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A vida é um eterno perde e ganha
um dia a gente perde, 0 outro dia a gente apanha,
apanha e nem por isso a gente vai fugir da luta,
ndo vou abaixar a cabeca pra nenhum f....
As pedras no caminho a gente chuta
é super natural,
néo deixo abaixar minha moral.
Tenho que me manter em movimento
a vida néo é mole mas qualquer parada
enfrento..enfrento.
Tao louco vocé pensa que esta
e se € que esta
téo louco vocé pode ficar.
Tem coisas que o dinheiro ndo paga
sabe qualé?
eu e minha Preta...sé no role,
por isso é que eu tiro onda cumpadi

eu to de pé.

Marcelo D2



Resumo

Dentre todos os produtos quimicos, o petroleo € um dos mais preocupantes
em termos ambientais, principalmente pela toxicidade que pode causar em
diferentes organismos. O presente trabalho visa observar a potencialidade
de adequar o microcrustaceo Kalliapseudes schubartii em laboratério para
realizagdo de testes toxicologicos com sedimento contaminado com
petroleo. Para adaptacdo deste invertebrado ao ambiente de laboratério €
necessario testes de robustez para as varidveis abidticas limitantes mais
significativas (temperatura e salinidade), além da avaliagdo do grau de
sensibilidade da espécie a substancias de referéncia. Os resultados
mostraram que esta espécie em testes de toxicidade ndo deve-se utilizar
temperaturas acima de 25°C. Quanto a salinidade podem-se utilizar dguas
entre 15 e 35. A CL50/96h média obtida com o dodecil sultado de sddio
(DSS) foi de 25,90 mg/l, com CV de 17,80%. A média calculada com os
resultados obtidos nos testes conduzidos com zinco foi de 5,80 mg/l, com
coeficiente de variagdo de 47,93%. Devido a alta variabilidade dos dados
de zinco, a substancia escolhida para ser realizada em conjunto aos testes
com petréleo foi o DSS. A CL50/10dias do petrdleo para o K. schubartii
foi de 105740.50 ppm. De modo geral, as condi¢gdes de laboratério testadas
no presente estudo mostraram-se adequadas para utilizacdo do

Kalliapseudes schubartii em testes toxicologicos.



ABSTRACT

Among chemical polluants, the oil is one of the most threatening to the ntaural
environment, mainly for its toxicity that can affect different organisms. These
work aims to test the use of the microcrustacean Kalliapseudes schubartii in
laboratory ecotoxicologycal assays, using sediment contaminated with
petroleum. For the adaptation of this invertebrate to the laboratory environment
robustness tests are necessary to determine the most significant limiting abiotic
variables (temperature and salinity), besides evaluating the degree of sensitivity
of the species to reference substances. Our results showed that temperatures of
the cultive water ahould not excede 25°C and salinity could range from 15 to
35. The LC50/96h average to the sodium dodecil sulfate (SDS) was 25,90mg/1,
with coeficient of variation of 17,80%. The average value for the zinc was 5,80
mg/l, with coeficient of variation of 47,93%. Due the high variability of the
zinc data it is prefereble to carried out the tests using the SDS as reference
substance. The CL50/10days of oil for the K. schubartii was 105740.50 ppm.
The results obtained in this study showed that K. schubartii is a species that fit

to ecotoxicological studies.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os Impactos no Ambiente Marinho

No Brasil, a linha costeira perfaz 7491 km de extensao (Nipper, 2000).
Na maior parte dessa extensdo, atividades relacionadas a pesca, turismo, e
principalmente a extra¢do de recursos minerais ocorrem diariamente. Por outro
lado, s3o correntes preocupacdes relacionadas a preservagdo do meio ambiente,
especialmente nas regides proximas aos grandes centros urbanos, onde
diferentes ecossistemas (baias, estuarios, mangues etc) estdo com seus habitats
naturais comprometidos por essas atividades excessivas € em muitos casos
indiscriminadas. Porém, ndao sdo apenas essas atividades que provocam
impactos negativos ao meio ambiente. Outros trés processos ou reagdes
(antropogénicas ou naturais), também causam alteragdes significativas, muitas
vezes irrecuperaveis, nos ecossistemas marinho. Primeiramente, os efeitos
fisicos, principalmente aqueles relacionados as mudangas na temperatura da
agua, provocados por hidroelétricas, matéria organica em excesso, ¢ mudancas
drésticas do clima de maneira natural, que tem como conseqiiéncia principal a
extingdo das espécies (Chapman, 1995). Segundo, as mudangas bidticas, como
competicdo, predacdo, evolucdo ou introdu¢do de novas espécies, que
propiciam grandes alteracdes nas populagdes originais (Goldberg, 1995). O
terceiro efeito estd relacionado com mudangas ecoldgicas causadas por
poluicdo quimica, que proporciona toxicidade a biota marinha (Chapman,

1995).



Os potenciais efeitos toxicos de substancias quimicas na biota marinha,
podem ser avaliados através de testes de toxicidade. Por isso, a toxicologia
evoluiu, devido principalmente, pelo interesse publico, tanto quanto pelo
interesse governamental. Conseqiientemente, houve um aumento das pesquisas
nos centros universitarios, em o0rgaos privados e laboratorios industriais,
provocando o enaltecimento da toxicologia nas décadas de 60 e 70,
estimulando o desenvolvimento das novas areas cientificas, como a

ecotoxicologia (Sousa, 2002).

1.2. A Ecotoxicologia

A ecotoxicologia ¢ uma ciéncia que compreende a interagdo entre a
ecologia ¢ a toxicologia (Chapman, 1995; Baird et. al., 1996), tendo como
objetivo principal compreender e predizer os efeitos de substdncias quimicas
em comunidades biologicas, sob circunstancias reais de exposicao. Esta ciéncia
tornou-se uma importante ferramenta na avaliagdo de como substancias
quimicas afetam diferentes organismos e populagdes, fornecendo subsidios
para avaliar e proteger adequadamente a qualidade ambiental (Chapman, 2002,
Calow, 1996).

Nipper & Carr (1997) consideram dois compartimentos do sedimento
(4gua intersticial e sedimento integral) em testes de ecotoxicidade. Sendo que,
ambos podem ser estudados tanto isoladamente, quanto em conjunto (Burton &
Scott, 1992).

Segundo Carr (1998), os testes com agua intersticial sdo geralmente

conduzidos no estagio de vida inicial dos organismos marinhos e estuarinos,



tais como gametas e embrides de equinodermos, moluscos, copépodas,
poliquetas ou mesmo larvas de peixes. Os resultados dos testes devem ser
interpretados como um sinal de adverténcia, adiantando potenciais impactos de
contaminantes na biota bentdnica, devido a elevada sensibilidade de alguns
organismos aos contaminantes disponiveis na fase liquida do sedimento
(Chapman et. al.,2002).

Testes de toxicidade utilizando o sedimento integral vém sendo
realizados desde a década de 80 objetivando de uma avaliagdo concreta dos
impactos de contaminantes na biota bentonica (Plesha et. al., 1988; Breteler et.
al., 1989). Assim, podem-se estabelecer critérios de qualidade de sedimento e
identificar areas com contaminantes toxicos a organismos bentdnicos (Swartz
et. al., 1985; Scott & Redmond, 1989)

Muito embora a metodologia de contaminagdo dos sedimentos ainda
ndo esteja padronizada (Chapman, 1997), diferentes métodos vém sendo
utilizados com eficacia (Ditsworth et al ., 1990; Environment Canada, 1992).
No Brasil, testes com sedimento integral foram realizados com anfipodas, e
algumas espécies de crustaceos (Costa & Zamboni, 1998).

Para realizacdo de testes ecotoxicologicos com sedimento integral, os
parametros ecologicos, (alimentagdo e tamanho do grao sedimentar) devem ser
analisados antes dos parametros toxicologicos. Quanto aos parametros fisico-
quimicos, estes devem ser determinados antes, durante e depois dos testes de
toxicidade, para que estes fatores ndo influenciem na toxicidade do produto ou
na saude dos organismos.

Testes ecotoxicologicos com sedimento total tém como metodologia

basica analisar seu grau de toxicidade comparando-o a um sedimento controle



(ausente de contaminantes) que possua caracteristicas semelhantes (Chapman
et. al., 2002). A dificuldade, neste caso, esta na definigdo de qual substancia
especifica causou a toxicidade no organismo. Para isso, devem ser realizados
testes de toxicidade a partir de sedimentos contaminados com uma substancia
especifica. Pode-se assim, monitorar a contaminacao e descobrir com precisao
(através de analise quimica) qual a concentragdo do téxico que provocou o
efeito esperado no organismo.

Testes de toxicidade associados com analises quimicas e estudos sobre
a composi¢do da comunidade bentdnica sdo altamente recomendadas para
fornecer informagdes detalhadas sobre o impacto ecoldgico de sedimentos
contaminados, porque esta composi¢do de estudos forma a “Triade de

Qualidade de Sedimentos” (ver: Long & Chapman, 1985).

