) p >0 =0 Antggoni.smo em doses baixas e
sinergismo em doses altas.
Sinergismo em doses baixas ¢
<0 <0 .
antagonismo em doses altas.
Desvio em concentragdes
b 1 >2 inferiores a CL/CEs,
~1 _5 Desvio nas concentragdes da
CL/ CE50
Desvio em concentragdes
O<bpr<l 1<bp <2 superiores a CL/CEs
Sem desvios, entretanto a
<0 <1 magnitude do S/A ¢ dependente

da dose para CA e nivel de efeito
para IA.

4.2. RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos analisados nos ensaios com misturas para

Artemia sp. e D. similis apresentaram-se dentro dos limites aceitdveis para as espécies

(Apéndice V e VI) e os valores referentes a sobrevivéncia e desenvolvimento dos

controles apresentaram valores superiores aos limites definidos para as espécies,

apresentados separadamente para cada ensaio.

Os valores estimados da CI e CLso4gn realizados nos testes isolados,

concomitantemente aos testes com as misturas, apresentaram valores em acordo com os

resultados obtidos nos testes isolados apresentados no capitulo I. Esses valores estdo

mencionados separadamente no texto para as diferentes marcas de AEL.
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4.2.1. Daphnia similis

O ensaio com D. similis apresentou 100% de sobrevivéncia entre os
organismos do controle. Os graficos foram definidos com base nos dados calculados
pela ferramenta MIXTOX considerando os modelos CA e IA, estes estdo demonstrados
nas figuras 11, 12 e 13. O detalhamento dos resultados obtidos encontra-se no Apéndice

VIIL

4.2.1.1. Cold Fire

Os resultados das Clsosn para Cold Fire e FSG apresentaram valores de 0,03 e
1,87% respectivamente. A toxicidade da mistura de Coldfire e da FSG foi
significativamente ajustada pelos resultados do MIXTOX para A¢ao Independente (IA)
e Adicdo de Concentragdo (CA), para os dois modelos ocorreu o ajuste no desvio DL,
esses resultados foram entdo comparados aos pardmetros de referéncia propostos por
JONKER et al. (2005).

Os dados obtidos para o modelo CA foram: uma soma de residuos quadrados
(SS) =69,62; o nivel de significancia (valor p) =5,15 x 10 e o coeficiente de regressdo
(") =0,82. Posteriormente, esses dados foram avaliados quanto aos possiveis desvios;
para isso, os resultados de CA foram plotados nos desvios, sendo assim, apds andlise, o
modelo DL mostrou o melhor ajuste dos dados, sendo esse o modelo escolhido com
resultados de SS =23,15; p valor =0,003; ?=094¢o0 parametro dos desvios a =-0,09 e
b=-50,37.

Os dados obtidos para o modelo TA foram: SS =142,60; p valor =2,84 x 103,
r* =0,64. Na busca de possiveis desvios, o padrio de DL também mostrou ser o melhor
ajuste: os resultados foram SS =22,37; p valor =0,0001; * =0,94 ¢ o parametro dos
desvios a =-0,39 ¢ b =-153,37.

O padrao DL apresentou o melhor ajuste para ambos os modelos, e as respostas
foram parecidas, mesmo tratando-se de modelos matematicos distintos, o que parece
confirmar tais resultados. Nesse caso, o pardmetro a para o modelo de CA mostrou-se
<0, esse resultado significa que o sinergismo pode ocorrer em baixos niveis da dose e o
antagonismo pode ocorrer em niveis mais elevados; ja o pardmetro complementar b foi
<0, neste caso o resultado também significa que a magnitude do sinergismo ou
antagonismo depende dos niveis de dose dos produtos quimicos, ou seja, essas respostas
sdo dependentes da dose dos compostos. Além disso, quando o modelo IA ¢

considerado, os resultados foram semelhantes: os parametros a e b foram <0, indicando
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que a magnitude das interacdes ¢ dependente do nivel das doses, ou seja, o sinergismo
pode ocorrer em baixos niveis da dose e antagonismo em niveis elevados, em relagdo ao
resultado esperado em comparagdo aos dados observados nos testes isolados. Dessa
forma, a magnitude do sinergismo ou antagonismo nesse caso ¢ relacionada as
concentragdes de cada quimico presente na mistura.

Ainda assim, os resultados podem ser observados na figura 11, em que os
graficos de isobolograma confirmam que o sinergismo foi o padrdo principal
relacionado aos efeitos combinados entre a FSG e o AEI Coldfire. Nos casos de
sinergismo, os efeitos sdo potencializados, portanto, a toxicidade resultante ¢ maior do
que a esperada. Por isso, do ponto de vista da avaliacdo de risco, esses dados indicam

um cenario muito prejudicial para o meio ambiente.
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Figura 11 — Representagdo grafica (2D) da exposicdo de Daphnia similis ao Cold Fire e a FSG em
mistura bindria, mostrando um ajuste aos Modelos de Concentragdo - CA (A) e Acdo Independente - IA
(B) e seus desvios.

4.2.1.2. Ageofoam

Os resultados das Clsgusn para Ageofoam e FSG apresentaram valores de 0,06 e
1,64% respectivamente. A toxicidade da mistura da Ageofoam e da FSG foi
significativamente ajustada pelos resultados do MIXTOX aos modelos IA e CA.
Entretanto, uma vez que ndo foram encontrados desvios para ambos os modelos, esses
resultados sugerem que os efeitos dos compostos da mistura foram aditivos, em que o

efeito toxico combinado ¢ igual & soma dos efeitos toxicos das substancias isoladas.
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Os dados obtidos para o modelo CA foram: uma soma de residuos quadrados
(SS) = 47,25; o nivel de significancia (valor p) = 4,37 x 10 ¢ o valor do coeficiente de
regressao () = 0,87.

Os resultados para o modelo TA foram SS= 36,77; p valor= 2,38 x 10% e 1=
0,90. Resultados aditivos usando o mesmo modelo de predi¢dao foram encontrados por
FIGUEREDO et al. (2016), que ao avaliarem a toxicidade combinada de zinco e niquel
afirmaram que esses produtos quimicos causaram efeitos aditivos. O grafico de
isobolograma (Fig. 12) confirma que ndo houve padrdo de sinergismo ou antagonismo

para os compostos.

A B
CA 1A
7 7
=
6 6
5 5

FSG
~

FSG
~

| 02—02
02 \
3 3]
02
7\0’4 | \

0404

2 02 2
(- 04
11 O’B\O,BQ 1% 00— Tos

0,2
08— 48 0 g A o8 0.8 06
’ \ A
0 : . 0.8 ‘ 0 : : ‘ N ‘
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Ageofoam Ageofoam

Figura 12 — Representacdo grafica (2D) da exposi¢do de Daphnia similis ao Ageofoam e a FSG em
mistura bindria mostrando um ajuste aos Modelos de Concentragao - CA (A) e Agdo Independente - 1A

(B).

4.2.1.3. Kidde Sintex 1%

Os respectivos resultados de Clsg4sy para Kidde Sintex 1% e FSG apresentaram
valores de 0,21 e 2,16%. Os dados foram ajustados significativamente para os modelos
IA e CA, porém apenas o modelo CA apresentou desvio para DR.

