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Resumao: Alguns contaminantes encontrados no ambiente costeiro incluem os principios

ativos de tintas anti-incrustantes, entre os quais se destaca o Irgarol. O Irgarol pode interagir
com outros contaminantes comuns em areas litoraneas antropizadas, tais como a amonia e 0s
surfactantes, sendo que os efeitos dessas combinacdes sdo desconhecidos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a toxicidade de misturas binarias do biocida Irgarol com amonia e
surfactante Alquil. Benzeno Sulfonado Linear - LAS, além das toxicidades dessas substancias
isoladas. Essa avaliacdo foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, nauplios de Artemia
sp., copépodo Nitocra sp. e embrides de ourico do mar Echinometra lucunter, foram expostos
as concentracOes isoladas de Irgarol, aménia e LAS, para definicdo dos niveis toxicos dessas
substancias as espécies testadas. Na segunda etapa, nauplios de Artemia sp. foram expostos a
uma mistura binaria de contaminantes (i.€. Irgarol + amonia; ou Irgarol + LAS) a fim de se
avaliar se as toxicidades das misturas seguem o padrdo aditivo, sinérgico ou antagbnico. Os
dados obtidos da primeira etapa dos testes realizados com nauplios de Artemia sp. expostos a
amonia, LAS e Irgarol apresentaram Clso4snh 122,85 mg/L, 21,21 mg/L, e 1,81 mg/L,
respectivamente, e CEO de 100 mg/L, 81 mg/L e 10 mg/L, respectivamente. Para o0s testes
realizados com o0s copépodos Nitocra sp., as respectivas Clso.7¢ foram estimadas em 27,89
mg/L, 4,61 mg/L, e 0,13 mg/L, enquanto as CEO foram 100 mg/L, 8,1 mg/L, e 10 mg/L. A
CEso-42n Obtida nos testes com embrides de Echinometra lucunter expostos a aménia foi de 0,32
mg/L, enquanto a CEO foi de 0,1 mg/L. Todas as concentracfes de exposicdo ao LAS foram
toxicas para os embriGes de Echinometra lucunter, e ndo foi observada toxicidade do Irgarol.
Ambas as misturas binarias de Irgarol e aménia e Irgarol e LAS apresentaram melhor ajuste
para 0 modelo 1A (acdo independente), com efeitos antagdnicos e sinérgicos, respectivamente.
As ferramentas utilizadas foram Gteis para prever o padréo de respostas das misturas quimicas

sobre as espécies.

Palavras-chave: Nitocra sp., Artemia sp., Echinometra lucunter, sinergismo, antagonismo.



Abstract: Contaminants found in the coastal environment include antifouling biocides, such

as the Irgarol, ammonia and surfactants, among others. Since they can occur together in the
environment, they can interact with each other and the resulting toxicities of their combinations
are unknown. The aim this work was to evaluate the toxicity of binary mixtures of Irgarol with
ammonia and the surfactant Linear Alkyl-Benzene Sulfonate - LAS, as well as the toxicity these
single substances. This investigation was made in two steps. In the first step, nauplii of Artemia
sp., the marine organisms Nitocra sp. (Copepoda), and embryos of the sea urchin Echinometra
lucunter, were exposed to concentrations of Irgarol, ammonia and LAS, in order to define the
toxic levels of each chemical to marine species. In the second step, nauplii of Artemia sp. were
exposed to binary mixtures of the contaminants (Irgarol + ammonia; or Irgarol + LAS) in order
to evaluate if the toxicities of the mixtures follow addictive, synergistic or antagonistic patterns.
To nauplii Artemia sp. exposed to ammonia, LAS and Irgarol, the LCs.48n vValues were 122.85
mg/L, 21.21 mg/L, and 1.81 mg/L, respectively, and the LOECs were 100 mg/L, 81 mg/L and
10 mgl/L, respectively. The respective 1Cso.7q Obtained in the tests with the copepod Nitocra
sp., were 27.89 mg/L, 4.61 mg/L and 0.13 mg/L, while the LOECs were 100 mg/L, 8.1 mg/L
and 10 mg/L. For the E. lucunter embryos, the ECso.42n 0f ammonia was 0.32 mg/L, while the
LOEC was 0.1 mg/L. All the tested concentrations of LAS were toxic to the embryos of E.
lucunter, where Irgarol did not caused toxicity to these organisms. Both binary mixtures of
Irgarol and ammonia and Irgarol and LAS showed better fit to the model 1A (Independent
Action), with antagonistic and synergistic effects, respectively. The used tools were useful to

predict the toxicities of chemical mixtures to marine tropical species.

Key-words: Nitocra sp., Artemia sp., Echinometra lucunter, synergism, antagonism.



1. Introducéo

Desde a Revolucdo Industrial, no século XVIII, a urbanizacdo, o avanco industrial e o
desenvolvimento tecnoldgico e econdémico propiciaram um grande crescimento populacional
mundial e, consequentemente, 0 aumento do consumo de produtos industrializados (Bao &
Fang, 2007; Sauvé & Desrosiers, 2014). As mudancas na estrutura da sociedade, atreladas ao
crescimento urbano, industrial e populacional, trazem também problemas como esgotamento
dos recursos naturais e geracdo de residuos (Young et al., 1997), incluindo-se o descarte de
substancias no ambiente.

Atualmente, existem mais de 134 milhdes de substancias quimicas no mundo, segundo
a base de dados Chemical Abstract Services (CAS), onde mais de 50 novas substancias, ou
incorporacdes as substancias existentes, sdo adicionadas a cada semana.

De uma forma geral, boa parte dos residuos antropogénicos acaba sendo lancada nos
ecossistemas aquaticos, como rios e oceanos (Seriani et al., 2006). Regides costeiras de paises
do mundo todo sofrem inimeros impactos ambientais associados as atividades antropicas, tais
como portos, industrias, cidades e o turismo (Abessa et al., 2012). No Brasil, segundo dados
de estimativa populacional do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), a
populacdo brasileira é formada por mais de 208 milhdes de pessoas, com 26,58% da populacédo
concentrada em municipios da zona costeira, onde as taxas percentuais de urbanizacdo
encontram-se acima de 60%, de modo que essas regides concentram grande producdo de
esgotos domésticos e residuos industriais.

Uma das principais fontes de contaminacdo dos oceanos e estuarios, causada pela
concentracdo dessas atividades antropicas proximas a costa, sdo 0s esgotos domésticos e a
drenagem urbana (Ambrozevicius & Abessa, 2008; Gubitoso et al., 2008). Ainda nesse
contexto, o contetdo dessas descargas é geralmente toxico, uma vez que ocorre uma mistura de
substancias como produtos de limpeza doméstica e cuidados pessoais, farmacos,
hidrocarbonetos, metais, matéria organica, entre outros (Lara-Martin et al., 2014; Abessa,
2002). Juntamente com os centros urbanos, as areas portuarias sdo conhecidas por serem areas
multi-impactadas e hotspots de ocorréncia de xenobidticos organicos e inorganicos, tais como
bisfendis policlorados (PCBs), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), resinas acidas,
biocidas, etc. (Ankley et al, 1990; Begliomini et al., 2017).



Os poluentes comumente liberados pela acdo antropogénica nos ambientes costeiros
geralmente s&o lancados na forma de misturas, podendo causar impactos ambientais em
ecossistemas marinhos devido & acdo conjugada dos compostos (Altenburger et al., 2004).

Abessa et al. (2005) observaram a presenca simultanea de diversos contaminantes em
sedimentos influenciados por efluentes urbanos, em regides marinhas e estuarinas da Baia de
Santos, na Baixada Santista - litoral central do estado de S&o Paulo, como amdnia e surfactantes.
Essa regido também abriga o maior porto da América Latina, o porto de Santos, podendo ainda
ocorrer nesse ambiente, compostos especificos como biocidas organicos anti-incrustantes
(Abessa, 2002). A descarga de amdnia, surfactantes e produtos resultantes da atividade
portuéria podem apresentar toxicidade para organismos marinhos (Abessa et al., 1998).

A amoénia existe em equilibrio quimico entre a forma ionizada aquosa (NH4") e ndo
ionizada gasosa (NHs) (Bower & Bidwell, 1978; Ip et al., 2001) e, apesar de ser uma substancia
gue ocorre naturalmente nos sedimentos marinhos e estuarinos, uma vez que é um produto de
processos de decomposicdo da matéria organica por microrganismos e excrecdo de
invertebrados residentes, é uma substancia que, entre outros efeitos, pode danificar branquias e
alterar o sistema ionoregulatério de crustaceos (Romano & Zeng, 2007), afetar a fecundidade
de copépodos estuarinos (Araujo et al. 2013; Camargo et al., 2014) e o desenvolvimento larval
de ourico do mar (Abessa et al., 2012), e alterar o comportamento natatorio de peixes, devido
a interferéncia no metabolismo da respiragdo (Barbieri, 2007).

Outros estudos observaram que o ambiente costeiro sofre impactos negativos ao receber
residuos de atividades antrépicas através de efluentes industriais e domeésticos e drenagem
urbana, que contribuem com a entrada de aménia no ambiente, de modo a contribuir para o
aumento da toxicidade (Camargo et al., 2014; Araujo et al., 2013; Anderson et al., 2007).

Ja os surfactantes e tensoativos saneantes tém sido encontrados em ambientes aquaticos
na regido costeira de varios paises do mundo, onde residuos industriais e domésticos sdo
langados sem tratamento adequado (Lara-Martin et al., 2014; Stasinakis et al., 2008). Sua a¢do
principal € facilitar a dissolucdo de gorduras, graxas e 6leos em &gua, a partir do grupo
hidrofébico (apolar) da cauda da molécula, enquanto a extremidade hidrofilica permanece em
contato com a agua, formando micelas, as quais sdo mais facilmente arrastadas pela agua
(Barbieri et al., 2002; Mastroti, 1997). Séo utilizados em produtos de limpeza doméstica e
industrial, como base para formulacdo de detergentes, produtos de limpeza, cosméticos, além
de estarem presentes na producéo de pesticidas, herbicidas, tintas, plasticos, industria téxtil etc,

representando um dos compostos mais difundidos no mundo (Mastroti et al., 1998).
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Dentre os tensoativos anidnicos sintéticos, o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) é o
mais comercializado no mundo, por ser biodegradavel e efetivo como agente tensoativo
(Mastroti, 1997). Sua composi¢do é uma mistura de homologos, cuja cadeia linear pode
apresentar entre 10 e 13 carbonos, e um anel benzeno, o qual, de acordo com sua posi¢do na
cadeia, consiste em um isdmero, e um grupo sulfonato (Diz et al., 2009). Atualmente sua
producdo representa 20% da producdo mundial de detergentes, podendo ser detectado em
concentragdes entre 0,1 a 1000 pg/L em diversas regides costeiras do planeta (Diz et al., 2009;
Tan et al., 2010).

Alguns autores observaram que o LAS pode causar toxicidade em organismos marinhos,
devido as alteracdes na permeabilidade da membrana plasmatica e, assim como a aménia,
alteragBes no comportamento natatdrio de peixes, do metabolismo e do consumo de oxigénio e
comprometimento do desenvolvimento de larvas de equinodermas (Abessa et al., 2012;
Barbieri, 2007; Barbieri et al., 2002).