1.3. Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade podem ser classificados como ‘“agudos” ou
“cronicos”, em fun¢do do tempo de exposicdo dos organismos a substancia
toxica e do tipo de efeito a ser observado (Rand et. al.,1985). Sendo que, as
respostas da biota aos poluentes sdo distribuidas pelo tempo, algumas
ocorrendo imediatamente apds o evento poluidor ou respondendo a um
estimulo continuo e longo.

Nos testes agudos, organismos sdo expostos a altas concentragdes de
um contaminante por um curto periodo de tempo, geralmente 48 a 96 horas, e

os resultados sdo analisados estatisticamente para obtencdo da CL



(concentracao letal) ou CEp (concentracao efetiva) a uma dada porcentagem
dos organismos (Nipper, 2002; Rand & Petrocelli, 1985).

Nos testes cronicos sdo observados efeitos letais ou subletais, como
inibicdlo do crescimento, reproducdo e alteragdes morfologicas. Estas
observagdes ocorrem durante um periodo de exposi¢ao considerado longo,
geralmente de 48 horas a 10 dias, dependendo do ciclo de vida do organismo-
teste (Nipper, 2002, Rand & Petroceli, 1985). Os resultados sdo analisados
estatisticamente para obten¢do da CL ou CI (concentragdo inibitéria a uma
dada porcentagem da populagdo-teste). Geralmente, o valor da porcentagem
mais utilizada é 50%, resultando na CL50 (concentragdo da amostra que ¢ letal
a 50% dos organismos expostos), CES0 (concentragdo da amostra que causa
um efeito subletal a 50% dos organismos expostos), ou CI50 (concentragdo da
amostra que ¢ inibitéria a 50% dos organismos expostos) (Nipper, 2002).

Outro método para a andlise dos dados de testes com concentragdes
seriadas consiste na aplicacdo de testes de hipoteses para obtencdo da
concentragdo de efeito ndo observado (CENO) e a concentragdo de efeito
observado (CEO). CENO ¢ considerada a menor concentragdo que for
significativamente diferente da amostra controle. CEO ¢ considerada a maior
concentragdo que difere significativamente da amostra controle por apresentar
efeito adverso (Nipper, 2002; Lotufo & Abessa, 2000). Entretanto, a utilizagao
desses indices e a tomada de decisdes sdo questionadas por varios autores,
como Chapman et. al., (1996); Chapman, (1997); e Mastroti, et al., (1997),
especialmente pela dependéncia direta do intervalo de concentragdes
escolhidas, sendo entdo, recomendado o uso em conjunto com as CLs para

serem utilizadas para fins de protecdo ambiental.



1.4. As Substancias de Referéncia

Uma das formas de se avaliar as condi¢des fisiolégicas de um
organismo-teste ¢ através da realizag¢do de testes de sensibilidade com uma ou
mais substincias toxicas de referéncia. O método consiste em submeter o
organismo-teste em diferentes concentragdes da substancia-teste, e desta
maneira, obter a faixa de sensibilidade desse organismo para posterior
realizacdo de bioensaios. Valores fora da faixa de sensibilidade encontrada ndo
garantem que 0s organismos encontram-se em otimas condi¢des para serem

utilizados (CETESB, 1983).

1.4.1. Zinco

A maioria do zinco na dgua do mar ¢ complexada ou absorvida,
mantida livre de concentragdes de zinco i0nicas abaixo deste nivel, exceto em
estudrios contaminados pesadamente (Bryan & Langston, 1992 bioacu).

O zinco ¢ um micro nutriente essencial a numerosos sistemas

enzimaticos e a biossintese hormonal de plantas (Ernst et al., 1992).

O zinco metélico ¢ usado na producdo de ligas ou na galvanizagdo de
estruturas de aco, podendo também ser um aditivo de certas borrachas e tintas.

Uma das ligas mais importantes de zinco ¢ o bronze, que consiste na
mistura deste elemento com o cobre. O zinco pode ainda utilizar-se como

eléctrodo nas vulgares pilhas secas.



Os principais compostos de zinco sao o 6xido (ZnO), utilizado na
indastria ceramica, borrachas e tintas. O sulfato de zinco (ZnSO4) tem
aplicacdo na industria téxtil e no enriquecimento de solos pobres em zinco. O
cloreto de zinco ¢ usado para preservar madeiras bem como desodorizante em
diversos fluidos. Enquanto mineral, o zinco encontra-se na crosta terrestre,
associado a outros metais como o cobre e o chumbo. Os depoésitos de zinco
estdo dispersos por todo o mundo, sendo muito vulgar encontrar massivos
depositos de zinco com bastante ferro misturado.

A entrada de zinco nos oceanos ¢ derivada principalmente por
deposicdo aérea, sendo entre 11.000 e 60.000 toneladas métricas de zinco
dissolvido e particulado que sdo depositados dessa maneira para dentro dos
oceanos anualmente (Jickells, 1995 bioacumulation). Adicionalmente, 6.000
toneladas de zinco dissolvidos entram nos oceanos a cada ano pelos rios.

Na Antartica, a alta concentragdo de zinco ¢ derivada do ressurgéncia
de 4guas profundas ricas deste composto.

A concentracdo de zinco em estuarios e aguas costeiras ¢
freqiientemente muito mais alta comparada ao oceano aberto (Morse et al.,
1993; Law et al., 1994 bioacumulation).

O zinco ¢ um micronutriente para todos os organismos marinhos, sendo
um cofator de aproximadamente 300 enzimas (Vallee & Auld, 1990 bioacui).

Por ser um micronutriente, numerosas espécies de animais marinhos
mostram-se capazes de acumular e regular o zinco nos tecidos até mesmo em
concentragdes consideradas altas (Luoma & Bryan, 1982; Armiard et al., 1985;
Vale & Mendes, 1986; Ahsanullah & Williams, 1991).0 acumulo do zinco por

organismos pode ocorrer da dgua, alimento e/ou sedimentos.



Pelo fato dos organismos marinhos poderem regular altas taxas
residuais de zinco nos tecidos pela agua, alimentacdo e sedimento, este ¢
apenas moderadamente toxico para alguns organismos marinhos porém,
familias de poliquetos, copépodas e ostracoides sao muito sensiveis ao zinco
(bioacl).

Microalgas utilizam o zinco como nutriente em concentracdo maxima
de 0,00065ug/L, inibindo seu crescimento em concentragdes acima deste
(Sunda & Huntsman, 1992 bioac).

Macroalgas marinhas sdo insignificantemente pouco sensiveis
comparados ao fitoplancton (Filho et al., 1997 bioac).

Nao ¢ possivel estimar a concentracdo de zinco nos tecidos de animais
marinhos que podem ser esperado a ser associado com efeitos adversos nos
proprios animais ou seus consumidores, incluindo mo homem (bioac.3)

O zinco ¢ dificil de analisar apuradamente em amostras ambientais

devido as multiplas fontes de zinco no ambiente humano (bioacc 4).

1.4.2. Dodecil sulfato de sodio (DSS)

O dodecil sulfato de sodio, ¢ utilizado em grandes quantidades, na
dispercao de manchas causadas por vazamentos de petroleo e na industria em
geral como agente tensoativo
(http://www.usp.br/agen/repgs/2003/pags/174.htm).

Este composto vem sendo usado ao longo dos anos para diferentes
finalidades e usos distintos a saber, banhos de espuma, cremes emolientes,
cremes depilatorios, logdes para maos, xampus, dentifricios, além de produtos

como os detergentes sanitarios. Este uso tem sido motivado em razao das suas



propriedades detergente, molhante, espumogena, emulsificante e solubilizante.
Cabe ressaltar que estas caracteristicas sdo comuns a todos os tensoativos € nao
somente aos dois em questao

(http://www.consciencia.net/comportamento/saude/lss.html).

1.5. Escolha da Espécie-Teste

Segundo ALPHA (1995);. DeWitt et.al., (1988) e Soares-Gomes et.al.,
(2000), a escolha de uma espécie-teste ¢ baseada em alguns critério como: (a)
biologia e ecologia da espécie; (b) alta taxa de sobrevivéncia sob condi¢des
controladas; (c) pouca sensibilidade as varidveis naturais do sedimento, como
tamanho das particulas e conteudo organico; (d) disponibilidade e abundancia
na natureza; (e) importancia ecoldgica e economica.

No Brasil, os primeiros testes avaliando a toxicidade em organismos
marinhos foram realizados por Aratjo et. al. (1987), utilizando nauplios de
Artemia sp, e por Nascimento et. al.,(1998), utilizando a ostra de mangue
Crassostrea rhizosphorae.

Os testes agudos com Artemia sp (CETESB, 1987) e Mysidopsis juniae,
(CETESB, 1992a), além do teste cronico com Lytechinus variegatus
(CETESB, 1992b), estao entre os poucos testes ja padronizados no pais.