Os dados obtidos para o modelo CA foram: SS = 51,47; p valor = 1,10 x 10% ¢
valor de r* = 0,85; continuando a avaliagdo para os desvios, o padrio DR mostrou ser o
melhor ajuste, os resultados foram: SS = 36,90; p valor = 0,02; =089 ¢o0 parametro
dos desvios a = 1,15 e b = -0,13. Em defini¢do, o parametro a> 0 indica antagonismo,
com excecdo das propor¢des da mistura onde o pardmetro b negativo estd indicando
sinergismo. Esta definicdo sugere que as respostas dependem da composi¢ao da mistura,

sendo que os efeitos podem ser antagdnicos ou sinérgicos, dependendo das

44



combinagdes testadas. Nesse caso, os dados representam o antagonismo em geral, mas
também ¢é possivel observar o sinergismo causado pelo Kidde Sintex 1% (Fig. 13).

Para o modelo IA, os resultados foram: uma soma de residuos quadrados (SS)
= 40,10; o nivel de significancia (valor p) = 3,90 x 10 e o valor do coeficiente de
regressio (r’) = 0,88. Os dados foram significativamente ajustados ao modelo IA e
nenhum desvio foi encontrado; nesse caso, representaram uma resposta de adicao dos

efeitos das substancias isoladas.
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Figura 13 — Representagdo grafica (2D) da exposicdo de Daphnia similis ao Kidde Sintex 1% e a FSG
em mistura binaria mostrando um ajuste aos Modelos de Concentragdo - CA (A) e seus desvios; ¢ Agdo
Independente - IA (B).

4.1.1. Artemia sp.

O ensaio com Artemia sp. apresentou sobrevivéncia média de 95% para os
organismos no controle. Os graficos (Fig. 14, 15 e 16) foram definidos com base em
dados de concentragdes de efeito calculados com a ferramenta MIXTOX, e mostram a
projecdo dos resultados das misturas de ambos os produtos quimicos no sistema de
teste, considerando os modelos CA e IA. O detalhamento dos resultados encontra-se no

Apéndice VIII.

4.1.1.1. Cold Fire

Os valores de CLsousn para Cold Fire e FSG foram de 0,01 e 0,24%
respectivamente. Os dados foram ajustados significativamente para os modelos 1A e
CA, para ambos os modelos ocorreu o ajuste no desvio DR, esses dados foram entdo

comparados aos parametros de referéncia propostos por JONKER et al. (2005) .
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Para o modelo CA, os resultados foram: soma de residuos quadrados (SS) =
170,85; nivel de significancia (valor p) = 2,49 x 10" ¢ o valor do coeficiente de
regressdo (r’) =0,76. Continuando a avaliagio para encontrar os potenciais desvios, o
padrdo DR mostrou ser o melhor ajuste, e os seus resultados foram: SS = 62,94; p valor
=7,7x10-":*=0,91 e 0 parametro dos desvios a = 4,73 e b =-10,08.

Para o modelo IA, os resultados foram: SS =184,34; p= 2,06 x 10 ¢ o valor
do coeficiente de regressio (r*) =0,74, os dados foram também significativamente
ajustados ao desvio DR, sendo os resultados: SS= 72,03; p= 1 x 10-”; ’= 0,90 e o
parametro dos desvios a = 9,22 e b = -35,18.

Os parametros de referéncia do desvio DR a> 0 e 5<0, em defini¢do nesse caso
o pardmetro a indica antagonismo exceto quando o valor de b for negativo, o que
ocorreu nesse caso. Ou seja, esta definicdo sugere que as respostas dependem da
composi¢do da mistura, podendo ser antagénicas ou sinérgicas, dependendo da
propor¢ao das combinagdes testadas. Nesse caso, os dados representam o antagonismo
em geral, mas também ¢ possivel observar o sinergismo causado pelo quimico Cold Fire

(figura 14).
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Figura 14 — Representacdo grafica (2D) da exposi¢ao de Artemia sp. ao Cold Fire e a FSG em mistura
binaria, mostrando um ajuste aos Modelos de Concentragdo - CA (A) e Agdo Independente - IA (B) e
seus desvios.
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4.1.1.1. Ageofoam

As respectivas CLsg4gn estimadas para Ageofoam e FSG foram de 0,14 e
0,16%. Os dados foram ajustados significativamente para os modelos CA e IA, e para
os dois modelos ocorreu ajuste no desvio DR e DL respectivamente.

Para o modelo CA, os resultados mostraram SS =80,75; valor p =1,41 x 101%¢
r* =0,90. Nesse modelo, o desvio DR mostrou ser o melhor ajuste, com SS = 60,70; p
valor =4,4 x 10%°; 1 = 0,93 ¢ parametros dos desvios a = 2,52 e b = -6,40. O parametro
de referéncia DR em defini¢do indicou a> 0 e h<0, nesse caso indicando antagonismo
em geral, exceto pelo valor de b ter sido negativo, que pode indicar que em algumas
concentragdes do quimico Ageofoam houve sinergismo (efeito mais severo). Ou seja, as
respostas dependem da composi¢do da mistura. Sendo assim, a analise desses dados
refere que antagonismo ¢ o padrdo geral, mas também ¢é possivel observar o sinergismo
causado pelo quimico Ageofoam em baixas doses do composto, como demonstrado na
figura 15.

Para o modelo IA, os resultados mostraram SS = 98,85; p= 1,17 x 10192 ¢ ¢
=0,88, os dados foram significativamente ajustados para o desvio DL, apresentando
resultados de SS= 58,02; p= 0,0003; ’= 0,93, com 0 parametro a = - 0,10 e b = -145,06.
O parametro a mostrou valor <0, esse resultado significa que o sinergismo pode ocorrer
em baixos niveis da dose e o antagonismo pode ocorrer em niveis mais elevados; o
parametro b também foi <0, neste caso os resultados significam que a magnitude do
sinergismo ou antagonismo depende dos niveis de dose dos quimicos. Sendo assim, o
sinergismo pode ocorrer em baixas doses e 0 antagonismo em doses mais elevadas (Fig.
15). Assim, conforme LOUREIRO et al. (2010) relatam, a toxicidade depende de cada

concentragdo quimica presente na mistura e da relagdo de dose dos compostos.

47



CA 1A

—— Pi-DR(CA) —— PiDL (1)

04 4-02

0,3 {~00

0,2 \

0,6
0, 8
04 0, 2
T
0,2

Ageofoam (%)

FSG (%)
FSG (%)

0,1 4

0,0

T
0,0 04 0,5

; 7 T T
0,0 0,1 0,2 03 04 0,5
Ageofoam (%)

Figura 15 — Representacdo grafica (2D) da exposi¢do de Artemia sp. ao Ageofoam e a FSG em mistura
binaria mostrando um ajuste aos Modelos de Concentragdo - CA (A) e A¢do Independente - IA (B).

4.1.1.1. Kidde Sinxtex 1%

Por fim, para Kidde Sintex 1% e FSG,os resultados das CLs4sn apresentaram
valores de 0,13 e 0,15% respectivamente. Os dados foram significativamente ajustados
para os modelos IA e CA, para ambos ocorreu o ajuste no desvio DR.

Para o modelo CA, os resultados foram SS =105,73; valor p = 1,49 x 10" e r?
=0,87. Para esse modelo, o desvio DR apresentou o melhor ajuste dos dados, com SS =
88,85; p valor =0,0002; ¥ =0,89, com o parametro dos desvios a = 4,21 e b = -8§,10.

Para o modelo IA, os resultados foram: SS =105,78; p= 1,53 x 10" ¢ o valor
do coeficiente de regressio (r*) =0,87. Ainda, os dados foram significativamente
ajustados ao desvio DR, os resultados foram SS= 82,37; p= 8,2 x 10-; ’= 0,90 ¢ os
parametros a = 4,82 e b =-12,93.