Outros produtos que podem causar toxicidade aguda e crénica em organismos marinhos
sdo compostos sintéticos biocidas, como por exemplo aqueles adicionados as tintas anti-
incrustantes aplicadas em estruturas submersas ou que estdo constantemente sob a influéncia
da agua do mar, como plataformas, dutos, revestimentos de navios, entre outros (Gatidou et.al.,
2004). A aplicacdo de produtos anti-incrustantes tem como objetivo prevenir a formacédo de
biofilme, que favorece a colonizagéo de algas e invertebrados, causando aumento do atrito dos
cascos com a agua, e do consumo de combustivel, diminuindo a eficiéncia da navegacao
(Chambers et al., 2006; Gatidou et al., 2004). Geralmente, os principios ativos dessas tintas
incluem metais, como cobre e zinco, ou compostos organicos, capazes de intensificar o efeito
preventivo contra a incrustacdo (Dafforn et al., 2011; Gatidou et al., 2004; Yebra et al., 2004).

A utilizagdo das tintas anti-incrustantes € um metodo antigo na defesa contra as
consequéncias geradas pela a bioincrustacdo. As tintas anti-incrustantes de primeira geragéo
surgiram na metade do século XX, e inicialmente usavam Oxidos de cobre e zinco como
substancias ativas (Fernandez & Pinheiro, 2007; Godoi et al., 2003). Porém, essas tintas
apresentaram pouca eficiéncia e, ap6s a Segunda Guerra Mundial, a inddstria naval obteve
alguns avancos tecnologicos e implementou a comercializacéo de tintas de segunda geracéo, a
base de produtos organoestanicos, as quais utilizavam como principio ativo o tributilestanho
(TBT) e/ou o trifenolestanho (TPhT) (Fent, 2003; Fernandez & Pinheiro, 2007). As tintas de
segunda geracdo se mostraram extremamente eficientes e passaram a ser empregadas

mundialmente (Almeida et al., 2007). Porém, o uso indiscriminado e a comprovacao cientifica
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da toxicidade desses compostos no ambiente aquatico resultaram, ainda na década de 1980, no
banimento da utilizacdo de tintas a base de TBT e outros organoestanicos, pela Organizacdo
Maritima Internacional (International Maritime Organization — IMO) (Almeida et al., 2007;
Konstantinou & Albanis, 2004).

Como consequéncia, diversos compostos quimicos passaram a ser utilizados como
principios ativos de uma terceira geracdo de tintas anti-incrustantes (Konstantinou & Albanis,
2004; Evans, 2000). Muitos desses compostos sdo chamados de biocidas intensificadores
(“booster”), quimicamente distintos, agindo de forma isolada ou combinada, utilizados para
potencializar a acdo anti-incrustante das tintas (Gallucci et al., 2015; Konstantinou & Albanis,
2004). Alguns estudos observaram a presenca ambiental desses biocidas em regides proximas
as marinas, portos e areas onde ha fluxo de embarcacdo em diversos lugares do mundo como
Grécia, Inglaterra, Estados Unidos, Japdo e Brasil (Albanis et al., 2002; Evans et al., 2000;
Gatidou et al., 2007; Diniz et al., 2014).

Um desses compostos biocidas comumente encontrado no ambiente marinho € o Irgarol
(2-metiltio-4-terc-butilamino-6-ciclopropilamino-s-triazina). O Irgarol é um herbicida
moderadamente solivel em &gua (7 mg/L), com coeficiente de particdo (Kow) de 3,95 e
considerado persistente devido a taxa de degradacdo lenta, de 100 dias em agua do mar e entre
100 a 200 dias em sedimento (Castro et al., 2011; Gatidou et al., 2007). Pode ser encontrado
em concentracdes relativamente baixas, com uma média global de 13 ng/L em &gua e 16 ng/g
em sedimentos (Zhou, 2008). No Brasil pode ocorrer entre 0,01 e 4,8 pg/L em areas onde ha
intenso trafego maritimo (Diniz et al., 2014).

A ocorréncia do Irgarol em ambientes marinhos e estuarinos pode provocar efeitos letais
e subletais em varios grupos de organismos, inclusive afetar estrutura de comunidades (Evans
et al., 2000; Thomas et al., 2000; Voulvoulis, et al., 2002; Gallucci et al., 2015). Alem disso,
pouco se conhece sobre os efeitos do Irgarol sobre a fauna marinha, tampouco as interagdes que
o Irgarol pode causar quando combinado com outros contaminantes. Este fato é relevante, ja
que, em decorréncia das diversas atividades antrOpicas na zona costeira, inUmeros
contaminantes costumam estar presentes nesses ambientes costeiros, de modo que nessas areas
0S organismos podem estar expostos a uma variedade de compostos com diferentes potenciais
toxicos (Altenburger et al., 2004).

Conhecer a toxicidade de misturas de contaminantes pode fornecer informacdes para
criar politicas de protecdo ao ecossistema aquatico, pois as legislacGes existentes tratam o0s

contaminantes de forma isolada. A Resolucdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005) que dispde
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sobre a classificacdo dos corpos d’agua e estabelece as condigdes e padrao para o langamento
de efluentes, recomenda que as concentra¢@es de surfactantes como LAS, em 4guas salgadas
de classe tipo 1 seja de até 0,2 mg/L e para nitrogénio amoniacal total de até 0,4 mg/L. A
Resolucdo CONAMA 430/2011 (BRASIL, 2011), que também estabelece padrdes sobre
disposicao de efluentes, determina valores de até 20 mg/L de nitrogénio amoniacal. Nessas
resolucdes ndo ha mencdo sobre limites de langamento para o Irgarol. De todo modo, os padrdes
legais existentes referem-se apenas a substancias isoladas, e ndo consideram a co-ocorréncia e
efeitos associados a ela.

Além das analises quimicas, testes ecotoxicologicos que utilizam organismos nativos
sdo ferramentas importantes para a identificacdo e quantificacdo dos potenciais efeitos toxicos
causados por substancias quimicas introduzidas nos ambientes marinhos. Dentre 0s organismos
importantes para esses estudos, nauplios de Artemia sp., o copépodo bentdnico Nitocra sp. e
embrides de ouri¢co Echinometra lucunter sdo utilizados para avaliar efeitos agudos e crénicos
causados pelas diversas substancias quimicas (Veiga & Vital, 2002; Lotufo & Abessa 2002;
ABNT 15350/2006).

Modelos matematicos podem descrever as interagdes dos contaminantes a partir do
modo de acdo (MoA) e da avaliacdo da toxicidade dos compostos isolados (Pérez et al., 2011).
Os modelos de referéncia comumente utilizados sdo o modelo de Adicdo de Concentracdo
(CA), baseado no conceito de que os quimicos possuem 0 mesmo MoA (Loewe & Muischnek,
1926) e 0 modelo de Acdo Independente (IA), que pressupde que o MoA dos quimicos sdo
diferentes (BLISS, 1939). Ambos os modelos assumem efeito de aditividade, em que cada
componente da mistura ndo interfere no modo de acéo do outro (Hewlett & Plackett, 1959).

Os modelos podem ainda apresentar desvios da aditividade como sinergismo (efeito
mais toxico do que as toxicidades dos compostos isolados) ou antagonismo (efeito toxico
abaixo da toxicidade dos compostos isolados). A interacdo pode ainda apresentar desvios de
nivel dependente (dose level dependency — DL) quando o efeito em baixas concentracfes €
diferente dos efeitos com relacéo as altas concentragdes na mistura; e os desvios de razdo das
doses (dose ratio dependency — DR) que descreve o efeito que depende da proporcédo dos
compostos na mistura, onde um dos contaminantes é o principal responsavel pelo desvio
(Jonker et al., 2005; Pérez et al., 2011).

Poucos estudos consideram que os efeitos sobre o ecossistema marinho podem ocorrer
pela exposicdo da mistura de contaminantes no ambiente e a maioria dos trabalhos cientificos

analisam os milhares de compostos disponiveis de forma isolada (Phyu et al., 2011). Ha
9



necessidade de investigar os efeitos das misturas dos compostos no ambiente aquético para que
possamos elucidar os impactos ambientais de forma mais realista.

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a toxicidade de compostos comuns em regides
costeiras antropizadas, amonia, LAS e Irgarol, sobre invertebrados marinhos, considerando
tanto a exposicdo aos compostos isolados como combinados em misturas binarias (Irgarol +
amonia; Irgarol + LAS). Para tal, foram avaliadas as toxicidades sobre nduplios de Artemia sp.,
reproducdo do copépodo estuarino Nitocra sp. e desenvolvimento embrionario do ourigo

Echinometra lucunter.
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Capitulo 1 — Toxicidade dos compostos isolados

2. Objetivo

- Os objetivos especificos foram:

(i) Determinar a concentracdo de efeito observado (CEO) e efeito ndo observado
(CENO) dos compostos isolados para nauplios de Artemia sp., coépodos Nitocra sp. e embrides
de ourico E. lucunter.

(if) Comparar a toxicidade isolada das substancias sobre cada espécie testada.

3. Materiais e métodos

3.1 Organismos-teste

Para a avaliacdo da toxicidade isolada dos compostos, foram realizados ensaios
ecotoxicolégicos com o branchiopoda Artemia sp., um microcrustaceo cosmopolita, de aguas
salgadas, bastante resistente as mudancas nos parametros fisico-quimicos da agua, como
salinidades entre 3,5 a mais de 70, além de tolerar niveis baixos de oxigénio entre 1 a 2 mg/L
(Veiga & Vital, 2002). A facilidade de obtencdo de seus cistos permite a utilizacdo do
organismo para testes de toxicidade com diversas substancias quimicas, podendo comparar com
dados de diferentes organismos (Veiga & Vital, 2002).

A utilizacdo do copépodo Nitocra sp. também permite a avaliacdo da toxicidade sobre
um copépodo estuarino bentbnico, bastante utilizado para avaliar efeitos crénicos causados por
substancias quimicas, devido ao seu hébito de vida, sensibilidade as substancias, ciclo de vida
curto (aproximadamente 20 dias), facilidade de manuseio e cultivo em laboratdrio e baixo custo
(Lotufo & Abessa, 2002).

Echinometra lucunter € uma espécie muito abundante em aguas tropicais, de tamanho
pequeno e alta taxa de recrutamento e reproducdo. Ha flexibilidade no transporte do local de
coleta dos organismos adultos, para o laboratorio e de facil aclimatacdo e facilidade de
manuseio para obtencdo dos gametas. Também € um modelo bioldgico robusto e sensivel para
avaliar os efeitos biologicos de contaminantes do ambiente marinho (ABNT 15350/2006;
McClanahan & Muthiga, 2001).
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3.2 Preparagdo dos reagentes e concentracdes de exposicao

Néauplios de Artemia sp., copépodos da espécie Nitocra sp. e embrides de ourico
Echinometra lucunter foram expostos isoladamente em diferentes concentracbes nominais de
Irgarol, amonia e LAS, a fim de se obter as respectivas concentracfes efetivas a 50% dos
organismos expostos (CE50). Para nauplios de Artemia sp. foi estimada a concentracéo letal
em 50% dos organismos testados em 48h de exposi¢do (CLso-4gn). Para 0s copépodos Nitocra
sp. foi estimada a concentracdo de inibicdo na taxa de reprodugdo dos organismos, durante 7
dias de exposicdo (Clso-7q), € para os embribes de Echinometra lucunter foi estimada a
concentracdo de efeito no desenvolvimento de 50% dos organismos expostos, durante 42h
(CEs0-42n).