Com relacdo aos testes de toxicidade com sedimento, Brendolan e
Soares-Gomes (2003) ndo encontraram no Brasil publicag¢des citando espécies
psamobénticas (bentos de sedimento ndo consolidado) utilizadas em testes
toxicoldgicos tendo o petréleo como contaminante. Os autores encontraram as

espécies Costoanachis sertulariarum (gastropoda) (Sousa & Tommasi 1997),



Hyalella azteca (Zamboni, et. al., 1998), Gammarus aequicauda (César et. al.,
1997), Gammarus locusta (anfipodas) (Costa et. al., 1996), Kalliapseudes

schubartii (tanaidaceo) (Costa & Zamboni, 1998) e Tiburonella viscana
(anfipoda) (Abessa, et. al., 1998) com potencial para serem utilizadas com o tal
propodsito. Porém, nenhuma delas ¢ uma espécie padrao adotada por agéncias

ambientais locais.

2. OBJETIVOS

2.1. Gerais



Verificar a potencialidade de adequagao do Kalliapseudes schubartii da
Lagoa de Itaipu as condigdes de laboratorio para ser utilizado em testes

toxicoldgicos com sedimento contaminado com petroleo.

2.2. Especificos

1) Determinar as condigdes oOtimas de temperatura e salinidade do K.
schubartii para manter a populagdo dessa espécie sob boas condigoes
fisioldgicas;

2) Verificar a melhor dieta alimentar para o K. schubartii.

3) Analisar o grau de sensibilidade do K. schubartii através de testes de
toxicidade com as substancias de referéncia zinco e dodecil sulfato de soédio;

4) Realizar teste de toxicidade aguda com sedimento contaminado com
petroleo para determinar a CL50/96h sob o K. schubartii com base nos testes

de sensibilidade.

3. APLICABILIDADE




A utiliza¢do de testes ecotoxicologicos com Kalliapseudes schubartii e

sedimentos contaminados com petroleo, apresentam as seguintes aplicagoes:

e cstimar o impacto agudo ou crénico da polui¢do por petréleo em um
ambiente sedimentar especifico a partir da avaliagdo de sua toxicidade sob o
organismo-teste;

e testes agudos com K. schubartii podem integrar o componente “toxicidade”
da “Triade de Qualidade de Sedimentos™;

e favorecer a identificacdo e o mapeamento de locais com maior ou menor
nivel de degradacdo, sendo importante instrumento para estudos de impacto
ambiental e programas de monitoramento de qualidade ambiental;

e gerar dados que auxiliem no estabelecimento de critérios para qualidade de
sedimentos;

e gerar dados que auxiliem na formacdo de estratégias e metodologias
corretas para recuperar e/ou preservar o ambiente marinho e estuarino
estudado;

e gerar dados que auxiliem o estabelecimento de limites para o descarte e/ou
langamento de efluentes com petroleo no mar, principalmente nas regides

costeiras.

4. A ESPECIE Kalliapseudes schubartii




A ordem Tanaidacea, incluida na subordem Peracarida, ¢ o menor
grupo dentre os crustaceos Eumalacostracos (Ogle et. al., 1982).

Os tanaidaceos sdo crustaceos bentdonicos que até o presente momento
foram encontrados a partir da desembocadura do Rio da Prata, no Uruguai, até
a Ilha Grande (RJ), no Brasil (Lang, 1956; Almeida, 1994). A maioria dos
tanaidaceos habitam a zona litordnea, ocorrendo da zona entremarés até a
regido abissal, podendo fazer parte da infauna, fauna epibéntica e epifauna
(Holdich & Jones, 1983).

Os tanaidaceos vivem enterrados no sedimento, construindo tubos em
forma de U ou vivendo em pequenos orificios ou fendas nas rochas (Barnes,
1996; Gardiner, 1975; Johnson & Attramadal, 1982).

Os tanaidaceos, em geral, sdo depositivoros, sendo o seu principal
alimento detritos e organismos associados, porém, existem tanaidaceos
suspensivoros que se alimentam de algas, diatomaceas e outros materiais que
estejam ao redor das aberturas de seus tubos (Ogle et. al., 1982).

Os tanaidaceos suspensivoros pertencem a familia Kalliapseudidae, que
inclui a espécie Kalliapseudes schubartii. O tanaidaceo bentonico
Kalliapseudes schubartii apresenta alta densidade e abundancia em diversos
pontos do litoral brasileiro. Lana & Guiss (1991) e Couto et. al., (1995)
observaram que na Baia de Paranagua (PR) esta espécie é praticamente
dominante durante todo o ano. Leite (1995) encontrou um resultado semelhante
na Praia do Aragéa (SP) e Rosa-Filho & Bemvenuti (1998) observaram que K.
schubartii ¢ a espécie dominante na Lagoa dos Patos (RS). Nucci (2001)
observaram esta espécie sendo a mais abundante e com maior densidade em

praias com sedimento fino a muito fino no Canal de Sao Sebastido (SP).



O K. schubartii também pode construir seus tubos em areas compostas
basicamente por areia, com baixas proporcdes de silte e argila. Em locais como
estes K. schubartii constroi seus tubos em menores profundidades em rela¢do
as areas onde o sedimento ¢ mais fino (Rosa-Filho & Bemvenuti, 1998).

A espécie K. schubartii faz parte da dieta alimentar de varios
organismos, entre eles o siri-azul (Callinectes sapidus), o camardo rosa
(Farfantepenaeus paulensis) e o bagre marinho (Netuma sp), além de compor
mais de 90% da dieta alimentar da corvina (Micropogonias furnieri) (Araujo,
1987; Couto et. al., 1995; Figueiredo, 1996).

Do ponto de vista reprodutivo, os tanaiddceos desenvolvem seus
embrides e larvas em uma bolsa marsupial presente nas fémeas, de onde
emergem juvenis totalmente desenvolvidos ou em estagios larvais avancados
(Thiel, 1999) (Figura 1). O juvenil passa por dois estagios larvais (manca I e II)
e um estagio “neutro” (manca III ou “neutra”) (Ogle, 1982). Este estagio
juvenil “neutro” pode desenvolver-se em macho ou fémea. Quando machos
estdo presentes na populagdo, os juvenis (no estagio “neutro”) sofrem
metamorfose somente para fémeas. Quando machos estdo ausentes na
populagdo, juvenis desenvolvem-se tanto machos como fémeas (Modlin &
Harris, 1989). Além disto, durante a auséncia de machos, fémeas podem
potencialmente tornar-se machos. Estes machos secundarios diferem levemente
na morfologia em relagdo ao primeiro (Holdish & Jones, 1983; Leite & Leite,
1997). Casos como este sao chamados de protogenia, isto €, reversdo de sexo
de fémea para macho. Dentre os tanaiddceos, a protogenia parece estar

associada a trés caracteristicas: (1) pouca mobilidade das fémeas, (2) baixa



abundancia de machos, devido a alta mortalidade e (3) intensa competicdao
entre machos (Highsmith, 1983).

Em relagdo a competi¢ao, a protogenia pode surgir quando machos
pequenos sao impedidos por machos maiores de copular com a fémea, sendo
vantajoso tornar-se macho somente quando atingir um tamanho que possa
competir com outros machos (Warner, 1988). Segundo Leite & Leite (1997), o
K. schubartii apresenta duas formas distintas de machos, indicando que esta
espécie poderia ser um hermafrodita em potencial. Existem poucos estudos que
analisaram os estagios do desenvolvimento marsupial e poés-marsupial, ciclo de
vida e fase larval de espécies de tanaidaceos, incluindo a espécie K. schubartii.
Tais estudos sdo importantes, principalmente quando se tem em vista a
utilizagdo desta espécie em testes ecotoxicologicos.

Zamboni & Costa, (2002) citam que pela posigdo trofica, por ser parte
da infauna de ambientes estuarinos, ser escavador e suspensivoro, K. schubartii
credencia-se como organismo para teste de ecotoxicidade, pois tem relagdo de
total dependéncia com o sedimento e com os contaminantes encontrados nas

suas diferentes fases.



Figura 1: Tanaidaceo bentonico Kalliapseudes schubartii.

5.0 PETROLEO E O ECOSSISTEMA MARINHO




Dentre todos os produtos quimicos o petroleo ¢ um dos mais
preocupantes em termos ambientais, principalmente pelos efeitos toxicos
potenciais a diferentes organismos.

Atualmente, o petrdleo ¢ o mineral marinho mais explorado no Brasil
(CIENCIA-HOJE, 2003), sendo que o setor brasileiro de petréleo e gas
demonstra, a cada ano, enorme potencial de crescimento econdmico-financeiro,
devido principalmente ao sucesso exploratorio de novos campos petroliferos no
territorio nacional.

O petroleo ¢ formado por uma mistura de compostos organicos gasosos,
liquidos e solidos. Ao todo, 75% do o6leo cru e refinado, possuem
hidrocarbonetos de peso molecular que varia entre 16 a 20.000, divididos em
quatro classes: n-alcanos ou parafinas, isoparafinas ou alcanos ramificados,
cicloalcanos e aromaticos. Compostos contendo oxigénio, nitrogénio, enxofre e
metais completam os 25 % das substancias restantes do produto (Albers, 1995).