Para os dois modelos matematicos, o desvio que melhor se ajustou foi o DR
com a>0 e h<0. Nesses casos, indicando antagonismo para o parametro a, porém com o
valor de <0, a mistura Kidde Sintex 1% apresentou sinergismo. Ou seja, esta defini¢cao
refere que as respostas sdo dependentes da composicao da mistura, sendo que os efeitos
foram antagdnicos ou sinérgicos, dependendo das combinacdes testadas. Nesse caso, 0s
dados representam o antagonismo em geral, mas também ¢& possivel observar o

sinergismo causado pelo Kidde Sintex 1% (Fig.16).
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Figura 16 — Representacdo grafica (2D) da exposi¢do de Artemia sp. ao Kidde Sintex 1% e a FSG em
mistura binaria mostrando um ajuste aos Modelos de Concentragdo - CA (A) e seus desvios; ¢ Agdo
Independente - IA (B).

4.3. DISCUSSAO

Os AEI sao produzidos especificamente para o combate a incéndios, por esse
motivo possuem uma série de substancias quimicas presentes em suas formulagdes a
fim de auxiliar na supressdo do fogo. Embora ndo haja informagdes claras sobre a
toxicocinética das formulacdes vendidas comercialmente, a interagdo ndo-alvo desses
compostos com a biota presente nos ecossistemas pode causar o aparecimento de
quimicos como os PFC em células sanguineas de diversos animais, inclusive em seres
humanos (GIESY; KANNAN 2001; SOLLA et al., 2012; WEIB et al., 2012; TOMS et
al., 2014). Alguns estudos relatam que a presenca desses compostos pode afetar a
comunica¢do celular, a geracdo de energia, o transporte de membrana e causar a
proliferagdo peroxissdmica (SOHLENIUS et al., 1993; UPHAM et al., 1998).

Em relacdo aos combustiveis provenientes do refinamento do petrdleo, alguns
estudos indicam que as substincias presentes na gasolina, sobretudo em sua parte
soluvel, podem acarretar em alteragdes enzimaticas (BETTIM, et al., 2016), danos ao
material genético (FEDATO et al., 2010), atuando também em alteracdes fisiologicas,
por apresentar um papel como um disruptor enddcrino (BOLDEN et al., 2015).

Tendo como base que para muitas substancias quimicas o verdadeiro
mecanismo toxicolégico raramente ¢ reconhecido em uma determinada mistura ou

mesmo por grande parte de seus componentes (GROTEN et al., 2001), o conhecimento
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em relacdo ao modo de agdo torna-se desconhecido ou incompleto aos organismos.
Conforme as informacdes obtidas na literatura referente aos quimicos utilizados nesse
estudo, hd um indicativo de que essas substancias tenham MoA diferentes.

Segundo a EFSA (2014), ¢ aconselhdvel a utilizagdo do modelo de referéncia
CA por ser considerado mais conservativo para explicar a mistura de compostos. No
entanto, LOUREIRO et al. (2010) sugerem utilizar os dois modelos de referéncia (CA e
IA) em casos de incertezas quanto aos MoA dos quimicos. Levando em considerag¢do os
resultados obtidos para ambos os modelos de referéncia, é possivel aceitar que tanto o
modelo CA quanto o IA podem explicar os dados de misturas gerados nesse estudo. Por
esse motivo, para alcangcar uma maior estimativa do risco do uso dessas substancias,
nesse estudo optou-se por utilizar ambos os modelos de referéncia.

Respostas de interagdes sobre a gasolina e os AEI representam uma lacuna de
dados publicados na literatura. Ainda assim, MONTAGNOLLI et al. (2017) conduziram
um estudo para andlise da interagdo dos hidrocarbonetos BTEX juntamente com PFC,
utilizando como abordagem a biodegradagdo. Os resultados mostraram que esses
compostos podem promover alteracdes nos padrdes de degradagdo microbiologica dos
BTEX, o que pode implicar na redugcdo da capacidade de biodegradagdo e
consequentemente, esses compostos quimicos permanecerem por periodos ainda mais
longos no meio ambiente por conta dessa interagao.

Os dados obtidos sobre os efeitos da interacdo dos AEI com a FSG aos
organismos aquaticos D. similis e Artemia sp. trouxeram respostas muito importantes,
que podem ser esclarecedores sobre a interagdo desses compostos no ambiente, como no
impacto ambiental ocorrido no grave incéndio na regido portudria de Santos (Fig. 17).
J& que como observado, essa interacdo indicou uma possivel reducdo potencial da
toxicidade em determinadas situagdes e aumento na maioria dos casos nas combinagdes

avaliadas.
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Figura 17— Localiza¢@o da regido de Santos-Sdo Vicente e o Sistema Estuarino. Fonte: Google maps.

Como agravante ao acidente em questao, este ocorreu no Sistema Estuarino de
Santos, incluindo o ecossistema manguezal. Esse ecossistema ¢ conhecido por possuir
um alto aporte de animais em estidgios de vida iniciais, que se destaca por ser um
ambiente costeiro de alta complexidade e vulnerabilidade (MIRANDA et al., 2002).

Em virtude da alta densidade demografica encontrada préoximo ao SES, da
presenca de diversas industrias e do maior porto da America Latina, essa regido tem
sido amplamente estudada nas ultimas décadas, pois esse ambiente apresenta elevada
atividade antrépica, com vasto historico de poluicio ambiental que antecede ao
incéndio. De modo que estudos relatam os impactos causados pelo aporte constantes de
residuos e efluentes contaminados, provocando assim um quadro de degradagdo
ambiental (CETESB, 2001; ABESSA et al., 2008). Dessa forma o incéndio em questio
agravou, ao menos temporariamente, a situacdo da qualidade ambiental do SES, pelo
descarte de grandes quantidades de substancias altamente toxicas.

Levando em conta de que raramente os contaminantes ocorrem de forma
isolada no ambiente, como exposto, no caso dos AEI e hidrocarbonetos ocorrerem
simultaneamente no ambiente, o0s impactos nos ecossistemas poderdo ser
potencializados. Além disso, ainda que acidentes desse tipo sejam relativamente pouco
frequentes, incéndios e explosdes fazem parte consideravel da estatistica de acidentes no
setor petroquimico (CHANG; LIN 2006), nesses casos, o uso de aditivos quimicos
como os LGE e IT ¢ requerido, devido a gravidade dessas ocorréncias com
consequentes danos ambientais.

Especialmente ao se tratar do terminal portuario de Santos, em que nos ltimos

cinco anos foram relatados variados episddios de incéndios, associado a mortandade de
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diversas espécies de animais (GURJAO; JOVITO, 2016). A possibilidade de uso dos
LGE e IT para o combate a esses incéndios ¢ considerada, nesse sentido, produzir
conhecimentos sobre as composicdes quimicas das formulagdes comerciais, assim como
dados ecotoxicologicos e de risco ambiental tornam-se importantes, ndo s6 para a
avaliagdo de impactos, bem como para subsidiar as formulacdes e regras adequadas de
uso desses compostos, € o desenvolvimento de produtos menos toxicos atrelado a
eficiéncia no controle a emergéncias ambientais.

Portanto, os experimentos forneceram algumas informagdes relevantes sobre a
predicdo do comportamento desses compostos em misturas. As diferentes marcas
apresentaram tanto a redu¢do da toxicidade bem como o seu aumento, em relacdo aos
resultados esperados apds a interagdo com a FSG, tanto para D. similis quanto para

Artemia sp.