As faixas de concentracdo nominal de amonia e Irgarol foram determinadas com base
na literatura, de acordo com concentracéo de efeito sobre nduplios de Artemia sp., copépodos
estuarinos / marinhos e sobre o copépodo Nitocra, e sobre embribes de ourigo. Foram realizados
ensaios preliminares com ampla variacdo de concentracGes para as concentracdes nominais de
LAS, visando definir as faixas incluidas entre a auséncia total de efeito e 100% de efeito. Apds
a definigdo desses intervalos, foram estabelecidas as os intervalos finais das concentracdes de
cada substancia, buscando valores proximos aos niveis encontrado no ambiente. As
concentracOes diferiram entre si por um fator de 10 (i.e. logio) (Zagatto & Bertoletti, 2006).
Todas as solucdes e concentracbes nominais foram preparadas em agua do mar filtrada, com
salinidade adequada para a espécie testada.

Para os ensaios ecotoxicologicos realizados com aménia, foi utilizado cloreto de
amoOnia, adquirido do laboratorio Dindmica (CAS 12125-02-9). Inicialmente, foi preparada uma
solucdo estoque de 20.000 mg/L em &gua deionizada para os ensaios com Artemia sp., seguida
da preparacédo das concentra¢fes nominais de 1; 10; 100; 1000; 10000 mg/L, conforme Chen et
al. (1989). Para os ensaios com Nitocra e E. lucunter, foi preparada uma solucdo estoque de
1000 mg/L em agua do mar filtrada, e das concentragdes nominais de 0,01; 0,1; 1; 10 e 100
mg/L, de acordo com Sousa et al. (2012) que observaram CLso-96h de 1,7 mg/L de amonia ndo
ionizada e Alessandra et al. (2003) que observaram CEsp.72n de 4,2 mg/L de amonia para
embribes do ouri¢co Paracentrotus lividus.

O Linear Alquilbenzno Sulfonato (LAS) 90% é um liquido viscoso de coloragdo
castanha, com 90% de matéria ativa aniénica e mais acido sulfdrico livre, 4gua e matéria
organica ndo sulfonada. Possui composi¢cdo quimica declarada de acido alquil sulfénico 90%

mais acido sulfurico de até 7,50%, com cadeia linear de 10 a 13 carbonos. O produto usado
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nesta pesquisa foi adquirido do laboratério TEBRAS — Tensoativos do Brasil (CAS 85536-14-
7). As concentracGes nominais de exposicdo foram preparadas a partir do composto padréo,
para todas as espécies, sendo usadas as concentra¢cdes nominais de 0,081; 0,81; 8,1; 81 e 810
mg/L, para todas as espécies, conforme ensaios preliminares.

O Irgarol usado era da marca Sigma-Aldrich (CAS 28159-98-0) e para a preparacao da
solucdo estoque de 4g/L o composto foi diluido em acetona (Sigma-Aldrich — CAS 67-64-1;
>99.9%) e conservado a 4°C em frasco &mbar. Apds o preparo o composto, foram preparadas
concentragdes nominais de 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 mg/L, as quais serviram para 0S ensaios
realizados com Artemia sp. e copépodos Nitocra sp., tendo como base o estudo de Panagoula
etal. (2002), no qual foi determinada uma CLso-24n de 1,62 mg/L de Irgarol para Artemia salina,
e de Bao et al. (2014), que observaram CLsogsh de 1,8 mg/L de Irgarol para o copépodo
Tigriopis japonicus. Para os ensaios com embrides do ourico Echinometra lucunter as
concentracdes nominais foram de 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 mg/L de Irgarol, de acordo com
Perina et al. (2011), onde se observou comprometimento do desenvolvimento de 1,4 mg/L de
Irgarol. Para todos os ensaios com Irgarol forma preparados dois controles, sendo um controle
branco, somente com agua do mar, e o controle do solvente, contendo 250 pL de acetona,
equivalente ao volume de acetona da maior concentracdo de Irgarol, de 10 mg/L, para Artemia
sp e Nitocra sp. e 25 pL para E. lucunter.

Durante os ensaios laboratoriais, foram medidos pardmetros fisico-quimicos, como pH,
salinidade, oxigénio dissolvido e amdnia ndo-ionizada. Além disso, paralelamente aos testes,
foi realizado teste com substancia de referéncia para verificar a sensibilidade dos organismos

usados nos ensaios.

3.3 Teste de toxicidade com nauplios de Artemia sp.

Previamente ao inicio dos testes, os cistos de Artemia sp. foram hidratados em agua,
desinfetados com hipoclorito de sodio e em seguida mantidos em agua do mar reconstituida
para ecloséo, sob forte aeracdo durante esse periodo, a 25 + 2°C e fotoperiodo de 16h:8h
claro:escuro, por 48 horas, até atingirem a primeira fase de nauplio Il. Apds a eclosdo, 10
nauplios foram transferidos para 4 réplicas de cada tratamento, as quais consistiram em tubos
de ensaio com capacidade de 10 ml das solugdes de cada substancia teste. Decorrido o periodo
de 48 horas, 0s organismos vivos foram levados ao estereomicroscopio, contados e os valores
registrados (Veiga & Vital, 2002).
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3.4 Teste de toxicidade com Nitocra sp.

Foram realizados teste de toxicidade cronica, para avaliagéo de taxa de fecundidade do
copépodo harpacticoide Nitocra sp. exposto as diferentes concentragdes dos contaminantes, em
salinidade 17, conforme protocolo de Lotufo & Abessa (2002). O organismo teste é um
invertebrado bentodnico estuarino, de ciclo de vida curto, além de ser facilmente cultivado em
laboratério e apresentar alta sensibilidade aos contaminantes.

Nos ensaios, foram expostas 5 fémeas ovadas, durante 7 dias, com fotoperiodo de
16h:8h claro:escuro, em camara de germinacdo com temperatura a 25°C (x2). As réplicas foram
montadas em frascos de vidro de 20 ml, sendo quatro para cada tratamento, contendo as
solucdes teste de cada substancia. Ap6s 7 dias de exposi¢do, ao final do experimento, o teste
foi encerrado, e 0 material de cada réplica foi fixado com formol 10% e corado com rosa de
bengala 1%. Posteriormente o material foi peneirado em malha de 45 pum e 0s organismos
retidos foram identificados (fémea (F), copepodito (C) e nauplios (N)) e contados, em

estereomicroscopio, para calcular a taxa de reproducéo [(N+C)/F].

3.5 Teste de toxicidade com embrides de Echinometra lucunter

Os testes de toxicidade crénica de curta duracdo usando embrides de ourico do mar
Echinometra lucunter foram realizados seguindo o protocolo descrito pela Norma Técnica
15350 (ABNT, 2006) e consistiram em avaliar os efeitos sobre o desenvolvimento embrionario,
apos a exposicao por 42 horas as substancias teste.

Ouricos adultos foram coletados e levados para laboratério, onde foram induzidos a
liberar os gametas através da injecdo de 1,0 a 3,0 ml de KCI (0,5M) em sua regido peri-oral.
Depois de agitar suavemente o organismo, para que o KCI se espalhasse em sua cavidade
celémica, os gametas foram liberados e identificados, permitindo a diferenciacdo entre machos
e as fémeas pela cor dos gametas (espermatozoides sdo esbranquicados e 6vulos sdo amarelo-
alaranjado). As fémeas foram apoiadas sobre a superficie de béqueres de 400 ml contendo agua
do mar filtrada, com a superficie aboral voltada para baixo. Com um conta-gotas, foi retirada
uma amostra dos 6Ovulos de cada fémea, para observacdo em microscopio. Os Ovulos
apresentaram-se arredondados, lisos e de tamanho homogéneo. Apoés a decantagdo dos évulos,
houve o descarte do sobrenadante e filtragdo através de malha de 150 pm, reunindo-0s em um
béquer de 1L. A decantacdo e a homogeneizacao foram realizadas por trés vezes, o que permitiu

a fecundacao.
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O esperma, identificado pela sua cor branca, foi colocado em um pequeno recipiente, o
qual foi mantido refrigerado em uma caixa com gelo. A ativacdo dos espermatozoides foi feita
pela diluicdo de 0,5 ml de esperma em 24,5 ml de &gua do mar. Para a fecundacdo, foram
acrescentados entre 1 a 2 ml da solucéo espermatica ao béquer contendo os 6vulos. Em seguida
foi feita a verificacdo do sucesso da fecundacdo, pela andlise dos ovos fecundados em
microscopio. Os ovos apresentaram as respectivas membranas de fecundacdo a sua volta
(minimo de 80%). Apos essa verificagdo, foram montados tubos de ensaio contendo as solugdes
teste, onde cerca de 500 ovos foram introduzidos em quatro réplicas de cada tratamento. Apds
aproximadamente 42 horas, o teste foi fixado, pela adi¢do de 0,5 ml de formol 10% em cada
réplica. Posteriormente, foram contadas as 100 primeiras larvas encontradas em cada réplica,
em microscopio com aumento de 100X, para verificar o desenvolvimento embrionario e

possiveis anomalias morfoldgicas.

3.6 Andlises de CL50, CENO e CEO dos ensaios com as substancias isoladas.

As concentracdes letais e de efeito a 50% dos organismos (CLso e CEsp,
respectivamente), nos ensaios com nauplios de Artemia sp. expostos por 48h e embrides do
ouri¢o do mar Echinometra lucunter expostos por 42h a cada composto foram calculadas pelo
método Trimmed-Spearman-Karber (Hamilton et al, 1977). Os resultados dos ensaios de
toxicidade crénica com Nitocra sp foram analisados por Interpolacdo Linear ICPIN (Norbert-
King, 1993), para determinar a concentracdo de inibi¢do de 50% do desenvolvimento ap6s 7
dias (Clso-7q).

As concentracdes mais altas em que ndo houve efeito (Concentracdo de efeito néo-
observado - CENO) e as concentragcdes mais baixas em que houve efeito (Concentracdo de
efeito observado - CEO) foram calculadas no programa GraphPad Prism versdo 5 (GraphPad
Software, Inc.), a partir dos resultados de anélise de variancia de uma via (ANOVA), seguida

de Teste de Dunnett, para verificar diferenca significativa entre os tratamentos e o controle.

3.7 Preparacdo dos reagentes para ensaios de sensibilidade

O teste de sensibilidade foi realizado com substancia de referéncia dodecil
sulfato de sodio (DSS), nas concentracdes de 9, 12, 16, 21, 27 e 35 mg/L com 4 réplicas e um
controle &gua, para nauplios de Artemia sp., onde foram introduzidos 10 nauplios, para

exposicdo de 48h ao composto. Para avaliacdo da sensibilidade do copépodo Nltocra sp., foi
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realizado teste agudo, com exposicdo de 5 fémeas ovadas as concentracdes de 0,1; 1; 5; 10; 20
e 50 mg/L de dicromato de potéssio, durante 96h; o teste de sensibilidade fornece informac6es
sobre o estado fisioldgico do lote de organismos-teste. Assim, a utilizagdo do dicromato de
potassio para testes agudos com o copépodo Nitocra sp., permite uma rapida avaliacdo do efeito
letal de um composto estavel, em baixas concentraces (Sousa et al., 2012). Para o teste de
sensibilidade realizado com embrides de ourico Echinometra lucunter, a exposicéo foi em
solugdes de sulfato de zinco, nas concentragdes de 0,22; 0,30; 0,40; 0,60 e 0,80 mg/L do

composto, onde foram expostos cerca de 500 embrides da espécie.