E dificil determinar a quantidade total de petréleo que chega ao
ambiente marinho, mas estima-se que sdo aproximadamente 1,7 a 8,8 milhoes
de toneladas métricas por ano (Flores, et. al., 1998). Este tipo de poluicao

maritima pode ser proveniente de diversas fontes (Tabela 1).

Tabela 1: Percentual estimado de diferentes fontes de polui¢do maritima por
petréleo (Clark 1997)

Transporte 23.5%
(operagdes com navios, acidentes
com petroleiros, despejos de
lastro)




Instalagdes fixas 7.6%
(refinarias costeiras, exploragdes
“off-shore”, terminais)

Fontes naturais 10.6%

Transferéncia de poluicao 12.7%
atmosférica para o mar

Outras fontes 45.6%
(descargas urbanas, municipais,
industriais)

Quando o petroleo entra em contato com a agua superficial marinha,
varios sdo os processos fisico-quimicos que atuam alterando sua composicao e
toxicidade tais como: evaporacao, dissolugdo, oxidagdo fotoquimica, dispersao,

emulsificacdo e sedimentacao (Figura 2) (Crapez, 2001).
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Figura 2: Comportamento de 6leo derramado no mar e principais processos
envolvidos (ITOPF, 2003).
A composic¢ao do petroleo condiciona fortemente a sua toxicidade. As
diversas fragdes do 6leo relacionam a sua toxicidade, em curto prazo, com os

produtos destilados; e em longo prazo, com os produtos de a¢do lenta; e de um

modo indireto, com os produtos degradados biologicamente (biodegradacdo)



ou por processos fisico-quimicos (oxidag¢ao fotoquimica). Assim, nos produtos
refinados, a toxicidade ¢ maior naqueles com ponto de ebuli¢do mais baixo,
enquanto que nos oleos crus, as fragdes mais volateis (que sdo mais soluveis na
agua) e os compostos aromaticos sdo mais toxicos. Estes compostos aromaticos
— hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH-Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons) - apresentam diversas caracteristicas nefastas, entre as quais o
fato de serem mutagénicos (quanto maior a fragdo de PAH na constituicdo do
6leo cru, mais pronunciado este efeito), e carcinogénicos para os mamiferos,
porque ativam metabolicos no organismo (Costa, 1999).

Durante o processo de emulsificagdo, o petréleo modifica-se quanto a
sua densidade facilitando sua incorporagdo a matéria organica particulada
suspensa na agua, formando aglomerados que eventualmente tendem a descer a
superficie sedimentar. Crapez (2001) cita que “uma vez no sedimento o 6leo
pode persistir e exceder 1000 vezes, ou mais que a concentracdo encontrada na

coluna d’agua em aguas nao sujeitas a polui¢do antropogénica".

Em areas de baixa circulagdo, declividade ¢ com sedimento fino, como
0s mangues e marismas, o petroleo penetra facilmente no sedimento através
dos orificios abertos por crustaceos, moluscos, anelideos e raizes das plantas.
Estes orificios auxiliam no processo de oxigenacao do meio, porém, em caso
de derrames, terminam por promover uma maior percolagido do 6leo no
sedimento. Crapez (2001) cita que “este fendmeno debilita a estabilidade do
bentos, diminuindo a oxigenacao local, restringindo a degradagdo bacteriana,
diminuindo a diversidade local e dificultando a recuperagdo ambiental”. Como

conseqliéncia, as espécies nativas e/ou endémicas podem desaparecer.



Os prejuizos em relagdo a pesca sdo importantes, uma vez que os peixes
desaparecem das zonas atingidas e, na maior parte das vezes, esta atividade ¢
suspensa durante algum tempo. Os efeitos na aqiiicultura, crustaceos e
moluscos também sdao enormes. As espécies filtradoras (como os moluscos)
ingerem grande quantidade de toxicos e morrem, convertendo-se em animais
improprios para consumo humano, com o conseqiiente prejuizo para as pessoas

que vivem da sua comercializagao.

Os prejuizos podem abalar a confianga no mercado, visto que os
consumidores podem mostrar receio em adquirir produtos afetados pelo
acidente. Surgem assim restri¢des e puni¢des a atividade de pesca apds o
derrame, com o intuito de assegurar a confianga no mercado e assegurar a nao
exploragdo de recursos contaminados. Um derrame de 6leo pode ainda
provocar danos diretos nas embarcagdes e respectivos motores usados na

pesca.

5.1. A Situacao Brasileira

Devido as exploragdes de novos campos petrolifero no Brasil, o
transporte de petroleo aumentou significativamente em vias maritimas. A
principal preocupag¢do com o transporte de petrdleo pelo mar estd relacionada
aos possiveis acidentes com derrames e suas conseqiiéncias.

Nas ultimas décadas, em territorio nacional, um grande numero de
vazamentos acidentais de 6leo ocorreu em operagdes rotineiras com pequena,

média e grande gravidade. Os vazamentos sdo classificados de pequeno porte



quando a quantidade de 6leo ¢ menor que < 1m?, e de grande porte quando a
quantidade de 6leo de 6leo ¢ >1000m* (MARINHA/BRASIL, 2002).

A Tabela 2 mostra os principais acidentes com derramamento de
petroleo ou derivados no Brasil, assim como, quantidade, produto e o local do

derrame (AMBIENTE/BRASIL, 2003).

Tabela 2: Descri¢ao dos principais acidentes com derramamento de petroleo ou
derivados no Brasil, assim como quantidade derramada, tipo do produto e local
do derrame.

Data Quantidade e Produto Local

Marco de 1975 6 mil toneladas de petroleo ~ baia de Guanabara, RJ

Outubro de 1983 | 3 milhdes de litros de | Betioga, SP




Julho de 1992
Maio de 1994
Marco de 1997

Agosto de 1997

Outibrode 1998

Agosto de 1999

Novembro de 1999
Janeiro de 2000

Janeiro de 2000
Fevereiro de 2000
Marco de 2000
Marco de 2000
Junho de 2000
Julho de 2000

Julho de 2000
Julho de 2000
Setembro de 2000

Novembro de 2000

Fevereiro de 2001

Abril de 2001

Maio de 2001

Outubro de 2001

_Outubro de 2001

Fevereirode 2002

Maio de 2002
Junho de 2002

Agosto de 2002

petrdleo

10 mil litros de petréleo

rio Cubatio, SP

2,7 milhdes de litros petrdleo

Praias do litoral norte paulista

2,8 milhdes de dleo
combustivel

baia de Guanabara, RJ

2 mil litros de 6leo
combustivel

1,5 milhdo de litros de dleo
combustivel

I1ha do Governador, RJ

e

3 mil litros de petroleo

1000 litros de 6leo
combustivel

rio Igarapé do Cururu e rio

Negro, AM

Oleo combustivel

rio Siriri, SE

1,3 milhao de 6leo
combustivel

baia de Guanabara

200 litros de 6leo diluente

rio Cubatdo, SP

500 litros de petroleo

rio Paraiba

18 mil litros de petréleo cru

Praia de Jardim do Eden, RS

7.250 litros de petroleo

Sdo Sebastido, SP

380 litros do combustivel

baia de Guanabara

4 milhdes de litros de
petrdleo

rios Barigiii e Iguacu, PR

60 mil litros de 6leo diesel

Ponta Grossa, PR

20 mil litros de Oleo diesel

Ponta Grossa, PR

4 mil litros de combustivel

corrego Caninana

86 mil litros de petrdleo

4.000 mil litros de petroleo
diesel

Séo Sebastido e Ilhabela, SP

Corrego C inana, afluente
do Rio Nhundiaquara

30 mil litros de petréleo

35 mil litros de 6leo diesel

BR-277 entre Curitiba e

Paranagua_

Kron Go Proservagie
Ambiental de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul.

200 mil litros de petrdleo

715 litros de petroleo

Rio Tieté e do Corrego

Cachoeirinha, SP.

Bata de llha e Grande.
Angra dos Reis, RJ.

150 litros de petroleo

em Sao Francisco do Sul, no
litoral norte de Santa
Catarina.

392 mil litros de petroleo

50 mil litros de 6leo
combustivel

baia de Paranagud, PR

Baia de Guanabara, Rio de
Janeiro

16 mil litros de petroleo leve

baia de Ilha Grande, na regido
de Angra dos Reis, RJ

15 mil litros de petréleo

regido metropolitana de
Curitiba, PR

| Trés mil litros de petréleo

| Sdo Sebastido, SP.

5.2. A Legislagéo Brasileira



As atividades do setor petrolifero sao controladas em termos ambientais
pelo IBAMA, e tém como referéncia, entre outros instrumentos, as Resolugdes
CONAMA 20 de 18/06/1986, CONAMA 23 de 07/12/1994, CONAMA 237 de
19/12/1997 e CONAMA 293 de 12/12/2001.