4.4. CONCLUSAO

v Para o organismo dulcicola D. similis o sinergismo foi o principal padrdo observado
na mistura do IT Cold Fire e a FSG tanto para CA quanto para [A;

v" O LGE - AFFF Ageofoam mostrou-se ajustado a ambos os modelos de referéncia
IA e CA, apresentando efeitos aditivos quando combinado com a FSG;

v’ Para as misturas de Kidde Sintex 1% com FSG, os efeitos foram antagdnicos ou

sinérgicos, dependendo das concentragdes das combinagdes testadas.

v' Ja os resultados para Artemia sp. com a mistura entre Cold Fire e a FSG, houveram
efeitos antagdnicos em geral, mas também foi possivel observar o sinergismo em
algumas concentragdes tanto para CA quanto para [A;

v" A mistura entre FSG e LGE - AFFF Ageofoam mostrou toxicidade ajustada para o
modelo CA apresentando o antagonismo em geral e o sinergismo em algumas
situacdes, e para o modelo IA apresentando sinergismo quando em baixas doses e o
antagonismo em doses mais elevadas;

v' Para Kidde Sintex 1% com FSG, os efeitos foram também antagdnicos ou
sinérgicos, dependendo das concentragdes das combinagdes testadas tanto para CA

quanto para [A.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O aporte de combustiveis liquidos e de substancias utilizadas para inibir a
formagdo de chamas ¢ comum em treinamentos e acidentes, porém os efeitos de tais
aportes para o ambiente sdo pouco conhecidos. O presente estudo forneceu evidéncias
sobre o risco do despejo in natura dos Liquidos Geradores de Espumas (LGE), Isolantes
Térmicos (IT) e Gasolina nos ecossistemas, destacando-se o papel dos LGE e dos IT,
pois esses compostos causaram elevada toxicidade aos organismos aquaticos. Além
disso, a exposi¢do a fragdo soluvel da gasolina (FSG), com seus consequentes efeitos
toxicos nos organismos aquaticos, também foi destacada, de modo que a FSG também
deve ser considerada como um importante contaminante ambiental, capaz de causar
efeitos adversos para a biota aquatica.

Os resultados mostraram também os riscos potenciais advindos da exposi¢ao
combinada a Agentes Extintores de Incéndios e Fragdo Soluivel da Gasolina, tendo sido
demonstrado que a interacdo gerou, em certas situagdes, a potencializacdo de
toxicidade, trazendo riscos aos ecossistemas.

Por tratar-se de substincias com importante utilizacdo em situagdes de
emergéncia, ¢ necessario levar em consideracdo a relacdo de eficiéncia das formulagdes
comerciais atrelada aos potenciais efeitos adversos aos organismos aquaticos. Portanto,
para auxiliar na tomada de decisdo do uso desses compostos do ponto de vista
ecotoxicologico, inicialmente para o combate aos incéndios, poderia ser considerado o
uso de formulagdes que apresentaram menor toxicidade aos organismos.Em adicdo,
durante agdes de emergéncia, ¢ desejavel a ado¢do de medidas de contencdo e captagdo
desses produtos antes de chegaram ao ambiente, se possivel permitindo o
encaminhamento das substancias para algum tipo de tratamento posterior, de modo a
evitar ou mitigar os impactos ambientais.

Além disso, mais estudos fazem-se necessarios, visando avaliar misturas
complexas contendo trés ou mais formulagdes, pois em geral as acdes de combate ao
fogo acabam utilizando diferentes tipos de agentes, de marcas, composicdes e

toxicidades diferentes, levando a uma situagdo complexa de contaminacdo ambiental.
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Apéndice I- Parametros fisico-quimicos dos ensaios isolados com AEI e FSG para
Echinometra lucunter.

Concentracoes (%) - Argus Prime

Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62 7,09/7,53 7,25/7,54 7,20/7,49 7,27/7,21 7,34/7,23
OD (mg/L) 6,4/5,5 6,4/5,4 6,3/5,3 5,8/5,3 5,7/5,1 5,6/4,9
Salinidade 35/34 33/33 34/33 34/33 34/33 34/34
Aménia NH; (mg/L) 0,09/<LD  0,01/<LD  0,07/<LD 0,01/<LD 0,09/0,00 0,03/<LD
Concentracoes (%) - Ageofoam
Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62 6,95/7,43 6,89/7,49 7,35/7,43 7,40/7,30 7,51/7,20
OD (mg/L) 6,4/5,5 6,1/5,3 6,0/5,6 5,9/5,2 5,8/5,2 5,9/4,7
Salinidade 35/34 33/33 34/35 34/34 34/35 33/34
Aménia NH; (mg/L) 0,09/<LD 0,07/0,92 0,06/0,10 0,06/<LD 0,01/<LD 0,15/<LD
Concentragoes (%) - Coldfire
Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62 7,65/7,50 7,56/7,54 7,50/7,44 7,64/7,55 7,53/7,38
OD (mg/L) 6,4/5,5 5,7/5,4 5,7/5,7 5,6/5,2 5,2/5,5 5,0/5,5
Salinidade 35/34 33/34 33/34 33/33 34/34 33/33
Aménia NH; (mg/L) 0,09/<LD  0,03/<LD  0,00/<LD 0,09/<LD 0,01/<LD 0,16/<LD
Concentracées (%) — Kidde Sintex 1%
Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62 7,49/7,55 7,43/7,78 7,46/7,39 7,46/7,28 7,48/7,25
OD (mg/L) 6,4/5,5 4,8/5,9 5,2/5,7 5,2/5,3 5,2/5,0 5,0/5,2
Salinidade 35/34 33/34 33/34 33/33 33/33 33/33
Aménia NH; (mg/L) 0,09/<LD  0,14/<LD <LD/<LD 0,15/<LD <LD/<LD 0,09/<LD
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Concentracées (%) — Kidde Sintex 3%

Parametros Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62 7,54/7,86 7,55/7,49 7,53/7,43 7,27/7,24 7,60/7,22
OD (mg/L) 6,4/5,5 5,4/5,5 5,0/5,5 5,0/5,2 5,2/5,0 4,9/4,7
Salinidade 35/34 33/33 33/33 33/34 33/34 34/34
Aménia NH; (mg/L)  0,09/<LD <LD/<LD 0,16/<LD  0,00/<LD 0,05/<LD 0,01/<LD

Concentragoes (%) - Liovac
Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62  7,55/7,45 7,58/7,40 7,56/7,35 7,70/7,30 7,53/7,19
OD (mg/L) 6,4/5,5 5,5/5,4 4,8/5,5 4,7/5,2 4,9/5,2 4,8/4,8
Salinidade 35/34 34/34 33/33 33/34 33/34 33/34
Aménia NH; (mg/L)  0,09/<LD  0,17/<LD  0,02/<LD 0,20/<LD 0,19/0,01 0,38/0,09
Concentragoes (%) — F500
Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62  17,58/7,45 7,52/7,44 7,57/7,66 7,49/7,27 7,23/7,11
OD (mg/L) 6,4/5,5 5,3/5,3 5,2/5,4 5,1/5,5 5,0/5,2 5,0/5,0
Salinidade 35/34 34/34 34/34 33/34 34/34 34/35
Aménia NH; (mg/L)  0,09/<LD  0,01/0,30  0,16/<LD 0,02/<LD 0,39/<LD 0,32/<LD
Concentragoes (%) - Unknow

Parametros Controle  0,0001 0,001 0,005 0,01 0,05
pH 7,31/7,62  7,69/7,47 7,61/7,42 7,58/7,38 7,56/7,23 7,60/7,70
OD (mg/L) 6,4/5,5 5,2/5,5 5,2/5,4 5,0/5,3 5,2/4,9 5,1/5,1
Salinidade 35/34 34/35 34/35 34/35 34/33 34/35
Amonia NH; (mg/L) 0,09/<LD 0,12/<LD <LD/<LD 0,18/<LD 0,12/<LD 0,18/<LD