4. Resultados

4.1 Teste de sensibilidade com substancia de referéncia

O teste de sensibilidade com substancia de referéncia para nduplios de Artemia sp.
obteve valor de CLsg-24n de 25,14 mg/L de DSS e CLso-48, de 15,98 mg/L de DSS, valores dentro
da faixa aceitavel, conforme Veiga & Vital (2002), corroborando com (Manfra et al., 2016) que
observaram CLso.agh de 15,60 mg/L de DSS. Para os copépodos estuarinos Nitocra sp., 0s
valores apresentaram-se dentro da faixa da carta controle do laboratorio, com CLso-geh de 14,33
mg/L (13,33 - 15 mg/L) de dicromato de potéssio, conforme Sousa et al. (2012) que observaram
CLso-96h 21,70 mg/L (17,81 - 26,45 mg/L) de K2Cr207 para a espécie. Para os embrides de
Echinometra lucunter também se apresentaram dentro da faixa aceitavel de 0,51 mg/L de
sulfato de zinco, de acordo com Norma 15350 (ABNT, 2006) (Tabela 5 - Anexo 1).

4.2 Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos apresentaram valores aceitaveis, de acordo com 0s
protocolos experimentais existentes para ambas as espécies (Anexo 2). Com rela¢do aos ensaios
realizados com amonia, para nauplios de Artemia sp., a salinidade apresentou-se entre 32 e 36,
0 pH entre 5,27 e 8,19, teores de OD entre 6,5 e 8,5 mg/L e o0s niveis de amdnia total e ndo
ionizada de até 55,50 mg/L e 32,79 pg/L, respectivamente (tabela 6). Nos ensaios realizados
com o surfactante LAS, a salinidade apresentou-se entre 34 e 37, o pH entre 5,91 e 7,31, e 0s
teores de OD entre 5,8 e 6,50 mg/L. As concentracGes de amdnia total estiveram entre niveis
abaixo dos limites de deteccdo e 0,24 mg/L enquanto os niveis de amodnia ndo ionizada
estiveram entre ndo detectaveis e 0,128 pg/L (tabela 7). Por fim, as salinidades das solucGes

nos ensaios com Irgarol apresentaram-se entre 35 e 37, os valores de pH ficaram entre 6,81 e
16



8,11, os teores de OD variaram entre 4,1 e 6,7 mg/L e as concentracdes de amdnia ficaram
abaixo dos niveis de detec¢do (<LD) (tabela 8).

Nos ensaios realizados com Nitocra sp., a salinidade do teste com amdnia foi de 17, 0s
valores de pH ficaram entre 6,58 e 7,18, os teores de OD variaram entre 5,0 e 6,80 mg/L, as
concentracdes de amonia total estiveram entre abaixo dos niveis de deteccdo e 108,62 mg/L, e
as concentracBes de amonia ndo ionizada variaram entre ndo detectaveis e 96,4 pg/L (tabela 9).
Nos ensaios com LAS, a salinidade foi de 17 e 18, o pH variou entre 6,29 e 6,99, os niveis de
OD variaram entre 4,9 e 6,2 e 0s niveis de amdnia total e ndo ionizada estiveram abaixo dos
limites de deteccdo (tabela 10). Nos ensaios com Irgarol, as salinidades variaram de 18 a 20, o
pH variou entre 6,17 e 8,16, os teores de OD variaram entre 4,9 e 6,8 mg/L. As concentracfes
de amonia total variaram de ndo detectaveis al,4 mg/L e as de amonia ndo ionizada estiveram
entre <LD e 0,43 pg/L (tabela 11).

Nos ensaios com Echinometra lucunter e amonia, as salinidades foram 36 e 38, valores
de pH estiveram entre 6,94 e 7,14, os teores de OD variaram entre 5,7 e 6 as concentracfes de
amonia total variaram entre <LD e 100 mg/L e as concentra¢fes de amodnia ndo ionizada
estiveram entre abaixo dos limites de deteccdo e 79 pug/L (tabela 12). Nos ensaios realizados
com LAS, a salinidade foi de 37, os valores de pH variaram entre 6,35 e 7,49, os teores de OD
variaram entre 5 e 6,3 mg/L e as concentracdes de amonia total e amonia ndo ionizada estiveram
abaixo dos niveis de deteccdo (tabela 13). Nos ensaios com Irgarol, a salinidade se apresentou
entre 33 e 38, o pH variou entre 7,3 e 7,51, os niveis de OD variaram de 5,3 a 6,4 mg/L e as
concentracdes de amonia total e ambnia ndo ionizada foram menores que os limites de detec¢édo
(tabela 14).

4.3 Ensaios de toxicidade

O ensaio de toxicidade aguda de nauplios de Artemia sp. expostos a aménia isolada
apresentou concentragdes de efeito ndo-observado (CENO) e de efeito observado (CEO) de 10
mg/L e 100 mg/L, respectivamente. A CLso-4gn Observada foi de 122,85 mg/L (54,41 - 154,20
mg/L).
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Ensaio agudo - amonia Artemia salina
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Figura 1 - NUmero de organismos vivos (Artemia sp.) em teste agudo (48h) com exposicdo & aménia.

CENO: 10 mg/L; CEO: 100 mg/L. * Diferenca com relagéo ao controle.
Em relacdo a amonia, os testes crénicos com os copépodos Nitocra sp. apresentaram
Clso-74 27,89 mg/L (1,94 - 53,60 mg/L) com CENO de 10 mg/L e CEO de 100 mg/L.

Ensaio cronico - amonia Nitocra sp
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Figura 2 -Taxa de reproducdo dos copépodos Nitocra sp. em teste de toxicidade com amdnia. CENO:
10 mg/L; CEO: 100 mg/L. * Diferenga com relag&o ao controle.

Para o teste realizados com embrides de E. lucunter a CEsp-42n foi estimada em 0,32
mg/L (0,27 - 0,37 mg/L) de am6nia, com CENO de 0,01 mg/L e CEO de 0,1 mg/L.
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Ensaio cronico - Amonia E. lucunter
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Figura 3 - NUmero de embrides de E. lucunter com desenvolvimento normal em teste de toxicidade com

diferentes concentra¢es de amdnia. CENO: 0,01 mg/L; CEO: 0,1 mg/L. * Diferenga com relagdo ao controle.

Com relagéo aos ensaios isolados com LAS, o branchiopoda Artemia sp. apresentou-se

mais sensivel do que a amonia, com CLso-4gn de 21,21 mg/L (16,74 - 26,89 mg/L).

Ensaio agudo - LAS Artemia sp
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Figura 4 — Numero de organismos vivos (Artemia sp.) em teste agudo (48h) com exposicdo ao LAS.

CENO: 8,1 mg/L; CEO: 81 mg/L. * Diferenca com relacéo ao controle.

Os dados do teste crénico realizado com os copépodos Nitocra sp. e exposicao as
diferentes concentragfes de LAS resultaram em uma Clso—74 de 4,6 mg/L (2,71 - 5,77 mg/L),
com CENO de 0,81 e CEO de 8,1 mg/L de LAS.
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Ensaio cronico - LAS Nitocra sp
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Figura 5 - Taxa de reprodugdo dos copépodos Nitocra sp. em teste de toxicidade com diferentes
concentragdes de LAS. CENO: 0,81 mg/L; CEO: 8,1 mg/L. * Diferenga com relagdo ao controle.

Para os dados de exposicao de E. lucunter em LAS foi observada diferenca com relagéo
ao controle em todas as concentragdes de exposicdo do composto, o que demonstrou que acima

de 0,081 mg/L o LAS apresentou-se tdxico para 0s organismos.

Ensaio cronico - LAS E. lucunter
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Figura 6 - Numero de embrides de E. lucunter com desenvolvimento normal em teste de toxicidade com
diferentes concentragdes de LAS. CEO: 0,081 mg/L. * Diferenca com relacéo ao controle.

Ja a CLso-4en para nauplios de Artemia sp. expostos ao Irgarol foi de 1,81 mg/L (1,10 -
2,99 mg/L).
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Ensaio agudo - Irgarol Artemia sp.
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Figura 7 - Namero de organismos vivos (Artemia sp.) em teste agudo (48h) com exposicao ao Irgarol.
CENO: 1 mg/L; CEO: 10 mg/L. * Diferenga com relagdo ao controle.

Por fim, com relacdo ao Irgarol, os resultados dos testes crébnicos com o
copépodo Nitocra sp. mostraram Clso.7¢ de 0,13 mg/L (0,009 — 5,97 mg/L), com CENO de 1
mg/L e CEO de 10 mg/L.

Ensaio cronico - Irgarol Nitocra sp
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Figura 8 - Taxa de reproducdo dos copépodos Nitocra sp. em teste de toxicidade com diferentes
concentragdes de Irgarol. CENO: 1 mg/L; CEO: 10 mg/L. * Diferenca com relagéo ao controle.

No teste crénico com os embrides de E. lucunter expostos ao Irgarol, ndo foi observada
diferenca com relacdo ao controle, para as concentragdes de 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 mg/L.
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Ensaio cronico - Irgarol E. lucunter
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Figura 9 - Namero de embrides de E. lucunter com desenvolvimento normal em teste de toxicidade com
diferentes concentragdes de Irgarol.

22



Tabela 1 — Toxicidade dos compostos (amonia total, LAS, Irgarol) as espécies avaliada como concentracao letal (CLso), concentracdo de efeito

(CEso) e concentracdo de inibicdo (Clsp) a 50% dos organismos testados, de cada espécie, além dos valores das concentracfes de efeito ndo

observado (CENO) e de efeito observado (CEQ), dos ensaios com amonia total (mg/l), LAS (mg/L) e Irgarol (mg/L).

CENO CEO
Irgarol (mg/L) LAS (mg/L) Amodnia (mg/L) | Aménia (mg/L) LAS (mg/L) Irgarol (mg/L) | Amdnia (mg/L) LAS (mg/L) Irgarol (mg/L)
CL50 Artemia sp. 1,81 21,21 122,85 10 8,1 1 100 81 10
Ci50 Nitocra sp. 0,13 4,6 27,89 10 0,81 1 100 8,1 10
LAS (mg/L) Aménia (mg/L) Irgarol (mg/L)
CE50 E. lucunter <0,081 0,32 >1 0,001 <0,081 1 0,01 0,081 >1
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5. Discussao

Os dados dos testes de toxicidade realizados com amonia, LAS e Irgarol, mostraram que
cada espécie apresenta sensibilidade diferente aos compostos. O estudo mostrou que, entre 0s
trés compostos testados, a toxicidade do Irgarol para Artemia sp e para o copépodo Nitocra sp.
foi maior do que a da amonia e do LAS. Os embrides de ourico E. lucunter apresentaram maior
sensibilidade ao surfactante LAS do que & amoénia e ao Irgarol.

O Irgarol é um composto largamente utilizado como herbicida na agricultura e
representou uma alternativa ao TBT, que havia sido banido em 2008 (Panagoula et al., 2002).
Apesar de sua importancia na industria naval como “booster” anti-incrustante, o Irgarol pode
ser extremamente toxico aos organismos fotossintetizantes, podendo comprometer a producao
primaria no ambiente marinho (Bao, et al., 2011). Bao et al (2011) observaram CEsg-gsh de 0,57
pug/L de Irgarol para microalga Skeletonema costatumi e CEsggen de 0,38 pg/L para
Thalassiosira pseudonana.