A Resolugdo CONAMA 20 de 18/06/1986 ¢ genérica e aplica-se a
todos os efluentes e substancias langados em corpos hidricos receptores. Esta
Norma classifica as adguas doces, salobras e salinas com base em seus usos
preponderantes em nove classes. Para cada classe foram estabelecidos limites e
condi¢des especificas com base em parametros fisicos, fisico-quimicos,
bioldgicos (coliformes totais e fecais) e quimicos. As aguas marinhas s3o
classificadas como 5 e 6. O Artigo 21 desta mesma Resolugdo cita que os
efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderao ser langados, diretos ou
indiretamente nos corpos de agua, desde que obedecam as condigdes

especificadas no Quadro 1.



Quadro 1. Parametros de enquadramento para descartes de efluentes — Artigo

21 da Resolugdo CONAMA 20/86.

pH e oxigénio
dissolvido
Temperatura

Materiais
sedimentaveis

Regime de
lancamento

Oleos e Graxas

Materiais flutuantes

Entre 5 ¢ 9; ¢ > 5 mg/l respectivamente

Inferior a 400°C, sendo que a elevagdo de temperatura do corpo
receptor ndo devera exceder a 30°C.

Até ml/l em teste de 1 hora em cone Imhoff. Para o langcamento em
lagos e lagoas, suja velocidade de circulacao seja praticamente nula, os
materiais sedimentaveis deverdo estar virtualmente ausente.

Com vazao maxima de até 1,5 vezes a vazdo média do periodo de
atividade diaria do agente poluidor.

“Oleos minerais até 20 mg/1

Oleos vegetais e gorduras animais até 50 mg/1.

Ausentes

Valores maximos admissiveis das seguintes substancias (mg/l)

Amonia 50N
Arsénio total 0,5 As
Bario 5,0 Ba
Boro 5,0B
Cadmio 0,2 Cd
Cianetos 0,2 Cn
Chumbo 0,5Pb
Cobre 1,0 Cu
Cromo Hexavelente 0,5Cr
Cromo Trivalente 2,0Cr
Estanho 4,0 Sn
Indice de Fenois 0,5 C¢HsOH
Ferro Soluvel 15,0 Fe
Fluoretos 10,0 F
Manganés soltvel 1,0 Mn
Mercurio 0,01 Hg
Niquel 2,0 Ni
Prata 0,1 Ag
Selénio 0,05 Se
Sulfetos 1,0 S
Sulfitos 1,0 SO3
Zinco 5,0 Zn
Compostos Organofosforados e carbamatos totais 1,0 em Paration
Sulfeto de Carbono 1,0
Tricloroeteno 1,0
Cloroférmio 1,0
Tetracloreto de Carbono 1,0
Dicloroeteno 1,0

Compostos Organoclorados ndo listados acima
(pesticidas, solventes, etc) 0,05




Apesar de ndo ter utilizado o termo toxicidade, o artigo 12 da
Resolugdo CONAMA 20 de 18/06/1986 ressalta que “os padrdes de qualidade
estabelecidos nesta Resolugdo constituem-se em limites individuais para cada
substancia, e considerando as eventuais agdes sinérgicas entre as mesmas, estas
ou outras nao especificadas, ndo poderdo conferir as aguas caracteristicas
capazes de causarem efeitos letais ou alteragdes de comportamento, reprodugao
ou fisiologia da vida”. Veiga (1998) complementou esta informacao citando
que “esta exigéncia, no entanto, somente pode ser cumprida com aplicagdo de
testes de toxicidade aos efluentes. Entretanto, esta ¢ uma condigdo ainda dificil
de ser atendida, uma vez que, no Brasil, ainda ndo se tem definido, em
legislagdo especifica os organismos-teste a serem utilizados, e também nao
possui as metodologias de testes de toxicidade padronizadas juntamente com os
limites de toxicidade para efluentes e substancias quimicas a serem atendidos”.
Desta forma, os 6rgaos de controle ambiental acabam se limitando a exigirem o
cumprimento dos artigos 19 e 20 que requer analises quimicas detalhadas, tanto
do efluente, como da agua do corpo receptor, tomando por base a lista das
condi¢des e limites de concentracdes de substancias quimicas descritas nos

mesSmos.



6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Caracterizacao do Local de Coleta

A Lagoa de Itaipu € um corpo d’agua costeiro semi-fechado, de forma
circular, com cerca de 1,5 km?* de espelho d’agua. Estd localizada no litoral
setentrional do municipio de Niterdi, estado do Rio de Janeiro, entre as
latitudes 22° 57°S e 22° 59’S e as longitudes 43° 01’W e 43° 03’W, sendo a
segunda de uma série de lagunas costeiras que se distribuem ao longo do litoral
em dire¢do norte.

Esta Lagoa constitui parte do sistema lagunar Piratininga-Itaipt,
composto por duas lagunas interligadas por um canal aberto artificialmente na
década de 40, denominado canal de Camboata.

A Lagoa de Itaipu possui um canal de maré que permite uma
comunicagdo com o oceano de carater restrito, constituindo-se em uma laguna
costeira do tipo “Choked Lagoon”, segundo Kjerfve (1986). Sua batimetria ¢
bastante alterada, fruto de agdes antropicas que a Lagoa sofreu ao longo dos
anos.

Muhe & Albuquerque em 1976 mapearam o fundo lagunar plano,
apresentando profundidades ndo superiores a 90 centimetros de lamina d’agua.
Ja em 1986, ap0ds a abertura e fixacdo de sua barra, a profundidade chegava, em
decorréncia das dragagens, a mais de 6 metros no interior da laguna e a 1,5

metros no canal de maré (INPH, 1991).



A hidrodinamica da regido da enseada de Itaipu, que exerce influéncia
sobre o padrdo de circulagdo e grau de agitacdo das aguas lagunares ¢ pouco
conhecida, sendo a maioria dos dados utilizados em estudos na regiao
provenientes de calculos matematicos baseados nos poucos parametros ja
levantados. A Lagoa ¢ pouco sujeita a acao da forca geradora de marés, assim,
os principais fatores que atuam no padrio de circulacdo lagunar s3o as
correntes de maré, e de modo bem subordinado, as correntes geradas por
ventos (Lavenére-Wanderley, 1999).

A distribuicao granulométrica dos sedimentos superficiais na Lagoa de
Itaipu apresenta-se bastante segmentada. Lavenére-Wanderley (1999)
identificou cinco classes granulométricas na composi¢do do sedimento de
fundo, através da utilizacdo do diagrama triangular de Shepard (1954). Dentre
as 5 classes, a mistura entre areias e argilas com silte em quantidade
subordinada foi mais representativa. Esta distribuicdo de classes
granulométricas do sedimento de fundo da Lagoa mostra a influéncia da
circulagdo lagunar e da topografia de fundo na decomposicio e
retrabalhamento dos sedimentos sobre o fundo lagunar. O sedimento argiloso
predominando sobre o fundo lagunar, onde a batimetria ¢ mais suavizada,
caracteriza um ambiente de baixa energia ¢ demonstra a influéncia da dinamica
sobre a deposi¢ao dos sedimentos.

Os exemplares de Kalliapseudes schubartii foram coletados na regido
mesolitoral da Lagoa de Itaipu, nas coordenadas, latitude 22° 28’ e longitude

43°02° 39" (Figura 3).
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Figura 3: Area de coleta. A seta indica a localizacdo exata do ponto de coleta
do Kalliapseudes schubartii na Lagoa de Itaipu, Niteroi, RJ.

6.2. Adequacdo do Kalliapseudes schubartii as condicdes de

laboratorio
6.2.1. Coleta e aclimatacéo

Os exemplares de Kalliapseudes schubartii foram coletados numa

profundidade aproximada de 15 cm da superficie sedimentar. Os organismos



obtidos foram acondicionados em caixa de isopor contendo uma camada de
sedimento local e 4gua do mar, para transporte ao laboratorio.

No laboratério, os organismos foram separados visualmente por tamanho.
Individuos variando entre 0,7 a 1,0 cm de comprimento (excetuando as fémeas
ovigeras quando presentes) foram selecionados, sendo que, de cada lote
separado, foi extraida uma sub-amostra por quarteamento (quantidades iguais
de individuos divididas em quatro partes. Um dos quartos resultantes foi
escolhido para nova divisdo em quatro partes e assim por diante, cessando-se
quando o volume dos quartos for de aproximadamente 10% dos organismos do
primeiro quarteamento) para efetuar a medigdo (Zamboni & Costa, 2002). Em
seguida, os individuos selecionados passaram por um periodo minimo de 48
horas num processo de aclimatagdo, dentro de uma incubadora JP1000
(Prolab), com fotoperiodo de 12 horas luz, aeracdo constante e alimentacao.
Para isso, béqueres com capacidade de 1 litro foram previamente preparados
com 250g de sedimento de manutencdo e 500ml de d4gua de manutengdo, onde
foram colocados aproximado 30 individuos. A temperatura e salinidade foram
previamente estabilizadas nas combinagdes desejadas aos testes.