Concentragoes (%) - FSG

Parametros Controle 0,005 0,025 0,05 0,25 0,50
pH 7,79/7,81 7,87/7,87 7,89/7,86 7,73/7,69 7,90/7,51 7,86/7,85
OD (mg/L) 7,5/6,4 7,2/5,8 7,2/5,5 7,4/5,2 7,5/5,1 7,4/5,0
Salinidade 34/34 34/34 34/34 34/34 34/34 34/34
Amonia NH; (mg/L) <LD/<LD  0,34/<LD <LD/<LD <LD/<LD 0,67/<LD 0,16/<LD

(/) = Delimita inicial e final; <LD = Valor inferior ao limite de detecgao.
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Apéndice II - Parametros fisico-quimicos dos ensaios isolados com AEI e FSG para

Artemia sp..
Concentracées (%) — Argus Prime
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 6,77/ 7,05 7,07/ 6,99 7,32/ 7,50 7,29/ 7,41 7,40/ 7,38 7,46/ 7,33
OD (mg/L) 8,1/6,7 7,9/5,6 7,7/ 6,0 7,7/5,9 7,5/ 6,2 7,2/5,9
Salinidade 34/34 34/ 35 34/34 34/34 33/33 33/33
Aménia NH; (mg/L) 0,00/ 0,00 0,00/ 0,00 <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
Concentracoes (%) - Ageofoam
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 6,77/ 7,05 7,43/ 7,50 7,51/ 7,52 7,57/ 7,50 7,57/ 7,48 7,60/ 7,55
OD (mg/L) 8,1/6,7 8,1/6,2 8,0/5,4 7,8/5,2 7,7/ 6,1 7,7/ 6,2
Salinidade 34/34 35/35 35/35 34/35 33/33 33/33
Aménia NH; (mg/L) 0,00/ 0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
Concentragoes (%) - Coldfire
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 7,07/ 7,20 7,48/ 7,25 7,57/ 7,44 7,68/ 7,50 7,73/ 7,51 7,79/ 7,61
OD (mg/L) 6,5/ 6,2 6,1/5,9 6,2/ 6,0 6,0/5,9 6,0/5,9 5,755
Salinidade 34/34 34/34 34/ 34 34/ 34 33/33 32/32
Aménia NH; (mg/L) 0,00/ <LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
Concentracées (%) — Kidde Sintex 1%
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 7,36/ 7,05 7,37/ 7,35 7,40/ 7,40 7,37/ 7,34 7,39/ 7,30 7,41/ 7,27
OD (mg/L) 7,6/ 5,8 6,5/ 6,1 6,8/ 6,3 6,5/5,8 6,3/5,9 6,4/5,7
Salinidade 35/35 35/35 35/35 35/35 34/ 35 34/34
Aménia NH; (mg/L) <LD/ 0,00 0,00/ 0,00 0,00/ 0,00 <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
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Concentracées (%) — Kidde Sintex 3%

Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 7,38/ 726 7,40/ 7,31 7,39/728  7,41/722 741/722  744/714
OD (mg/L) 6,0/ 5,2 6,0/ 5,5 5,9/ 6,0 6,0/ 5,9 6,0/ 5,9 6,1/58
Salinidade 35/35 35/35 35/35 34/ 34 34/ 34 35/33
Amonia NH;(mg/L)  <LD/0,00 <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
Concentracées (%) - Liovac
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 6,12/7,76 8,18/ 7,59 8,16/ 7,51 8,17/7,56 814/739  810/736
OD (mg/L) 7,0/ 6,8 6,7/ 6,6 6,9/ 6,2 6,9/ 5,6 6,9/4,3 7,0/4,3
Salinidade 35/35 35/ 34 35/34 35/34 33/33 33/33
Aménia NH3;(mg/L)  0,00/0,00  <LD/<LD <LD/0,01 <LD/0,00 <LD/<LD  <LD/<LD
Concentragoes (%) — F500
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 7,13/ 6,83 7,35/ 6,66 6,53/6,93  620/7,04 6,14/ 680 6,04/ 6,31
OD (mg/L) 6,9/ 5,8 7,3/5,6 6,3/ 5,7 6,6/ 5,8 6,5/ 5,0 6,4/ 4,8
Salinidade 34/35 35/35 35/35 35/34 35/34 35/33
Amonia NH;(mg/L)  <LD/<LD  <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
Concentracoes (%)- Unknow
Parametros
Controle 0,01 0,1 0,3 0,5 0,7
pH 7,13/6,83 8,15/ 7,64 8,11/7,54 808/ 748 805729 801/7,28
OD (mg/L) 6,9/ 5,8 6,9/ 6,3 6,9/5,5 7,1/5,9 6,9/4,9 6,9/ 4,3
Salinidade 34/35 35/35 35/33 34/33 33/33 32/32
Amonia NH;(mg/L)  <LD/<LD  <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD
Concentragoes (%) - FSG
Parametros
Controle 0,01 0,05 0,15 0,30 0,75
pH 8,04/ 7,48 8,06/7,48  8,05/7,58  803/7,61  802/7,60  8,04/7,30
OD (mg/L) 5,9/ 5,0 5,9/5,0 5,8/5,0 5,6/4,9 6,1/4,8 6,6/5,3
Salinidade 35/36 35/36 36/36 36/36 37/37 35/36
Amonia NH; (mg/L) <LD/0,00 <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD <LD/<LD

(/) = Delimita inicial e final; <LD = Valor inferior ao limite de deteccao.
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Apéndice III - Parametros fisico-quimicos dos ensaios isolados com AEI e FSG para

Daphnia similis.

Concentracoes (%) - Ageofoam

Parametros
Controle 0,01 0,02 0,03 0,05 0,1
pH 7,79/ 8,26 7,94/ 839 7,98/ 8,44 8,00/ 8,45 8,00/ 8,43 8,02/ 8,39
OD (mg/L) 6,3/ 6,6 6,3/ 6,7 6,3/ 6,2 6,3/ 6,5 6,3/ 6,7 6,4/ 6,7
Condutividade 1223/ 1554 639/ 704 642/ 673 644/ 669 645/ 679 663/ 706
Amonia NH
monta WHs 039/0,59  0,42/047 048053 054061 088090  0,92/0,90
(mg/L)
Concentragoes (%) - Coldfire
Parametros
Controle 0,01 0,03 0,04 0,05 0,07
pH 8,05/8,45 814/8,68  8,04/8,45 8,06/ 8,51 8,04/ 8,52 8,04/ 8,51
OD (mg/L) 5,8/ 6,5 5,9/ 6,5 6,4/ 6,5 6,4/ 6,6 6,4/ 6,8 6,4/ 6,4
Condutividade 647/ 679 642/ 677 637/ 676 638/ 684 638/ 685 639/ 677
Aménia NH; (mg/L) 0,39/0,59 0,39/0,41 0,39/0,41 0,44/ 0,55 0,77/ 0,84 0,98/ 1,02
Concentragoes (%) — F500
Parametros
Controle 0,0001 0,001 0,01 0,02 0,03
pH 7,76/ 8,45 7,88/ 848 7,90/ 7,46 7,91/ 8,12 8,04/ 8,52 8,04/ 8,51
OD (mg/L) 7,0/ 17,5 7,0/ 7,2 7,1/ 17,3 7,1/7,2 6,4/ 6,8 6,4/ 6,4
condutividade 595/ 984 561/ 628 560/ 608 559/ 737 638/ 685 639/ 677
Aménia NH; (mg/L) 0,41/0,39  0,44/0,41 0,44/ 0,41 0,47/ 0,53 0,77/ 0,84 0,98/ 1,02
Concentracées (%) — Kidde Sintex 1%
Parametros
Controle 0,15 0,25 0,35 0,45 0,60
pH 7,78/ 834  7,98/833 8,10/ 823 8,10/ 8,23 8,16/ 8,19 8,17/ 8,15
OD (mg/L) 8,1/7,9 82/ 71 8,2/ 6,9 8,2/ 6,9 8,1/6,7 8,2/6,3
Condutividade 1204/ 902 652/ 697 669/ 703 669/ 703 689/ 724 628/ 751
Aménia NH; (mg/L) 0,51/0,54 0,49/0,59 0,53/0,58 0,53/ 0,58 0,53/ 0,59 0,54/ 0,63
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Concentragoes (%) — FSG