Os dados deste trabalho mostram niveis toxicos que se aproximam aos obtidos por
Panagoula et al. (2002), que observaram CLso24n de 1,62 mg/L de Irgarol, para nduplios de
Artemia salina, assim como a CENO e a CEO de 1 mg/L e 10 mg/L, respectivamente. Estudo
recente de Jung et al. (2017) relatou CLso-48n de 9,73 mg/L de Irgarol para nauplios de Artemia
sp., proxima a CEO, de 10 mg/L do composto, obtida pelo presente trabalho. A concentracédo
letal a 50% dos organismos testados é uma concentracdo estimada (Hamilton et al., 1977), e 0
intervalo entre os valores de 0% de efeito e de 50% de efeito do Irgarol foi observado entre as
concentracdes de 1 mg/L e 10mg/L por Jung et al. (2017), Panagoula et al. (2002) e pelo
presente trabalho.

Comparando os resultados de sensibilidade obtidas de nauplios de Artemia sp. e Nitocra
sp. ao Irgarol obtidos, verifica-se que os valores se aproximam aqueles observados em outros
estudos. Bao et al. (2014) observaram CLso-96h de 1 mg/L de Irgarol para juvenis do copépodo
Elasmopus rapax e CLso-gsn de 2,4 mg/L para adultos do copépodo Tigriopus japonicus. Para o
microcrustaceo de agua doce, Daphnia magna, o valor da CLse.4sh Observado por Fernandez-
Alba et al. (2002) foi de 7,3 mg/L com CEO de 2,4 mg/L. A mesma faixa de sensibilidade
também foi relatada para embrifes do ourigo Lytechinus variegatus por Perina et al. (2011),
que observaram concentragéao de inibigéo (Clso-24n) de 1,4 mg/L de Irgarol no desenvolvimento
embrionario da espécie.

A Clsp.7¢ de 0,13 mg/L de Irgarol, para o copépodo Nitocra sp., pode ser considerada

alta com relacdo a concentracdo ambiental média de 13 ng/L mundial (em agua), porém est
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numa faixa de grandeza préxima das concentracdes medidas em sedimentos (Voulvolis et al.,
2000; Voulvoulis, et al., 2002; Zhou, 2008; Gallucci et al., 2015).

Nauplios de Artemia sp. parecem ser mais tolerantes ao composto LAS, quando
comparada com outras espécies. Liwarska-bizukojc et al (2005) obtiveram CLso-24n de 40,4
mg/L de LAS para Artemia salina. Barbieri (2007) observou CLso-sen de 5,32 mg/L de LAS
para crustaceo Farfantepenaeus paulensis. Liwarska-Bizukojc et al. (2005), observaram CLso.
240 16,65 mg/L de LAS para adultos do molusco Physa acuta, e Christoffersen et al. (2003)
obtiveram CLso.48n de 1,11 mg/L de LAS para o copépodo A. tonsa, com diminuicdo severa da
producdo de ovos da espécie em 0,2 mg/L de LAS. O presente trabalho obteve Clso.7¢ de 4,6
mg/L de LAS para Nitocra sp., corroborando que em baixas concentragdes o composto pode
causar efeitos toxico sobre a reproducdo e a fertilidade de organismos marinhos. Segundo
Mastroti  (1997), é possivel observar comprometimento severo do desenvolvimento
embrionario de Lytechinus variegatus a partir de concentraces de 0,13 mg/L de LAS, valor
proximo ao observado no presente trabalho para embrides de E. lucunter (<0.08 mg/L). A
tolerancia de Artemia sp. aos surfactantes anidnicos, quando comparada a outras espécies de
crustaceos, também foi relatada por Sibila et al. (2008), que obtiveram CLso-ash de 38,30 mg/L
para nauplios de Artemia franciscana expostas em alquil-etoxisulfato (AES), surfactante
anionico similar ao LAS.

Ambientes impactados pelo langcamento de efluentes domésticos e industriais, sem
tratamento ou com tratamento inadequado, podem causar toxicidade aguda e crbnica aos
organismos marinhos, devido a presenca de altas concentracbes de amonia e de produtos de
limpeza, como o alquilbenzeno sulfonato linear (Ankley et al., 1990; Rosety et al., 2001). O
LAS é um dos compostos quimicos amplamente utilizados no mundo (Ivankovi¢ & Hrenovic,
2010). Cerca de 4 milhdes de toneladas de produtos detergentes e amaciantes sao utilizadas por
ano, s6 na Europa Ocidental (Liwarska-Bizukojc et al., 2005), enquanto sua produ¢do mundial
ultrapassa 7 milhdes de toneladas (Ivankovi¢ & Hrenovi¢, 2010). Suas diversas aplicacdes e
producdo em larga escala, implicam em grandes quantidades de produtos detergentes liberados
para 0 meio aquatico marinho (Liwarska-Bizukojc et al., 2005). Dessa forma, essa grande
quantidade de detergente e seus produtos de degradacdo podem atingir 4guas superficiais e
sedimentos, podendo comprometer o ecossistema marinho (Ivankovi¢ & Hrenovié, 2010).

Por sua vez, grande parte da amonia que entra no ambiente aquatico tem origem nas
fontes difusas e pontuais, através do escoamento urbano e agricola, contaminadas com residuos
e fertilizantes, e também através de estacOes de tratamento de esgoto (Abessa, 2002). No Brasil,

0 emissario submarino de Santos pode apresentar concentracdes de amonia total variaveis
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durante o ano, podendo ocorrer entre 10,6 mg/L a 54,9 mg/L (Subtil, 2012; Rachid, 2002).

Elevados niveis de amodnia podem representar riscos para organismos aquéaticos. Por
outro lado, Chen et al. (1989) observaram que nauplios de Artemia sp. podem tolerar até 839
mg/L de amonia total. Svensson et al. (2005) observaram distarbios no comportamento
natatorio em 20% dos nauplios de Artemia salina, em concentracdes altas, de 800 mg/L de
amonia total, expostos por 24 horas, e que acima dessa concentracdo havia comprometimento
da mobilidade dos organismos expostos.

Porém, no presente estudo, os copépodos Nitocra sp., apresentam maior sensibilidade a
substancia, quando comparados com os nauplios de Artemia sp. Em estudos realizados com
sedimentos coletados em regides proximas a contaminacdo por esgotos e impactadas por
ocupacdo antropica, foi observado que a amonia pode ser responsavel pela toxicidade crénica
sobre Nitocra sp. e pela toxicidade aguda a outros invertebrados, quando esses organismos
foram expostos aos sedimentos contaminados e que apresentaram altas concentracfes de
amonia (Camargo et al., 2014; Moore et al., 1997). Outras espécies de crustaceos, marinhas ou
estuarinas, também podem apresentar maior sensibilidade a aménia. Moore et al. (1997)
observaram toxicidade aguda em organismos juvenis do anfipoda Leptocheirus plumulosus,
com CLso-g6h de 44,4 mg/L de amobnia total, expostos a 4gua intersticial extraida de sedimentos
contaminados com altas concentracdes de amonia. Ankley et al. (1990) também observaram
toxicidade aguda e cronica em organismos expostos a agua intersticial extraida de sedimentos
de regibes que recebem cargas constantes de efluentes domésticos e industriais, nos quais foi

observada a ocorréncia de aménia em altas concentragdes.

6. Concluséo

No presente trabalho, observou-se que diferentes organismos apresentaram diferentes
sensibilidades aos compostos; uma implicacéo direta deste fato é a necessidade de uso de dados
com grande numero de espécies para determinar niveis maximos aceitaveis das substancias no
ambiente e riscos ambientais associados, ja que dados obtidos para uma espécie ndo sao
suficientes para garantir a protecdo da vida aquatica.

A CEsp-42n de 0,32 mg/L de amonia observada para os embrides Echinometra lucunter
foi 1,25 vezes menor do que a concentracdo de 0,4 mg/L de N amoniacal permitida pela
legislacdo, em &guas marinhas de Classe 1, e quase 30 vezes mais baixa do que a concentragdo
de 10 mg/L de amonia ndo-ionizada ja relatada pela literatura. Para os copépodos Nitocra sp. a
Clso-7q foi cerca de duas vezes menor do que as concentrages de amodnia ndo-ionizada relatadas
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pela literatura, mas abaixo das concentracGes permitidas pela legislagdo. As concentracfes
toxicas de LAS para os embrides de E. lucunter foram cerca de 12 vezes menores do que as
concentracdes de 1 mg/L observadas por alguns autores, e quase duas vezes menores do que a
concentracdo de 0,2 mg/L permitida pela legislacdo em aguas salgadas de classe tipol. Sendo
assim, os dados obtidos indicam que as concentragdes legais néo séo suficientes para protecao
da vida aquética e que 0s niveis ambientais podem representar riscos de intoxicacao para a biota
marinha, de modo que regibes costeiras impactadas por lancamento de esgoto domésticos
podem apresentar risco para essas espéecies devido aos niveis de LAS e amdnia.

Néauplios de Artemia sp. e os copépodos Nitocra sp. apresentaram maior sensibilidade
ao biocida Irgarol em concentragdes acima das concentracdes ja observadas em &guas costeiras
brasileiras (4,8 pug/L), porém abaixo das concentracdes de 2,98 mg/Kg de Irgarol observadas
em sedimentos onde ha intensa atividade de manutencdo dos cascos de embarcagdes no Reino

Unido, relatada por alguns estudos.
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Capitulo 2 — Toxicidade de misturas binéarias de Irgarol-amonia e
Irgarol-LAS

1. Objetivo

- O objetivo especifico deste capitulo foi:
(i) Avaliar a toxicidade de misturas binarias de Irgarol com amonia e Irgarol com LAS

em nauplios de Artemia sp.

2. Materiais e métodos

No capitulo 1 desta dissertacdo, foram mostrados e discutidos os testes executados com
amonia, LAS e Irgarol de forma isolada, para nauplios de Artemia sp., para o copépodo Nitocra
sp. e para embrides de E. lucunter. A avaliagdo da toxicidade de misturas pode ser realizada
usando uma abordagem baseada na previséo e avaliacdo da toxicidade isolada dos compostos
envolvidos na mistura. Assim, no capitulo 2, além dos resultados dos testes com mistura binaria
para nauplios de Artemia sp., encontram-se o0s resultados dos ensaios isolados com amonia,

LAS e Irgarol, realizados simultaneamente aos ensaios com as misturas.

2.1 Preparacdo dos reagentes para ensaios isolados, simultdneos a mistura

Os procedimentos experimentais foram os mesmos descritos no capitulo 1. Para a execucao
desses ensaios isolados, foram preparadas as mesmas concentra¢cbes nominais determinadas
pelos ensaios isolados anteriores, do capitulo 1, porém, realizados com 3 réplicas para cada
tratamento. Esses ensaios permitem céalculos comparativos entre CLso de testes isolados com
CLso da mistura (Pérez et al., 2013). Os ensaios com compostos isolados executados
simultaneamente as misturas também acompanhavam controles com agua do mar e o controle

solvente, no caso dos ensaios com Irgarol.