No laboratério toda agua seguiu um processo de limpeza descrito por
Badar6-Pedroso (1999) e USGS/BRD (1997) com adaptagdes. A éagua foi
filtrada em papel de filtro com porosidade de 2 pm, e posteriormente com filtro
de acetato de celulose de 0,45 um de porosidade. A adaptacdo proposta se
refere a um processo de autoclavagem por 30 minutos em temperatura de
121°C para eliminagdo de fungos, microalgas e bactérias. A agua filtrada e

autoclavada foi definida como 4gua de manutencao.



Todo sedimento utilizado foi retirado do local de coleta dos organismos.
No laboratorio, o sedimento seguiu um processo de limpeza descrito por
Hernandez et al ., (2000) com adaptagdo. O sedimento foi enxaguado com agua
destilada, seco, e limpo com dgua do mar filtrada. Este processo foi realizado
para extrair componentes (pedacos de madeira, plasticos, outros organismos
etc.) que pudessem influenciar o experimento. A adaptacdo proposta se refere a
um processo de autoclavagem por 30 minutos em temperatura de 121°C para
esterilizacdo de fungos e/ou bactérias. O sedimento limpo e autoclavado foi

definido como sedimento de manutengao.

6.2.2. Testes com Variaveis Ambientais

O objetivo desses testes foi definir as condigdes mais adequadas para
manuten¢do da espécie em laboratério, bem como buscar uma maior
compreensdo das respostas as varidveis ambientais mais significativas,
temperatura e salinidade (Suresh et al ., 1995; Ismael e Moreira, 1997; Segnini
de Bravo et al ., 1998; Drent, 2002). Para isso, organismos previamente
aclimatados, que apresentavam aspecto saudavel e comportamento normal
(capacidade de construir tubos e de movimento) foram expostos a diferentes
temperaturas (18, 22, 25 e 28 °C) e salinidades (15, 25 e 35), combinadas entre

si, num total de 12 tratamentos (Tabela 3).



Tabela 3: Descrigdo dos tratamentos experimentais, com as combinagdes entre
temperaturas e salinidades testadas.

Tratamentos Temperaturas Salinidades
1 18 15
2 18 25
3 18 35
4 22 15
5 22 25
6 22 35
7 25 15
8 25 25
9 25 35
10 28 15
11 28 25
12 28 35

Para realizacdo dos testes utilizou-se 500 ml de dgua de manutencdo, e
250 g de sedimento de manutengdo, em recipiente tipo béquer com capacidade
de 1 litro. Vinte e quatro horas antes do inicio dos testes, os recipientes
passaram por um processo de estabilizagdo quanto a aeragdo, temperatura e
salinidade desejadas. Em seguida, 10 individuos foram colocados nos
respectivos béqueres, e observados durante 2 horas, sendo que os animais
mortos ou que ndo apresentavam capacidade para construir tubos foram

substituidos (Figuras 4 ¢ 5).



Figura 4: Vista da parte superior do béquer mostrando alguns pontos onde o
Kalliapseudes schubartii construiu tubos.

Figura 5: Vista da parte lateral do béquer mostrando alguns pontos onde o
Kalliapseudes schubartii construiu tubos.



Para aferi¢ao diaria das salinidades utilizou-se um refratdmetro Shibuia e
para controle didrio da temperatura utilizou-se um termdémetro de minima e
maxima no interior da incubadora.

Quando a salinidade apresentou-se acima da faixa desejada para o teste, o
ajuste foi feito diluindo a d4gua de manutencao a cada 4 horas, baixando de 4 a
5 unidades de salinidade a cada adi¢do de dgua doce destilada e altamente
purificada por filtragdo e autoclavagem (Zamboni & Costa, 2002). Em nenhum
momento foi necessario ajustar a salinidade a faixa acima da desejada.

Ao final de cada etapa experimental, os recipientes foram retirados da
incubadora. Em seguida, a agua foi levemente remexida com uma espatula de
vidro. Este processo possibilitou a obtencdo do sedimento (despejado num
recipiente plastico com 30cm de largura por 10cm de altura), sem que os
organismos sofressem algum dano. Posteriormente, os organismos puderam ser
observados para quantificagdo do numero de mortos nos respectivos

tratamentos experimentais.

6.3. Alimentacéo

O preparo da dieta alimentar do Kalliapseudes schubartii, seguiu a
metodologia descrita por Costa (1997), com adaptagdes.
A alimentagdo dos organismos foi mantida a cada 48 horas com uma
solugdo composta com 0,25ml de ragdo em flocos para peixes tropicais, e racao
microfloculada para alevinos, acrescida com 0,15ml de cultivo da microalga

Tetraselmis gracilis em concentracio de 1 x 10° células/500ml.



6.3.1. Preparo da dieta alimentar

6.3.1.1. Racéo em flocos para peixes tropicais

Diluiram-se 5g de racdo em flocos para peixes tropicais macerada, em
1000ml de agua destilada. A mistura foi agitada mecanicamente até obter uma
suspensao homogénea, a qual permaneceu decantando por aproximadamente
12 horas. Ao final das 12 horas, o sobrenadante foi filtrado em malha de 0,45

micrémetro obtendo assim a primeira solugdo.

6.3.1.2. Racdo microfloculada de alevinos

Diluiram-se 24g de ragdo microfloculada de alevinos e 7g de fermento
biologico tipo ‘Fleischmann® em 1000ml de agua de manutengdo. A mistura
foi agitada mecanicamente até obter uma suspensdo homogénea, a qual
permaneceu decantando por aproximadamente 12 horas. Ao final das 12 horas,
o sobrenadante foi filtrado em malha de 0,45 micrometro obtendo-se a segunda
solugao.

Ambas as solugdes (primeira e segunda) foram misturadas em
quantidades iguais e congeladas em frascos de polietileno com capacidade de
50ml.

Este material pode ser utilizado por até seis meses, sendo que, uma vez

descongeladas, as solugdes podem ser utilizadas no maximo em sete dias.



6.3.1.3. Condigdes de cultivo e manutencdo da miroalga

Tetraselmis gracilis

A espécie de microalga utilizada neste estudo foram obtidas da Colecao
de Microalgas “Elizabeth Aidar”, do Departamento de Biologia Marinha da
Universidade Federal Fluminense.

O meio de cultura utilizado para cultivo e manutengcdo da microalga
Tetraselmis gracilis foi o meio /2 (Tabela 4) (Gullard & Ryther, 1962) que é
amplamente empregado na manuten¢do de estoques e em experimentos de
laboratorio. Este meio consiste em agua do mar enriquecida com nutrientes
inorganicos e organicos de composi¢do conhecida.

Tabela 4: Descrigdo e concentragdes das substancias utilizadas na producao do
meio de cultura f/2.

Nitrato (Solugdo estoque) 1 ml
Fosfato (Solugao estoque) I ml
Silicato (Solugao estoque) Iml*
Metais traco (Solugdo estoque) 1 ml
Vitaminas (Solucdo estoque) 1 ml
Agua do mar 1000 ml =3

* Utilizam-se 2 ml/l da solugdo estoque de Silicato;
** Faz-se uma diluicdo de 20 % com agua destilada, para compensar a evaporagao que
ocorre durante a autoclavagem.

Para a preparagdo do meio de cultivo foi utilizada dgua do mar filtrada
autoclavada a 121°C por 30 minutos. Ao fim da autoclavagem foi feita a
mistura do meio com as solugdes estoque (Tabela 5), nas proporcdes
adequadas. Sendo logo em seguida procedido a repicagem com a microalga

Tetraselmis gracilis. O tempo maximo entre o fim da autoclavagem e a



inoculagdo da cultura foi de 24 horas para equilibrio da dissolugao de gases no
meio.

Tabela 5. Substancias e concentracdes utilizadas no preparo das solugdes
estoque.

Solugéo estoque de Macronutrientes

1. NaNO3 7,5 g/ 100 ml
2. NaH2PO4. H20 0,5 g/ 100 ml
3. Na2SiO3. 9H20 1,0 g/ 100 ml
Solucgéo estoque de Metais Trago
CuS0O4. 5H20 0,98 g
ZnSo4. TH20 220 g
CoClI2. H20 1,05 ¢
MnCI2. 4H20 18,0 g
Solucéo estoque de Vitaminas
Tiamina 100 g
Biotina 0,5¢g
Vitamina B12 0,5¢g

O cultivo e a manutengdo da microalga foi realizado em frascos
Erlenmeyer de 500ml de capacidade contendo 250ml de meio de cultura.
Recebendo lateralmente uma radiacdo luminosa de aproximadamente 35
Em’s' (medido com um radiémetro Li-Cor, modelo LI-185B) fornecida por
lampadas fluorescentes em fotoperiodo de 12 horas luz (Figura 6). A
temperatura do laboratério variou aproximadamente entre 18 e 20°C.
Diariamente, os frascos foram agitados manualmente induzindo o aumento da

reproducao da microalga.



Figura 6: Aspecto da camara de cultivo de microalgas. As setas indicam a
espécie Tetraselmis gracilis.