Parametros
Controle 0,25 1,25 2,5 3,75 7,5
pH 7,71/7,93 8,15/8,04 8,13/8,00 8,13/8,03 8,12/8,07 8,05/7,90
OD (mg/L) 7,96/7,54 7,88/7,28 7,81/7,09 7,67/6,99 7,64/6,99 7,53/7,21
Condutividade 585/644 584/572 577/563 577/573 564/560 572/570

Amonia NH; (mg/L) 0,33/0,34 0,39/0,41 0,39/0,41 0,41/0,41 0,41/0,40 0,44/0,44

(/) = Delimita inicial e final
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Apéndice IV- Resultado dos ensaios com as substancias de referéncia.

Resultado dos ensaios de sensibilidade para E. lucunter, Artemia sp. e D. similis com as
respectivas substancias de referéncia Sulfato de Zinco, Dodecil Sulfato de Sodio e
Dicromato de Potéssio.

Expressao dos Faixa de Sensibilidade Substéincia de Referéncia
Espécies L 4
Resultados (mg.L™") (mg.L™)
Echinometra lucunter 0.51 0.07 2 0.92 Sulfato de Zinco
Artemia sp. 16.0 13.1a30.9 Dodecil Sulfato de Sodio
Daphnia similis 0.6 0.5a2.1 Dicromato de Potassio
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Apéndice V — Parametros fisico-quimicos dos ensaios com misturas de AEI e FSG para
Artemia sp..

Cold Fire com FSG
Concentt:ag:()es (%%): pH Salinidade Oxigénio Dissolvido Amonia NH;
Cold Fire - FSG (mg/L) (mg/L)
Controle 7,65/ 7,90 37/36 4,1/ 4,1 <LD/ <LD
0,01 - 0,01 7,45/ 7,53 38/36 4,4/4,4 <LD/ <LD
0,01 0,05 7,48/ 7,55 37/36 3,3/4,3 <LD/ <LD
0,01 - 0,15 7,58/7,52 37/37 3,4/4,2 <LD/ <LD
0,01 - 0,30 7,56/ 7,52 38/37 3,6/3,8 0,05/ <LD
0,01 - 0,75 7,56/ 7,89 38/37 3,8/3,9 0,00/ <LD
0,10 - 0,01 7,59/ 7,60 37/37 3,9/3,9 0,09/0,00
0,10 - 0,05 7,59/ 8,08 37/37 4,2/4,1 <LD/<LD
0,10 - 0,15 7,60/ 7,56 37/36 4,4/4,5 <LD/ <LD
0,10 - 0,30 7,61/ 7,64 38/37 4,3/4,8 0,16/ <LD
0,10 - 0,75 7,62/ 7,61 37/37 4,5/4,5 0,00/0,01
0,30 - 0,01 7,57/ 7,09 37/37 3,8/4,2 <LD/ <LD
0,30 - 0,05 7,60/ 7,57 37/ 37 3,8/3,4 <LD/ 0,01
0,30 - 0,15 7,62/ 7,56 38/37 3,6/3,9 0,09/ <LD
0,30- 0,30 7,62/ 7,76 38/ 37 3,9/ 4,2 <LD/ 0,18
0,30 - 0,75 7,64/ 7,80 37/ 37 4,1/3,9 <LD/ <LD
0,50 - 0,01 7,63/ 7,74 37/37 4,5/4,2 <LD/ <LD
0,50 - 0,05 7,64/ 7,64 37/37 5,1/4,8 0,01/ 0,16
0,50 - 0,15 7,64/ 7,72 37/ 37 5,1/5,0 0,09/ <LD
0,50 -0,30 7,66/ 7,50 37/37 4,8/52 0,00/ <LD
0,50 - 0,75 7,65/ 7,62 38/ 37 3,8/4,3 <LD/ <LD
0,70 - 0,01 7,65/ 1,59 37/ 37 4,6/ 4,5 <LD/ <LD
0,70 - 0,05 7,61/ 7,55 38/ 37 4,7/ 4,3 0,03/ <LD
0,70 - 0,15 7,64/ 7,66 38/ 37 5,7/ 5,6 <LD/ <LD
0,70 - 0,30 7,64/ 7,54 37/ 37 5,2/5,5 <LD/ 0,00
0,70 - 0,75 7,60/ 7,61 37/ 37 4,9/ 5,4 <LD/ 0,07

(/) = Delimita inicial e final; <LD = Valor inferior ao limite de deteccao.
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Ageofoam com FSG

Concentragbes (%): pH Salinidade Oxigénio Dissolvido Amonia NH;
Ageofoam - FSG (mg/L) (mg/L)
Controle 7,55/ 7,40 36/35 5,0/4,7 <LD/ 0,03
0,01-0,01 7,43/ 7,32 35/35 3,8/3,7 <LD/ <LD
0,01 -0,05 7,55/ 7,33 35/35 4,0/ 4,6 0,06/ <LD
0,01 - 0,15 7,38/ 7,31 35/ 36 4,0/4,8 0,01/ <LD
0,01 - 0,30 7,38/ 7,28 35/35 4,0/ 4,0 <LD/<LD
0,01 - 0,75 7,23/ 7,39 36/ 35 4,0/4,6 <LD/<LD
0,10 - 0,01 7,49/ 7,45 35/35 4,2/4.,6 <LD/ <LD
0,10 - 0,05 7,31/ 7,38 35/ 36 3,9/4,6 0,07/ 0,92
0,10 - 0,15 7,20/ 7,46 35/ 36 4,2/3,6 <LD/<LD
0,10 - 0,30 7,42/ 7,21 35/36 4,6/3,4 <LD/ <LD
0,10 - 0,75 7,09/ 7,12 35/35 3,3/3,7 0,01/ <LD
0,30 - 0,01 6,91/ 7,09 35/ 36 3,8/3,5 <LD/ <LD
0,30 - 0,05 7,18/ 7,07 35/ 36 3,8/3,2 <LD/ 0,15
0,30 - 0,15 7,17/ 7,13 36/ 35 3,5/3,2 <LD/<LD
0,30- 0,30 7,09/ 7,00 35/35 3,9/3,4 <LD/<LD
0,30 - 0,75 7,06/ 7,80 35/35 3,6/3,6 <LD/ <LD
0,50 - 0,01 7,08/ 6,90 35/ 36 35/35 0,15/ <LD
0,50 - 0,05 7,06/ 6,93 35/ 36 3,4/3,1 <LD/ 0,00
0,50 - 0,15 7,55/ 6,87 35/ 36 3,0/3,6 0,17/ <LD
0,50 -0,30 7,05/ 6,86 35/35 3,7/ 3,6 <LD/ <LD
0,50 - 0,75 7,54/ 6,86 35/35 3,9/3,0 0,03/ <LD
0,70 - 0,01 7,03/ 6,74 35/ 36 3,2/3,5 <LD/ 0,00
0,70 - 0,05 6,55/ 6,63 35/ 36 4,0/ 4,0 <LD/<LD
0,70 - 0,15 7,04/ 6,58 35/ 36 4,5/3,8 <LD/<LD
0,70 - 0,30 6,74/ 6,60 35/ 36 4,0/3,6 0,07/ 0,00
0,70 - 0,75 7,00/ 6,61 35/ 36 3,6/3,2 0,07/ <LD

(/) = Delimita inicial e final; <LD = Valor inferior ao limite de deteccao.