2.2 Preparacéo dos reagentes para ensaios com misturas

Para a realizag&o dos ensaios com misturas, 0s volumes de cada concentragdo de amonia
e LAS foram adicionados em seus respectivos bal6es volumétricos de 100 ml, contendo agua
de diluigéo. Depois, cada um dos balGes contendo amonia ou LAS, recebeu a concentracdo de

Irgarol, assim, o baldo pdde ser avolumado com &gua do mar para se obter a combinacéo de
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concentragOes desejadas. As combinacfes das misturas binarias foram de acordo com a tabela
2:

Tabela 2 — Concentragdes de misturas binarias das solu¢des aquosas de Irgarol (mg/L) e ambnia
(mg/L) e Irgarol e LAS (mg/L). As concentracfes de Irgarol foram misturadas com todas as

outras concentracfes de amonia e LAS:

Irgarol Amonia Irgarol LAS
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
M1 0,001 1 M1 0,001 0,081
M2 0,001 10 M2 0,001 0,81
M3 0,001 100 M3 0,001 8,1
M4 0,001 1000 M4 0,001 81
M5 0,001 10000 M5 0,001 810
M6 0,01 1 M6 0,01 0,081
M7 0,01 10 M7 0,01 0,81
M8 0,01 100 M8 0,01 8,1
M9 0,01 1000 M9 0,01 81
M10 0,01 10000 M10 0,01 810
M11 0,1 1 M11 0,1 0,081
M12 0,1 10 M12 0,1 0,81
M13 0,1 100 M13 0,1 8,1
M14 0,1 1000 M14 0,1 81
M15 0,1 10000 M15 0,1 810
M16 1 1 M16 1 0,081
M17 1 10 M17 1 0,81
M18 1 100 M18 1 8,1
M19 1 1000 M19 1 81
M20 1 10000 M20 1 810
M21 10 1 M21 10 0,081
M22 10 10 M22 10 0,81
M23 10 100 M23 10 8,1
M24 10 1000 M24 10 81
10 10000 M25 10 810
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2.3 Andlise de dados dos ensaios de mistura

As CLso-4sn para 0s nduplios de Artemia sp. expostos por 48h a cada composto isolado
que acompanharam 0s ensaios de mistura, e as CLso-4enh de cada combinagdo binaria foram
calculadas através de regressdo logistica de trés pardmetros pelo programa Sigma-Stat 12.5.0
(Systat, 2006).

As analises dos dados de letalidade de Artemia sp. em misturas binarias foram realizadas
pelo modelo Mixtox, descrito por Jonker et al (2005). Depois do preenchimento do Mixtox com
as concentragdes da mistura binaria de Irgarol e aménia e da mistura binéria de Irgarol e LAS,
os dados foram primeiramente analisados no modelo de referéncia CA, depois, nesse mesmo
modelo, foi verificado se havia algum desvio com relacdo a sinergismo e antagonismo (S/A),
desvio razdo dependente (DR) ou desvio de nivel dependente (DL). DR sdo desvios que
dependem da composicdo da mistura, e podem ser observados quando um dos compostos é
dominante, assim, o efeito sinérgico ou antagbnico pode ser observado devido principalmente
ao quimico 1 ou ao quimico 2. DL séo os desvios dos modelos de referéncia onde os efeitos em
baixas concentrac6es sdo diferentes dos desvios em altas concentragoes, i. é., o efeito pode ser
antagdnico em baixas concentracdes e sinérgico nas altas concentracdes.

Depois, foram realizados 0s mesmos passos para analises no modelo de referéncia IA,
onde também foi verificado se havia algum desvio com relacdo a S/A, DR e DL. Os dados
foram considerados ajustados nos modelos de referéncia onde p<0,05. A interpretacdo dos

desvios foi realizada com base nos parametros a e b (Jonker et al, 2005), descritos na tabela 3.
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Tabela 3 — Interpretacdo dos parametros a e b adicionados nos modelos de referéncia Adicdo de Concentracdo (CA) e Acdo Independente (1A)

para definir o padréo dos desvios (Jonker et al, 2005 - adaptado).

Valores
Sinergismo/Antagonismo (S/A)
Antagonismo a >0 >0
Sinergismo <0 <0
Dose Razédo dependente (DR)
Antagonismo, exceto para misturas onde b <0 para sinergismo a >0 >0
Sinergismo, exceto para misturas onde b >0 para antagonismo <0 <0
Antagonismo, onde a toxicidade da mistura € causada principalmente pelo composto i b >0 >0
Sinergismo, onde a toxicidade da mistura é causada principalmente pelo composto i <0 <0
Dose Nivel dependente (DL)
Antagonismo em baixas doses e sinergismo em altas doses a >0 >0
Sinergismo em baixas doses e antagonismos em altas doses <0 <0
Desvios em concentragdes menores do que a CL50 ba >1 >2
Desvios em concentracdes similares a CL50 ba =1 =2
Desvios em concentragdes mais elevadas que a CL50 ba O<bg<1 O<bg<2
Nao ha desvio, mas a magnitude de S/A é dose nivel dependente CA ou efeito do nivel IA b a <0 <1
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Depois de analisar o0 modelo ajustado para a mistura e seus possiveis desvios, foram
feitos os perfis de gréaficos isobolograma, que permitem verificar se a mistura apresenta um
efeito aditivo, sinérgico ou antagonico (Cedergreen et al., 2007). Os perfis de dose-respostas
de ambas as misturas descrevem curvas com projecdo no nivel da resposta da CLsp, no plano x
e y, fornecendo informacdes sobre a interacdo entre os compostos na mistura (Cedergreen et
al., 2007; Jonker et al., 2005).

Tambeém foi calculada razao de sinergismo (SR) para verificar se ocorreu efeito maior
(SR>1) ou menor (SR<1) do que o esperado, quando comparado com o efeito dos quimicos
isolados (Hewlett & Plackett, 1959). O resultado de interacdo SR entre os compostos é o
quociente entre a CLso do Irgarol isolado e os valores das CLso para cada um dos tratamentos
Irgarol e amonia ou Irgarol e LAS.

Se a CLso da mistura (de cada tratamento) estiver dentro dos valores da CLso do Irgarol
isolado (SR=1) indica que n&o ha efeito da amdnia ou LAS sobre a toxicidade do Irgarol (efeito
aditivo), enquanto valores SR>1 e SR<1 indicam efeitos maiores e mais fracos do que o

esperado, respectivamente (Pérez et al., 2013).

3. Resultados e discussao

3.1 Parédmetros fisico-quimicos dos ensaios com misturas binarias

Os parametros fisico-quimicos dos ensaios agudos com Artemia sp. e misturas binérias
apresentaram os seguintes valores: nos ensaios de Irgarol com amonia, as salinidades variaram
entre 35 e 44, o pH da &gua esteve entre 6,49 e 7,98, os teores de OD variaram entre 3,3 mg/L
e 7,1 mg/L, as concentracGes de aménia total variaram entre ndo detectaveis e 5,7 g/L e as
concentragOes de amonia ndo ionizada estiveram entre <LD e 2,3 mg/L (tabela 15 e 16).

Nos ensaios de Irgarol e LAS as salinidades estiveram entre 33 e 63, os valores de pH
variaram entre 1,81 e 7,74, os teores de OD estiveram entre 7,9 e 6 mg/L e as concentragdes de
amonia total e amonia ndo ionizada estiveram abaixo dos niveis de deteccdo (tabela 17).

Nos ensaios com amoOnia, 0s parametros fisico-quimicos para apresentaram maiores
flutuacbes com relacdo a salinidade, de 35 a 44. Essa variacdo pode ter ocorrido pela
dissociacdo dos fons inorganicos NH4" e Cl'(Huang et al, 2017), onde o ion cloreto pode ter
influenciado nesse aumento em concentracdes mais altas de aménia. Conforme Svensson et al.
(2005), Artemia salina possui alta toleréncia aos ions cloreto e, segundo Veiga & Vital (2002),

a faixa de salinidade apresentou variacao dos limites toleraveis para Artemia sp.
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Com relagdo aos valores de pH, as flutuaces foram mais extremas nas misturas binarias
de Irgarol e LAS: valores mais baixos de pH foram observados na combinacdo entre Irgarol (10
mg/L) com LAS (810 mg/L), ou seja, nas concentracdes mais altas de ambas substancias. O
LAS possui uma composicdo onde parte do seu contetdo € uma fracdo de acido sulfénico, o
que pode ter influenciado nos niveis de pH.

De acordo com os ensaios isolados dos compostos, a CEO de 81 mg/L de LAS
apresentou pH de 7,14 (parametros iniciais) e 6,87 (parametros finais), dentro de uma faixa
encontrada na literatura (Libralato et al, 2016), sugerindo que a letalidade de 100% dos nauplios
nessa exposicédo isolada foi observada pelos efeitos do composto e ndo pelo pH.

O mesmo ocorre com o Irgarol, cuja CEO de 10 mg/L apresentou pH 7,86 (parametros
isolados) e 7,74 (parametro isolado simultaneo a mistura), onde o efeito letal foi de 100% para
essa concentracdo, mesmo com pH aceitavel para a espécie, concluindo que os valores de pH

acido foram observados em concentragdes onde a letalidade ja era esperada.

3.2 Toxicidade dos compostos isolados simultaneos as misturas as misturas binarias de Irgarol
com amonia e Irgarol com LAS

Os valores das CLso.4sn apresentados pela exposicdo de nauplios de Artemia sp. aos
compostos, em ensaios isolados realizados simultaneamente & mistura, foram consideradas
concordantes com os valores dos testes isolados do capitulo 1, e apresentaram o0s seguintes
valores: CLso-4gn de 1,6 mg/L de Irgarol e 136 mg/L amonia para a mistura binaria de Irgarol e
amonia; e para a mistura binaria de Irgarol e LAS, CLso-48n 4,25 mg/L de Irgarol e 11,21 mg/L
de LAS.

3.3 Toxicidade das misturas binarias de Irgarol com amonia e Irgarol com LAS

Ambas as misturas binérias foram analisadas nos modelos CA e IA através do
MIXTOX, a fim de analisar qual o melhor modelo se ajusta as intera¢des. Os dois modelos, CA
e 1A foram ajustados para as duas misturas. Os dados da mistura binaria de Irgarol com aménia
foram ajustados para 0 modelo IA, apos a insercdo dos parametros a e b, apresentou o melhor
ajuste para antagonismo, isto é, a soma dos efeitos da mistura € menor do que o efeito dos

compostos isolados.
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Figura 10 — Representa¢do do efeito antagdnico da mistura binaria de Irgarol e aménia em nauplios de
Artemia sp..

O resultado previsto pelo modelo 1A ja era esperado, ja que 0 MoA e a natureza dos
compostos sdo diferentes. O Irgarol é um biocida industrial, que tem como alvo o sitio de
ligacdo da proteina D1 dos tilacdides dos cloroplastos, inativando o receptor de elétrons do
fotossistema Il da fotossintese nos produtores (Bao et al., 2011). Porém, pode causar efeitos em
organismos nao fotossintetizantes, como relatado pela literatura (Arai et al., 2009).

J& a amoOnia pode atuar nos organismos aquaticos com danos no metabolismo de uma
forma mais ampla, como, entre outros efeitos, desregulacdo do sistema osmotico e inibi¢do do
metabolismo pela competicdo de ions e danos estruturais nas branquias (Landau & Sanchez,
1991). A razéo de sinergismo entre Irgarol e amoénia apresentou valores de SR<1, indicando um
efeito toxico menor do que o esperado (antagonico), corroborando com resultados do Mixtox,
ajustado para IA (tabela 4).