6.4. Testes com Substancias de Referéncia

A determina¢do da sensibilidade do Kalliapseudes schubartii as
substancias de referéncia seguiu a metodologia descrita em Zamboni e Costa
(2002), com adaptacgdes.

O processo de coleta, selegao e aclimatagdo dos organismos utilizados
nos ensaios de rotina seguiram metodologia descrita no item 6.2.1.

Os testes de sensibilidade foram divididos em preliminar e definitivos.
O preliminar objetivou estimar a faixa de concentragdo mais provavel para a
ocorréncia de efeito agudo. Determinada esta faixa, os testes definitivos foram
realizados com uma série de concentracdes de cada substancia toxica, cujos

intervalos foram calculados por progressao geométrica com uma razao K.



Assim, os testes de sensibilidade com K. schubartii foram agudos, num sistema
estatico por um periodo de 96 horas.

Para cada concentra¢do toxica nos ensaios de rotina, foram utilizados
recipientes de polietileno de alta densidade, contendo 180ml de solugao e 5
organismos cada, repetidas 3 vezes. Durante os testes, ndo foi fornecida
alimentagdo, nem aeragdo, e a temperatura foi mantida constante em 20 + 1°C,
sob fotoperiodo de 12 horas luz.

A cada 24 horas foi realizada a leitura dos testes para a quantificagdo e
remocao dos organismos mortos. A toxicidade foi medida em termos de efeitos
sobre a sobrevivéncia. A mortalidade dos animais foi identificada pela auséncia

de movimentos dos membros.

6.4.1. Preparo das solugdes-teste

Para o dodecil sulfato de sodio foi preparada uma solugdo-estoque de
100mg/l, a partir da qual obtiveram-se as solugdes-teste, nas seguintes
dilui¢des: 0,0; 0,1; 1,0; 10; 50 e 100mg/l. A solugdo-estoque preparada com o
zinco foi de 200mg/1, sendo testadas as dilui¢des de 0,0; 0,1; 1,0; 5,0; 10; 20 e

40mg/1.

6.4.2. Validade do teste

Os resultados foram considerados validos, quando o percentual de

sobrevivéncia no controle foi maior ou igual a 80% (Zamboni & Costa, 2002).



6.5. Testes de Toxicidade com Petroleo

O petrdleo utilizado foi o “Canadon Seco”, fornecido pela Refinaria
Manguinhos, RJ. O Canadon seco ¢ um petréleo cru extraido na Argentina e
classificado como leve, pois possui API de 26,3 (AGENCIAESTADO, 1999).

Os testes de toxicidade foram divididos em preliminar e definitivo. O
preliminar objetivou estimar a faixa de concentracdo mais provavel para a
ocorréncia de efeito agudo. Determinado esta faixa, os testes definitivos foram
realizados com uma série de concentracdes, cujos intervalos foram definidos
independentemente de célculos. Assim, o teste preliminar foi agudo, num
sistema estatico, por um periodo de 96 horas.

Num primeiro momento, o teste definitivo teve sua metodologia
definida igualmente ao teste preliminar. Porém, apds analise visual dos
recipientes-teste nas primeiras 96 horas de exposi¢do, verificou-se que o
nimero de organismos mortos ndo foi suficiente para determinagdo da
concentracdo letal. Neste caso decidiu-se aumentar esse periodo de exposicao
de 96h para 10 dias. Assim, este teste foi finalizado como crénico, num sistema
estatico, por um periodo de 10 dias.

Para cada concentragdo toxica, foram utilizadas recipientes de
polietileno de alta densidade com capacidade de 400ml, contendo 150g de
sedimento de manutencdo contaminado com petroleo, € 150ml de 4gua de
dilui¢do. Foram inseridos 10 organismos em cada recipiente-teste e cada
concentracdo foi repetida 4 vezes. Durante todo periodo experimental foi
fornecida alimentagdo, aeragdo constante, temperatura de 20 + 1°C, e

fotoperiodo de 12 horas luz.



A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia. A
morte dos organismos foi identificada pela auséncia de movimentos dos

membros.

6.5.1. Preparo das solugdes-teste e sele¢cdo dos organismos

O método de preparo das solugdes-teste seguiu a metodologia descrita
por Tarzwell (1969). Cada concentracdo testada foi preparada de forma
individual, ou seja, sem ocorrer dilui¢do a partir de uma solugdo-estoque. As
concentragdes testadas foram 0, 10000, 50000, 100000 ¢ 150000 ppm. Para
isso, foram inseridos 0, 20, 60, 120 e 180 ml de 6leo em 2 litros de 4gua do mar
filtrada em 0,4500m de porosidade. Cada mistura foi agitada em
homogeneizador elétrico (Marca Hamilton Beach, modelo n® 936-1) (Figura 7),
por 5 segundos a uma velocidade de 13.000 rpm, e colocado para decantar
aproximadamente por 2 minutos. Apos a decantacdo, a Fragao Dispersa do 6leo
em Agua (FDA) foi retirada sobrando apenas a Fragdo Oleo-Agua (FOA)

(Figura 8).



Limpa

Figura 8. Ilustra¢io do contraste entre a Fragio Oleo-Agua e ég}la do mar
limpa.

Em seguida a FOA foi misturada no sedimento de manutencdo. Este
processo foi feito com auxilio de uma batedeira elétrica, em baixa rotagao,
durante 10 minutos (Figura 9). O sedimento contaminado ficou em repouso e
resfriado durante 24 horas. Apos esse periodo, o sedimento foi homogeneizado
manualmente, ¢ dividido nas suas respectivas réplicas, sendo em seguida,

inserida dgua do mar filtrada. Para tentar impedir uma ressuspensdo



significativa da solu¢ao final do sedimento a coluna d’agua, foi colocado um
pléstico na regido superior do sedimento, o qual foi retirado cuidadosamente
apos insercao total da agua (Figura 10). Em seguida foi realizado o processo de
selecao aleatoria dos organismos (Figura 11) e inser¢do de 10 organismos em

cada réplica.

Figura 10. Plastico inserido no interior do béquer para evitar ressuspensao
significativa do petroleo para a coluna d’4gua.



Figura 11. Demonstragdo dos organismos distribuidos aleatoriamente.

6.5.2. Validade do teste

Os resultados foram considerados validos, quando o percentual de

sobrevivéncia no controle foi maior ou igual a 80% (Zamboni & Costa, 2002).

6.6. Caracterizacdo Granulométrica e Analise de Matéria Orgéanica

Para caracteriza¢do granulométrica dos sedimentos utilizou-se o método
de peneiramento e pipetagem descrito por Suguio (1973). As andlises foram
realizadas no Laboratério de Sedimentologia do Departamento de Geologia
Marinha da Universidade Federal Fluminense.

As amostras de sedimento foram pesadas em quantidades iguais (60 g),
lavadas para retirada de sais, e secas em estufa a 60°C sendo, em seguida, feito
0 quarteamento.

As fragdes grosseira e fina dos sedimentos foram selecionadas através

de peneiramento em malha de 0,062 mm.



Os sedimentos menores que 16 mm e maiores que 0,062 mm foram
analisados através do método da escala de Wentworth; isto €, peneirados em
jogo de peneiras seguindo intervalos de 2 phi de abertura de malha.

Os sedimentos menores que 0,062 mm foram selecionados pelo método
indireto da pipetagem baseado na Lei de Stokes.

Todos esses sedimentos foram posteriormente pesados em balanca
analitica.

A partir dos resultados obtidos, os sedimentos foram classificados as
fragdes granulométricas em cascalho, areia, silte e/ou argila através do software
SAG (Sistema de Analise Granulométrica).

Tendo como objetivo verificar se o processo de limpeza realizado
modifica as caracteristicas organicas do sedimento, foram analisadas duas
amostras de sedimento, uma amostra do sedimento original ¢ uma amostra de
sedimento limpa (utilizada nos testes). Para isso, pesou-se 40g de cada
sedimento em balanga analitica. Em seguida, quantidades crescentes de
peroxido de hidrogénio (100%) foram acrescentados nas amostras durante 1
hora. Em seguida, as amostras foram deixadas em repouso para esfriar, limpas
com agua (retirada do peroxido) e colocadas para secar em temperatura
ambiente e pesadas. A diferenca de peso inicial e final foi calculada em

porcentagem.



7. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Paralelamente aos testes de toxicidade foram realizadas anélises fisico-
quimicas das amostras para caracterizacdo de: potencial hidrogenionico (pH)
(pHmetro Analyser), oxigénio dissolvido (oximetro Digimed) e salinidade
(refratdmetro Shibuya).

As aferi¢des foram realizadas em uma réplica de cada dilui¢do, no

inicio e no final de cada etapa experimental.



8. CONTROLE DA QUALIDADE DOS ENSAIOS

O efeito toxico observado foi estabelecido baseando-se em objetivos
que visam identificar uma resposta clara do organismo, inequivoca e
facilmente mensuravel, resultante da ag¢do toxica de um determinado tipo de
petroleo.