Kidde Sintex 1% com FSG

i M e O saay SR
Controle 7,56/ 7,59 37/36 6,3/ 6,7 <LD/ 0,12
0,01 - 0,01 7,71/ 7,15 35/35 6,5/ 6,6 <LD/<LD
0,01 - 0,05 7,84/ 7,81 35/36 5,8/ 6,0 0,02/<LD
0,01 - 0,15 7,81/ 7,05 35/36 7,4/ 7,6 <LD/<LD
0,01 - 0,30 7,91/ 7,16 35/36 7,0/ 7,0 0,18/ <LD
0,01 - 0,75 7,34/ 7,69 35/36 6,2/ 6,7 <LD/<LD
0,10 - 0,01 7,60/ 7,85 36/ 35 5,3/5,6 <LD /0,33
0,10 - 0,05 7,88/ 8,08 35/36 6,6/ 6,8 <LD/<LD
0,10 - 0,15 7,72/ 7,86 36/36 6,9/ 6,5 0,34/ <LD
0,10 - 0,30 7,82/ 7,05 35/36 6,5/ 6,7 <LD /<LD
0,10 - 0,75 7,87/ 7,12 35/35 6,3/ 6,1 <LD/<LD
0,30 - 0,01 7,67/ 7,09 35/36 6,1/ 6,5 <LD/ 0,67
0,30 - 0,05 7,75/ 7,07 35/36 6,4/ 6,4 0,12/ <LD
0,30 - 0,15 7,80/ 7,76 35/36 5,7/ 6,2 0,16/ <LD
0,30 - 0,30 7,56/ 7,86 36/36 4,9/5,2 0,09/ <LD
0,30 - 0,75 7,82/ 7,80 36/ 35 4,7/ 5,6 0,01/ 0,39
0,50 - 0,01 7,74/ 7,34 35/36 6,9/ 6,2 <LD/<LD
0,50 - 0,05 7,79/ 7,79 35/36 6,2/ 6,2 0,16/ <LD
0,50 - 0,15 7,81/ 7,72 37/ 36 6,7/ 6,5 <LD/ 0,02
0,50 -0,30 7,80/ 7,60 35/36 6,4/ 6,6 <LD/<LD
0,50 - 0,75 7,49/ 7,22 35/35 5,7/ 5,6 0,39/ <LD
0,70 - 0,01 7,61/ 7,64 35/36 6,1/ 6,5 <LD/ 0,32
0,70 - 0,05 7,68/ 7,47 36/36 5,8/5,3 0,05/ <LD
0,70 - 0,15 7,49/ 7,46 35/36 6,7/ 5,6 <LD/<LD
0,70 - 0,30 7,71/ 7,22 35/36 5,6/5,5 <LD/ 0,01
0,70 - 0,75 7,66/ 7,73 35/36 6,6/5,8 <LD/ 0,05

(/) = Delimita inicial e final; <LD = Valor inferior ao limite de deteccao.



Apéndice VI - Parametros fisico-quimicos dos ensaios com misturas de AEI e FSG para
Daphnia similis.

Ageofoam com FSG
Concentragoes (%): pH Condutividade Oxigénio Amonia NH;
Ageofoam - FSG Dissolvido(mg/L) (mg/L)

Controle 7,26/ 7,94 910/ 726 7,32/ 7,32 0,30/0,27
0,01 - 0,25 7,53/ 8,15 623/ 580 7,20/ 7,06 0,42/ 0,61
0,01 - 1,25 7,55/ 8,10 617/ 622 7,16/ 6,87 0,40/ 0,61
0,01 - 2,5 7,58/ 8,05 608/ 614 7,33/ 6,80 0,44/ 0,49
0,01 - 3,75 7,58/ 8,16 601/ 608 7,27/ 6,89 0,49/ 0,53
0,01 - 7,5 7,55/ 7,89 580/ 602 7,30/ 6,70 0,40/ 0,39
0,02 - 0,25 7,60/ 7,85 623/ 580 7,40/ 6,75 0,54/ 0,40
0,02 -1,25 7,53/ 8,08 620/ 623 7,44/ 6,85 0,61/ 0,72
0,02 - 2,5 7,52/ 7,86 611/612 7,39/ 6,53 0,34/ 0,30
0,02 -3,75 7,54/ 8,05 602/ 603 7,31/ 6,79 0,48/ 0,52
0,02 - 7,5 7,54/ 8,12 577/ 577 7,39/ 7,11 0,53/ 0,41
0,03 - 0,25 7,56/ 8,09 629/ 629 7,36/ 6,59 0,44/ 0,44
0,03 -1,25 7,57/ 7,97 620/ 621 7,38/ 6,44 0,41/ 0,44
0,03 - 25 7,57/ 7,76 613/614 7,30/ 6,21 0,39/ 0,54
0,03 - 3,75 7,57/ 1,76 606/ 607 7,37/ 6,21 0,42/ 0,41
0,03 - 7,5 7,55/ 7,80 586/ 584 7,19/ 6,51 0,39/ 0,36
0,05 - 0,25 7,80/ 7,94 630/ 630 7,41/ 6,23 0,70/ 0,99
0,05 - 1,25 7,56/ 7,79 625/ 650 7,28/ 6,23 0,39/ 0,32
0,05 - 2,5 7,55/ 7,72 615/616 7,28/ 6,58 0,41/ 0,41
0,05 -3,75 7,54/ 7,60 610/ 612 7,37/ 6,12 0,49/ 0,41
0,05 - 7,5 7,54/ 7,62 590/ 591 7,38/ 6,36 0,54/ 0,41
0,1 - 0,25 7,53/ 7,64 641/ 642 7,45/ 5,58 0,54/ 0,49
0,1 - 1,25 7,55/ 7,77 636/ 636 7,33/ 5,38 0,61/ 0,68
01 - 25 7,54/ 7,66 632/ 630 7,39/ 5,60 0,69/ 0,72
0,1 - 3,75 754/ 17,52 624/ 623 7,46/ 5,58 0,52/ 0,69
01 - 7,5 7,60/ 7,71 603/ 602 7,39/ 5,47 0,49/ 0,64

(/) = Delimita inicial e final.
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Coldire com FSG

Concentracées (%): pH Condutividade Oxigénio Dissolvido Amonia NH;
Coldfire - FSG (mg/L) (mg/L)