Para a mistura binaria entre Irgarol e LAS o ajuste observado para o modelo IA, ao
inserir os parametros a e b, foi de sinergismo (p<0,05), isto é, a soma dos efeitos dos compostos

€ maior do que o efeito dos compostos isolados.
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Figura 11 — Representacdo do efeito sinérgico da mistura binaria de Irgarol e LAS em nduplios de Artemia
sp..

O modelo IA ajustado para a mistura binaria de Irgarol e LAS pode ser também
explicado pelos diferentes MoA dos produtos (Jonker et al., 2005). O LAS ¢ bastante conhecido
pela capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana plasmatica, o que pode facilitar a
entrada e a interacdo de outros quimicos no organismo exposto (Farré et al., 2008; Liwarska-
Bizukojc et al., 2005; Bakirel et al., 2005). Essa interacdo pode explicar o sinergismo
observado, mesmo na presenca de quimicos com MoA diferente.

Os valores de SR, na mistura de Irgarol e LAS, ndo foram claros. Os tratamentos onde
ha a concentracdo mais baixa e mais alta de Irgarola presentaram valores pouco acima de 1, e
os tratamentos onde as concentracgdes de Irgarol sdo intermediarias apresentaram valores pouco
abaixo de 1 (tabela 4), corroborando com o efeito aditivo de CA (sem desvios), mas nao
corroborando com desvio de sinergismo observado em IA. O modelo de razdo de sinergismo
calcula a magnitude do efeito, fornecendo mais uma informacdo sobre o tipo e a forca da
interacdo (Obiakor & Ezeonyejiaku, 2015), porém os resultados para a mistura de Irgarol e LAS

foram melhor explicados pelos dados do MIxtox.
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Tabela 4 - SR = CL50-48h (Irgarol isolado)/CL50-48h (Irgarol em mistura). SR = 1 significa
que ndo ha efeito da aménia ou do LAS sobre o efeito tdxico do Irgarol. SR>1 ou <1 o efeito é

maior ou menor do que o esperado, respectivamente.

Irgarol (mg/L)

0 0,001 0,01 0,1 1
Amonia
CL50 1,6 596,07 445,61 138,66 463,46
SR 0,02 0,003 0,011 0,003
LAS
CL50 4,25 3,46 8,06 6,82 3,55
SR 1,22 0,5 0,62 1,19

SR = CLsg (Irgarol isolado) / CLso (Irgarol e aménia ou Irgarol e LAS)

Alguns estudos evidenciaram que a presenca de amonia, Irgarol ou LAS podem
interferir na resposta bioldgica dos diferentes organismos, quando misturados com
contaminantes secundarios. Chen et al. (1989) observaram efeito antagbnico na mistura binéria
de amonia e nitrito, em ensaios com nauplios de Artemia salina expostos por 24h, e sinergismo
apos 48h de exposicdo para a mesma espécie. Farré et al. (2008) observaram efeitos inibitorios
sobre bioluminescéncia de Vibrio fischeri com efeitos sinérgicos da mistura binaria de triclosan
e LAS.

Outros autores mostraram que misturas binarias de Irgarol com outros quimicos de
naturezas e concentracfes diferentes, podem apresentar diversos padrGes de respostas,
dependendo da espécie estudada. Gatidou & Thomaidis (2007), observaram efeito aditivo da
mistura de Irgarol e cobre sobre algas verdes das espécies Dunaliella tertiolecta e Navicula
forcipata. Koutsaftis & Aoyama (2007), observaram efeito sinérgico da mistura binaria de
Irgarol e Diuron, e Irgarol e cadmio (Cd), e efeito aditivo para misturas de Irgarol e zinco (Zn)
e Irgarol e cobre (Cu), em ensaios com microalga Chaetoceros gracilis.

Ja o efeito antagonico envolvendo o biocida Irgarol, como foi observado no presente
estudo, foi relatado por Chesworth et al. (2004), em estudo de mistura binaria com o herbicida
Diuron, de mesmo modo de agdo que o Irgarol, onde observaram efeito menos grave sobre o
crescimento da alga Zostera marina. Fernandez-Alba et al. (2002), também observaram

diminuicdo da toxicidade aguda sobre Daphnia magna, em mistura binaria de Irgarol e o anti-
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incrustante clorotalonil, em exposicdo de 48h a mistura.

Pérez et al. (2013) evidenciaram que atrazinas, substancias quimicas herbicidas
semelhantes ao Irgarol, podem ter seus efeitos toxicos subestimado quando testados de forma
isolada, evidenciando que esses compostos podem causar efeitos sinérgico na inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) de peixes da espécie Danio rerio, quando combinados com
pesticidas, em contraste com 0s ensaios isolados de atrazina, que aparentemente ndo causaram
efeitos.

As CLso4sn de Irgarol e de LAS isolados para Artemia sp., observada no estudo,
apresentaram-se acima dos niveis ambientais reportados pela literatura (Diz et al., 2009; Tan et
al., 2010; Voulvoulis et al., 2000; Voulvoulis et al., 2002), porém, a mistura binaria dos dois
compostos pode prever que os efeitos podem ser maiores do que os esperados a partir da
toxicidade dos compostos isolados.

O padréo de resposta de sinergismo provoca maiores preocupacdes devido ao risco
aumentado de toxicidade aos organismos expostos, e certamente envolve procedimentos de
reducdo de limites aceitaveis aos quimicos envolvidos, como Irgarol e LAS. Porém ambas as
respostas foram observadas no trabalho, sinergismo e antagonismo. O antagonismo observado
na mistura binaria de Irgarol e amdnia prevé, portanto, que nas concentra¢des do estudo o efeito
pode se apresentar menor do que o esperado, porém ndo menos preocupante, ja que a amonia
pode ser encontrada em regides costeiras onde atividades antrdpicas sdo mais intensas, podendo
ainda interagir com outros quimicos presentes no ambiente, como o LAS.

Amédnia e LAS ocorrem de forma simultanea em aguas residuais, nas quais sao lan¢ados
através do processo do lancamento de esgoto (Hofer et al., 1995). Hofer et al. (1995)
observaram que a mistura de 0,1 mg/L de LAS e 0,7 mg/L amonia ndo-ionizada pode interferir
no crescimento de truta arco-iris, demonstrando que ambos podem atrofiar epitélio branquial e
que a presenca do LAS diminui a tolerancia aos outros estressores.

Os modelos utilizados foram ferramentas importantes para fornecer mais informacoes
sobre a sensibilidade de nauplios de Artemia sp. as misturas binarias, mostrando que o padréo
de resposta da espécie pode mudar de acordo com o quimico combinado com o Irgarol. Além
disso outros estudos devem ser complementares a avaliacao de efeito do composto sobre a fauna

marinha como um todo, ainda pouco elucidados.

Conclusao

Para nduplios de Artemia sp. as misturas binérias de Irgarol e amoénia e Irgarol e LAS
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foram melhor ajustadas no modelo Ag¢do Independente, que prevé que 0s quimicos apresentam
modo de acdo diferentes. Nos resultados foi observado que a mistura binaria de Irgarol e aménia
o efeito foi menor do que o esperado quando comparado com os quimicos isolados, diferente

da mistura de Irgarol e LAS, que resultou num efeito sinérgico.
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Anexo 1

Tabela 5 — Valores das concentracdes de efeito a exposicao as substancias de referéncia, para teste de sensibilidade dos lotes dos organismos

Sensibilidade a substancia de referéncia
Organismo  CL/CE (mg/L) Substancia
Artemia sp. 25,16 (24h) DSS
15,9 (48h)
Nitocra sp. 13,33 (96h) K,Cr,0,
E.lucunter 0,51 (42h) ZnSO,
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Anexo 2
Artemia sp.

Controle
1
10
100
1000
10000
Controle
1
10
100
1000
10000

<LD
3,20
0,23
0,59
4,47
55,50
<LD
1,84
0,23
0,50
0,37
1,02

Tabela 6 — Pardmetros fisico-quimicos ensaio isolado com aménia - Artemia sp..

<LD
32,79
1,21
3,20
6,83
0,82
<LD
10,88
0,38
1,51
15,93
3,60

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

8,19
8,16
7,86
7,88
7,33
5,27

7,7
792
737
7,63
7,77
5,69

35
35
35
35
35
32
35
35
35
36
33
35

6,5
7,1

7,4
8,5
7,80
7,80
8,00
8,00
8,50

Inicial

Final
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Tabela 7 — Par&metros fisico-quimicos ensaio isolado com LAS - Artemia sp..

Controle 0,24108 0,128 25 6,87 36 6
0,081 <LD <LD 25 7,25 34 6
0,81 <LD <LD 25 7,26 34 58
81 <LD <LD 25 7,2 36 6 Inicial
81 <LD <LD 25 7,14 36 6
810 <LD <LD 25 591 36 6
Controle <LD <LD 25 7,31 37 6,30
0,081 <LD <LD 25 7 36 6,40
0,81 <LD <LD 25 7,11 36 6,00 Final
81 <LD <LD 25 6,9 36 6,00
81 <LD <LD 25 6,87 36 6,40
810 <LD <LD 25 6,84 36 6,50
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Tabela 8 — Par&metros fisico-quimicos ensaio isolado com Irgarol - Artemia sp..

Controle <LD <LD 25 811 35 41
Controle Acetona nd nd 25 8,08 37 41
0,001 <LD nd 25 nd 37 nd
0,01 <LD <LD 25 8,05 36 5
0,1 <LD <LD 25 8,06 36 4.6 Inicial
1 <LD <LD 25 81 36 4,5
10 <LD <LD 25 8,09 37 4.4
Controle nd nd 25 7,62 35 5,90
Controle Acetona nd nd 25 7.7 37 6,20
0,001 nd nd 25 6,81 37 6,20
0,01 nd nd 25 7,83 35 6,10 Final
0,1 nd nd 25 7,78 35 5,40
1 nd nd 25 7,82 35 6,70
10 nd nd 25 7,86 37 6,60

nd = ndo disponivel

47



Nitocra sp.

Controle
0,01
0,1
1
10
100
Controle
0,01
0,1
1
10
100

2,29
-0,62
0,78
5,75
30,30
107,11
6,20
2,15
1,30
4,27
28,36
108,62

Tabela 9 - Pardmetros fisico-quimicos ensaio isolado com aménia — Nitocra sp.

2,65
-0,32
0,53
1,76
34,35
96,49
5,85
0,99
1,04
518
21,75
75,97

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

7,16
6,81
6,93
6,58
7,15
7,05
7,07
6,76

7,18
6,98
6,94

17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

6,2
57
5,8
5,7

54

6,00
6,80
6,80
6,80
6,70
5,90

Inicial

Final
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Tabela 10 - Parametros fisico-quimicos ensaio crénico isolado com LAS — Nitocra sp.

Controle <LD <LD 25 6,54 18 49
0,081 <LD <LD 25 6,29 18 49
0,81 <LD <LD 25 6,74 17 51
8,1 <LD <LD 25 6,76 17 5 Inicial
31 <LD <LD 25 6,79 17 5.2
810 <LD <LD 25 6,99 17 5
Controle <LD <LD 25 6,75 17 58
0,081 <LD <LD 25 6,65 17 5,80
0,81 <LD <LD 25 6,57 17 6,10
8,1 <LD <LD 25 6,58 17 6,20 Final
31 <LD <LD 25 6,43 17 5,90
810 <LD <LD 25 6,5 17 6,00
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Tabela 11 - Parametros fisico-quimicos ensaio crénico isolado com Irgarol — Nitocra sp.

Controle <LD <LD 25 7,67 19 4.9
Controle Acetona <LD <LD 25 7,97 19 4,9
0,001 <LD <LD 25 8,16 19 51
0,01 <LD <LD 25 7,56 19 5 Inicial
0,1 <LD <LD 25 7,61 19 52
1 <LD <LD 25 733 19 5
10 <LD <LD 25 76 18 52
Controle 1,318 0,431 25 6,61 19 4,90
Controle Acetona 1,110 0,132 25 6,17 19 5,10
0,001 <LD <LD 25 6,52 19 4,90
0,01 0,792 0,319 25 6,7 19 5,10 Final
0,1 1,498 0,437 25 6,56 19 4,90
1 <LD <LD 25 6,65 20 4,90
10 <LD <LD 25 6,55 18 6,80
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Echinometra lucunter

Tabela 12 - Parametros fisico-quimicos ensaio crénico amonia — E. lucunter

Cantrole <LD <LD 25 7,13 38 58
0,01 247 1,94 25 7,04 36 5,7
0,1 1,00 0,63 25 6,94 36 6

1 3,20 2,40 25 7,02 36 5,8

10 8,06 7,96 25 7,14 36 5,9

100 100,00 79,00 25 7,04 36 5,8

Tabela 13 - Parametros fisico-quimicos ensaio crénico LAS — E. lucunter

Controle <LD <LD 25 7,49 37 5,6

0,081 <LD <LD 25 7,25 37 6,3

0,81 <LD <LD 25 6,35 37 54
81 <LD <LD 25 7,25 37 5

81 <LD <LD 25 7,48 37 5,7

810 <LD <LD 25 7,49 37 54




Controle
C acetona
0,1
1
10
100

1000

Tabela 14 - Parametros fisico-quimicos ensaio crénico Irgarol — E. lucunter

<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD

<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD

25
25
25
25
25
25
25

73
7,4
7,5

7,46

7,46

7,51

7,36

36

38
38
38
38
38

5,6
5,3
5,8
6,4
5,3
5,5
5,6
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Tabela 15 — Parametros fisico-quimicos iniciais dos ensaios agudos com misturas binarias de Irgarol com amonia, com nauplios de Artemia sp..

Controle <LD <LD 25 782 35 47

Controle Acet 2501 <LD <LD 25 793 36 45

Irgarol 0,001 mg/L 008100 49,070 25 788 35 47
Irgarol 0,01 mg/L 530100 33,622 25 7,95 35 42 inicial

Irgarol 0,1 mg/L 0,68850 4571 25 797 36 49

Irgarol 1 mg/L 0,62100 4219 25 7,98 6 5.4

Irgarol 10 mg/L 0,41850 2,422 25 791 37 6,7

Aménia 1 mg/L 1022850 116,503 25 6,63 1 7,10

Aménia 10 mg/L 57,00600 353,946 25 723 38 5,70

Aménia 100 mg/L 5401350 232,004 25 778 35 6,30

Aménia 1000 mg/L 33943500 412,345 25 7,94 6 6,70

Ambnia 10000mg/L | 4602,60000  1405,732 25 793 35 5,60

M1 5189,85000  1905,581 25 671 a4 6,30

M2 39523500 427,974 25 7,18 38 4,30

M3 13,37850 41,695 25 764 36 4,20

M4 5498100 297,092 25 788 36 4550

M5 17,54100 90,540 25 7,86 6 4,30

M6 5250,60000  1761,324 25 6,67 42 4,70

M7 371,38500 461,654 25 724 37 4,50

M8 31,91850 90,748 25 76 6 4,30

M9 51,02100 245,857 25 783 35 5,00

M10 19,16100 98,901 25 7,86 35 5,00

M11 5738,85000  2310,373 25 6,75 43 4,90

M12 169,56000 167,466 25 714 37 3,50

M13 16,01100 49,899 25 7,64 6 3,60

M14 2453850 115,566 25 782 35 3,40

M15 16,23600 93,970 25 791 35 4,30

M16 476010000  1833,587 25 673 12 3,30

M17 161,68500 159,688 25 7,14 37 6,60

M18 2451600 71,321 25 761 35 5,70

M19 65,03850 283,335 25 778 35 5,70

M20 986850 55,824 25 79 35 6,60

m21 3866,85000  1127,380 25 6,61 35 6,50

M22 339,66000 313,095 25 711 38 6,00

M23 2082600 90,845 25 7,63 36 6,30

M24 10,54350 15,753 25 732 6 6,40

M25 1499850 82,922 25 7,89 36 6,30
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Tabela 16 — Parametros fisico-quimicos finais dos ensaios agudos com misturas binarias de Irgarol com am6nia, em nduplios de Artemia sp..

Controle 0,02087 0,036 25 7,67 35 39

Controle Acet 250 pL <LD <LD 25 797 35 4,6

Irgarol 0,001 mg/L 0,40957 1,087 25 7,57 35 3,7

Irgarol 0,01 mg/L <LD <LD 25 7,52 35 39
Irgarol 0,1 mg/L <LD <LD 25 7,58 36 4
Irgarol 1 mg/L <LD <LD 25 7,35 35 4

Irgarol 10 mg/L 1,21565 2,506 25 746 37 4,2

Amonia 1 mg/L 4,78696 1,872 25 7,49 35 4,30

Aménia 10 mg/L <LD <LD 25 7,35 35 4,80

Aménia 100 mg/L 3,01304 <LD 25 7,53 35 4,70

Amonia 1000 mg/L 0,84783 4118 25 7,08 38 4,20 Final

Aménia 10000 mg/L | 247,69565 84,879 25 6,68 37 4,00

M1 205,69565 57,298 25 6,59 42 3,90

M2 0,56087 0,366 25 6,96 37 3,90

M3 <LD <LD 25 7,21 36 4,10

M4 2,99217 4,681 25 7,34 36 4,20

M5 0,76304 1,309 25 7,38 35 4,10

M6 172,69565 63,409 25 6,71 42 4,00

M7 0,80870 0,960 25 7,22 37 3,80

M8 <LD <LD 25 7,29 36 3,90

M9 2,60609 4,574 25 7,39 35 3,90

M10 1,21565 3,301 25 7,58 35 3,90

M11 111,00000 33,902 25 6,63 42 4,10

M12 0,33913 0,227 25 6,97 37 4,20

M13 <LD <LD 25 7,18 36 3,80

M14 2,89043 5,435 25 742 35 3,90

M15 0,75652 1,671 25 749 35 3,70

M16 14256522 52,346 25 6,71 42 4,00

M17 2,19130 1,366 25 6,94 36 3,80

M18 <LD <LD 25 6,69 36 3,80

M19 2,71826 0,707 25 6,56 35 3,70

M20 0,88435 1,552 25 7,39 35 3,90

M21 66,00000 15,292 25 6,51 42 4,20

M22 0,13043 0,029 25 6,49 37 4,20

M23 0,21522 0,102 25 6,82 36 4,00

M24 2,43652 1,744 25 7 35 3,80

M25 2,89565 4,326 25 7,32 35 3,80
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Tabela 17 — Parametros fisico-quimicos iniciais dos ensaios agudos com Artemia sp. de misturas binarias de Irgarol com LAS Artemia sp..

© <LD <LD 25 7,21 34 7.2
CA <LD <LD 25 7,74 35 6,5
Irgarol 0,001 m/gl <LD <LD 25 7,45 34 6,7
Irgarol 0,01 mg/L <LD <LD 25 7.7 34 6,5
Irgarol 0,1 mg/L <LD <LD 25 7,73 34 6,7
Irgarol 1 mg/L <LD <LD 25 7,71 34 6,9
Irgarol 10 mg/L <LD <LD 25 7,74 35 73
LAS 0,081 mg/L <D <D 25 7,68 33 74
LAS 0,81 mg/L <D <LD 25 7,7 33 73
LAS 8,1 mg/L <D <D 25 7,71 33 6,2
LAS 81 mg/L <LD <LD 25 73 33 7.2
LAS 810 <LD <LD 25 2,23 33 6,3
M1 <LD <LD 25 2,02 35 6,60
M2 <LD <LD 25 6,75 35 6,70
M3 <LD <LD 25 7,28 35 6,70
M4 <LD <LD 25 6,76 35 6,50
M5 <LD <LD 25 7.4 35 7,10
Me <LD <LD 25 2,35 35 7,50
M7 <LD <LD 25 6,87 34 6,30
M8 <LD <LD 25 7,08 35 6,50
M9 <LD <LD 25 7,45 35 6,80
M10 <LD <LD 25 7,54 35 6,40
M11 <LD <LD 25 23 35 7.90
Mi12 <LD <LD 25 7,02 35 6,7
M13 <LD <LD 25 7,58 34 68

M14 <LD <LD 25 7,7 34 6
M15 <LD <LD 25 7,72 34 6,2
M16 <LD <LD 25 2,51 35 7,2
M17 <LD <LD 25 6,64 35 71
M18 <LD <LD 25 7,15 35 6,3
M19 <LD <LD 25 7,46 35 6,3
M20 <LD <LD 25 7,65 35 6,7
M21 <LD <LD 25 1,81 63 6,3
m22 <LD <LD 25 6,89 35 6,5
m23 <LD <LD 25 7,2 35 6,5
M24 <LD <LD 25 7,49 35 6,9
M25 <LD <LD 25 7,64 35 7,1
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ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE GUACIRA DE FIGUEIREDO
EUFRASIO PAULY, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIODIVERSIDADE
AQUATICA, DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - CAMPUS DO LITORAL PAULISTA.

Campus do Litoral Paulista

Aos 22 dias do més de fevereiro do ano de 2018, as 14:00 horas, no(a) Saldo Nobre do Instituto de
Biociéncias - UNESP/CLP, reuniu-se a Comisséo Examinadora da Defesa Publica, composta pelos
seguintes membros: Prof. Dr. DENIS MOLEDO DE SOUZA ABESSA - Orientador(a) do(a) Instituto de
Biociéncias - Campus do Litoral Paulista / UNESP, Prof. Dr. RAFAEL MENDONCA DUARTE do(a)
Instituto de Biociéncias - Campus do Litoral Paulista / UNESP, Profa. Dra. EDUINETTY CECI
PEREIRA MOREIRA DE SOUSA do(a) Instituto Oceanografico / USP, sob a presidéncia do primeiro,
a fim de proceder a arguigdo publica da DISSERTACAO DE MESTRADO de GUACIRA DE
FIGUEIREDO EUFRASIO PAULY, intitulada Avaliagido da toxicidade de misturas: Irgarol e
contaminantes ambientais comumente observados em areas costeiras. Apds a exposi¢éo, a
discente foi arguida oralmente pelos membros da Comisséo Examinadora, tendo recebido o conceito
final: f_\PFDul\ oA . Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apés lida e

aprovada, foi assinada pelos membros da Comissdo Examinadora.

Pro%r ENIS MOLEDO DE SOUZQABQSQ

S AT\ I VAN

Prof. Dr. RAFAEL MENDONGCA DUARTE

727 §oec e
Profa. Dra. EDUINETTY CECI PEREIRA MOREIRA DE SOUSA

Instituto de Biociéncias - Campus do Litoral Paulista -
Praga Infante Dom Henrique, s/n°, 11330900, S&o Vicente - Sao Paulo
clp.unesp.brbiodiversidadeaquaticaCNPJ: 48031918000558.
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