Controle 7,37/ 7,79 570/ 571 7,58/ 8,05 0,39/ 0,40
0,01 - 0,25 7,66/ 7,35 581/ 566 8,02/9,21 0,49/ 0,60
0,01 - 1,25 7,22/ 7,29 563/ 567 9,70/ 9,17 0,49/ 0,60
0,01 - 2,5 7,23/ 7,32 564/ 562 8,30/ 9,37 0,51/ 0,62
0,01 - 3,75 7,29/ 7,70 529/ 556 8,27/ 9,49 0,60/ 0,49
0,01 - 7,5 7,23/ 7,11 570/ 550 9,12/ 9,84 0,54/ 0,59
0,03 - 0,25 7,44/ 7,19 523/ 531 8,79/ 9,22 0,58/ 0,59
0,03 - 1,25 7,45/ 7,28 549/ 568 8,99/ 9,37 0,57/ 0,59
0,03 - 2,5 7,67/ 7,32 522/ 563 8,87/ 9,52 0,49/ 0,63
0,03 -3,75 7,69/ 7,23 521/ 556 8,82/ 9,49 0,62/ 0,63
0,03 - 75 7,27/ 7,17 523/ 549 8,94/ 9,28 0,67/ 0,70
0,04 -0,25 7,23/ 7,14 544/ 568 8,02/ 9,49 0,67/ 0,73
0,04 -1,25 7,14/ 7,74 547/ 564 8,23/ 9,54 0,67/ 0,71
0,04 - 25 7,15/ 7,33 550/ 557 8,28/ 9,97 0,63/ 0,89
0,04 - 3,75 7,17/ 7,52 560/ 551 8,32/9,14 0,62/ 0,83
0,04 - 75 7,23/ 7,77 561/ 531 8,32/ 9,67 0,79/ 0,91
0,05 - 0,25 7,29/ 7,14 561/ 569 8,49/ 9,70 0,71/ 0,90
0,05 - 1,25 7,31/ 7,20 554/ 563 8,51/ 9,32 0,73/ 0,85
0,05 - 2,5 7,30/ 7,27 549/ 557 9,00/ 9,26 0,72/ 0,87
0,05 -3,75 7,34/ 7,53 560/ 551 9,02/ 9,22 0,57/ 0,63
0,05 - 7,5 7,50/ 7,82 562/ 533 8,12/ 9,84 0,81/0,79
0,07 - 0,25 7,29/ 7,83 544/ 570 8,15/ 9,12 0,49/ 0,67
0,07 - 1,25 7,51/ 7,64 547/ 565 8,01/ 9,08 0,53/ 0,62
0,07 - 2,5 7,53/ 7,65 528/ 560 8,14/ 6,66 0,69/ 0,81
0,07 - 3,75 7,80/ 7,66 527/ 552 8,34/ 6,66 0,71/ 0,80
0,07 - 7,5 7,74/ 7,80 523/ 533 8,37/ 6,82 0,70/ 0,93

(/) = Delimita inicial e final.
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Kidde Sintex 1% com FSG

Concentracées (%): pH Condutividade Oxigénio AmoniaNHj; (mg/L)
Kidde Sin, 1% - FSG Dissolvido(mg/L)

Control 7,78/ 8,12 623/ 674 9,00/ 9,90 0,21/ 0,23
0,15 - 0,25 8,00/ 7,84 672/ 714 7,96/ 9,00 0,29/ 0,27
0,15-1,25 8,07/ 7,68 660/ 712 8,00/ 8,74 0,32/ 0,47
0,15 - 2,5 7,92/ 7,97 668/ 700 8,14/ 7,00 0,59/ 0,61
0,15 - 3,75 7,28/ 7,94 666/ 712 8,20/ 7,23 0,57/ 0,39
0,15 - 7,5 7,68/ 8,10 662/ 676 812/ 7,24 0,63/ 0,72
0,25 - 0,25 7,60/ 8,10 679/ 694 8,16/ 7,72 0,63/ 0,70
0,25 - 1,25 7,49/ 8,12 682/ 696 8,10/ 7,04 0,55/ 0,51
0,25 - 2,5 7,47/ 7,96 687/ 689 8,22/ 8,84 0,39/ 0,47
0,25 -3,75 7,80/ 8,04 693/ 668 8,48/ 8,20 0,53/ 0,69
0,25 - 7,5 7,23/ 8,07 692/ 702 8,49/ 8,21 0,52/ 0,77
0,35 - 0,25 7,98/ 8,12 690/ 716 9,00/ 8,42 0,68/ 0,67
0,35 - 1,25 7,83/ 8,09 694/ 720 9,12/ 8,44 0,40/ 0,40
035 - 25 8,00/ 8,18 697/ 712 8,78/ 8,23 0,70/ 0,74
0,35- 3,75 7,72/ 1,74 625/ 700 8,23/ 8,00 0,39/ 0,41
035 - 75 7,80/ 7,76 677/ 702 8,14/ 8,16 0,48/ 0,44
0,45 - 0,25 7,14/ 7,23 674/ 697 8,00/ 8,02 0,48/ 0,44
0,45 - 1,25 7,07/ 7,23 623/ 693 7,99/ 7,72 0,48/ 0,47
0,45 - 2,5 7,49/ 7,68 672/ 684 7,74/ 7,92 0,39/ 0,41
0,45 -3,75 8,00/ 8,02 699/ 702 7,74/ 7,23 0,39/ 0,54
0,45 - 7,5 8,12/ 8,00 692/ 707 7,07/ 7,00 0,70/ 0,71
0,6 - 0,25 8,00/ 7,79 687/ 697 8,14/ 7,94 0,57/ 0,45
0,6- 1,25 8,00/ 8,23 693/ 692 7,99/ 7,92 0,64/ 0,68
0,6 - 2,5 7,44/ 7,79 677/ 623 7,97/ 7,93 0,29/ 0,31
0,6- 3,75 7,97/ 1,34 696/ 625 8,02/ 7,14 0,52/ 0,49
0,6 - 7,5 7,39/ 7,55 692/ 668 8,23/ 9,25 0,41/ 0,48

(/) = Delimita inicial e final.
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Apéndice VII - Resultados dos ensaios de Daphnia similis com os modelos de referéncia CA e IA utilizando o MIXTOX.

Misturas Modelo Concentragdo de Adigdo (CA) Modelo Agdo Independente (IA)
r valor de p SS a b r Valor de p SS a b

Referéncia 0,82 515x10% 69,62 - - 0,64  2,84x107 142,60 - -

Coldfire / FSG S/A i i i i i i i i i i
DL 0,94 0,003 23,15 -0,09 -50,37 0,94 0,0001 22,37 -0,39 -153,37

DR - - - - - - - - - -

Referéncia 0,87 4,37x10% 4725 - - 090  2,38x10% 36,77 - -

Ageofoam / FSG S/A i i i i i i i i i i

DL - - - - - - - - - -

DR - - - - - - - - - -

Referéncia 0,85 1,10x10% 51,47 - - 0,88  3,90x10% 40,10 - -

Kidde Sintex 1% / FSG SIA ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

DL - - - - - - - - - -

DR 0,89 0,02 36,90 1,15 -0,13 - - - - -
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Apéndice VIII - Resultados dos ensaios de Artemia sp. com os modelos de referéncia CA e IA utilizando o MIXTOX.

Misturas Modelo Concentragdo de Adigdo (CA) Modelo Agdo Independente (IA)
r valor de p SS a b r Valor de p SS a b
Referéncia 0,76  2,49x 10" 170,85 - - 0,74  2,06x 10" 184,34 - -
Coldfire / FSG S/A i i i i i i i i i i
DL - - - - - - - - - -
DR 0,91 7,7x 10 62,94 4,73 -10,08 | 0,90 1x 10" 72,03 9,22 -35,18
Referéncia 0,90 1,41x107% 80,75 - - 0,88  1,17x10"% 98,85 - -
Ageofoam / FSG S/A i i i i i i i i i i
DL - - - - - 0,93 0,0003 58,02 -0,10  -145,06
DR 0,93 4,4x 107 60,70 2,52 -6,40 - - - - -
Referéncia 0,87 1,49x10™ 105,73 - - 0,87  1,53x10™" 105,78 - -
Kidde Sintex 1% / FSG SIA ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
DL - - - - - - - - - -
DR 0,89 0,0002 88,85 4,21 -8,10 | 0,90 8,2 x 10-% 82,37 4,82 -12,93
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