Assim, para K. schubartii, o efeito final observado em cada teste foi a
letalidade, expressa em CL50 para cada substancia toxica de referéncia e para o
petroleo.

A sensibilidade dos organismos foi avaliada através de testes com
substancias toxicas padroes, sendo estas, o dodecil sulfato de sodio e zinco.

A coleta da agua de manutengdo se fez através de galdes de plastico com
capacidade de 50 litros na praia de Itacoatiara, Niteroi, RJ.

Os recipientes plasticos utilizados tanto nos testes de adequacao e nos
testes de toxicidade seguiram o processo de limpeza sugerido pela ASTM,
(1990). Inicialmente foram lavadas uma unica vez com detergente neutro, uma
unica vez com acetona, 3 vezes com agua de torneira, ficando posteriormente
de molho em d4cido nitrico 10% por 12 horas, quando foram enxaguados 3
vezes com agua destilada.

As vidrarias que tiveram contato com sedimento foram deixadas de
molho por 15 minutos em agua de torneira, esfregadas com escova e detergente
de laboratorio. Posteriormente foram enxaguadas duas vezes com agua de

torneira, deixadas de molho no écido nitrico 10% por 12 horas, enxaguadas 2



vezes com agua de torneira, enxaguadas 1 vez com acetona, enxaguadas duas
vezes com agua de torneira e 3 vezes com agua destilada, quando foram
colocadas a secar em estufa.

As solugdes de acido nitrico 10% foram utilizadas para limpeza de

recipientes no maximo de 3 vezes (Anderson et. al., 1990).



9. EXPRESSAO DE RESULTADOS E CALCULOS

ESTATISTICOS

Em todos os testes de toxicidade a expressao do resultado foi a CL50.

A CL50 ¢ a resposta média de uma dada populagdo teste, sendo uma
estimativa da verdadeira concentragdo média letal ou efetiva da populacao
inteira. Sempre que um valor de CL50 ¢ dado, fornece também uma medida de
variabilidade da populagdo. Os limites de 95% de confianca sdo importantes,
porque definem um intervalo, tal que, se fosse possivel calcula-los repetidas
vezes, com organismos teste da mesma populacdo, 95% dos intervalos
calculados incluiriam a verdadeira CL50 (APHA, 1995).

Valores de CL diferentes de 50% podem e tém sido usados para
caracterizar a toxicidade de efluentes. No entanto, o efeito ao nivel de 50% da
populacdo, e seu intervalo de confianga associado, pode ser calculado com
maior grau de precisdo. A razio disto ¢ porque a curva tipica de concentragdo-
resposta apresenta maior linearidade, e, portanto menor variabilidade, ao nivel
de 50% de efeito, sendo o intervalo de confianca desta forma mais estreito
(APHA, 1995).

O método estatistico utilizado para calculo da CL50 foi o Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1978).

Os resultados obtidos nos testes de temperatura e salinidade foram

analisados quanto a normalidade e homodedasticidade. A partir dai, os dados



foram avaliados através de analise de varidncias (ANOVA) unidirecional,

seguidos do Teste de comparagao multipla de Tukey (Nipper, 2002).



10. RESULTADOS

10.1. Estatistica descritiva

Obtou-se pelo uso de estatistica paramétrica. Para tanto, fez-se
necessario transformar os dados visando atender as premissas de normalidade e
homocedasticidade. Tentativas de transformacdes foram feitas para arcoseno,
raiz e log. A normalidade nao foi atingida em nenhum dos casos (Tabela 6), ja
a homecedasticidade foi alcancada através do arcoseno (Tabela. 7).

Segundo Underwood (1981), a normalidade nao ¢ uma premissa
intransponivel para aplicacao de um teste de analise de variancia. Sendo assim,
manteve-se 0 uso da estatistica paramétrica devido sua robustez em relagdo a

um teste equivalente ndo-paramétrico.

Tabela 6. Numero de sobreviventes analisados estatisticamente quanto a
normalidade em arcoseno, raiz e log.

Shapiro-Wilk W p
Arcoseno 0,87821 0,0001 3%
Raiz 0,84708, 0,00002%**
Log 0,84555 0,00002%**

*** significativo em nivel de 0,1%.



Tabela 7. Resultados de arcoseno analisados estatisticamente quanto a

homocedasticidade.
Teste de Homocedasticidade
Hartley Cochran Bartlett df p
Arcoseno 3,3548 0,3985 3,7902 3 0,2850 ns

ns: ndo significativo

10.2. Efeito da Temperatura e Salinidade

Os maiores valores de sobrevivéncia foram obtidos nos tratamentos 1, 2

e 3 chegando a 95% de sobrevivéncia. Os tratamentos 4, 5 e 6 também

apresentaram resultados satisfatorios para o objetivo do trabalho, com 92,5,

92,5 e 87,5% de sobrevivéncia respectivamente (média de 91%). A diferenga

observada entre os tratamentos 1 a 6 ndo foi significativa (Tabela 8).

Tabela 8. Porcentagem de sobrevivéncia do K. schubartii entre os tratamentos
1 e 6 dos testes de temperatura e salinidade.

Salinidades

Tratamentos Temperaturas
(’C)
{1} 18 15
{2} 18 25
{3} 18 35
{4} 22 15
{5} 22 25
{6} 22 35

Sobrevivéncia média

(%)
95ns
95ns
95ns
92,5ns
92,5ns

87,5ns

ns. Nao significativo

0 K

schubartii mostrou-se muito sensivel quando exposto a

temperaturas acima de 25°C, pois a média de sobrevivéncia foi de apenas 47%

em 25°C (tratamentos 7 a 9) e 33% em 28°C (tratamentos 10 a 12). Nestes



casos, ndo foi observada diferenca significativa entre esses tratamentos (Tabela

9).

Tabela 9. Porcentagem de sobrevivéncia do K. schubartii entre os tratamentos
7 e 12 dos testes de temperatura e salinidade.

Tratamentos Temperaturas Salinidades Sobrevivéncia média

(%)

{7} 25 15 47,5ns

{8} 25 25 47,5ns

{9} 25 35 45ns

{10} 28 15 30ns

{11} 28 25 45ns

{12} 28 35 22,5ns

ns. Nao significativo

Os resultados mostram que a temperatura ¢ um fator limitante para o
tanaidaceo K. schubartii, pois a média de sobrevivéncia (95; 91; 47 e 33%)
diminuiu gradualmente com o aumento desta variavel (18, 22, 25 e 28°C,

respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12. Diminui¢do gradual da porcentagem de sobrevivéncia do K.
schubartii conforma aumento da temperatura nos testes de adequagao.



Os resultados demonstram também que salinidades entre 15 e 35 nao
causam efeitos significativos na sobrevivéncia do K. schubartii (Tabela 10).
Os resultados de OD realizado no inicio e final dos testes demonstram

estar dentro dos limites estabelecidos segundo Rabalis (1998) (Tabela 11).

Tabela 11. Valores de oxigénio dissolvido (OD) analisado no inicio e final dos
testes de temperatura e salinidade.

Tratamentos OD (mg/l)
Inicio Final

1 53 6

2 5,6 6,3
3 6 6,5
4 59 6,6
5 5,5 6,2
6 5,5 59
7 5,5 5,7
I 5,6 6,3
9 59 6,3
10 6 6,3
11 55 5,7
12 5,6 5,7

10.3. Substancias de Referéncia

Os resultados da CL50/96h obtidos nos testes com as substancias de
referéncia dodecil sulfato de sodio e zinco, estdo apresentados na Tabela 12.

A CL50/96h média obtida com o DSS foi de 25,90 mg/I (dp = 4,61%),
com coeficiente de variagao de 17,80%.

A média calculada com os resultados obtidos nos testes conduzidos com

zinco foi de 5,80 mg/1 (dp = 2,78%), com coeficiente de variagcdo de 47,93%.



Tabela 12. Resultados da CL50/96h dos testes de toxicidade conduzidos com
zinco e dodecil sulfato de sodio (DSS).

Zinco DSS
Teste **S.C. | CL50/96h IC CL50/96h IC

(%) (mg/l) (mg/l)

Preliminar* 93 12,94 8,65 -19,34 40,08 26,01 — 61,76

1 100 8,49 6,10—-11,80 22,36 17,03 — 29,36

2 100 2,94 1,07 — 8,06 24,23 17,35 - 33,85

3 100 5,98 4,13 — 8,66 31,11 21,16 — 45,72
Média 5,80 25,90

dp 2,78 4,61

CV (%) 47,93 17,80

* Os resultados dos testes preliminares ndo foram considerados no calculo da média.
** Sobrevivéncia no controle
IC = Intervalo de confianga, dp = desvio padrdo, CV = coeficiente de variagao.

10.3.1. Parametros Fisico-Quimicos

Os valores de salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram medidos no
inicio e no final dos testes em uma réplica de cada dilui¢do. As variagdes dos
resultados encontram-se dentro dos limites estabelecidos (Tabela 13) (Rabalais

& Turner, 1998).

Tabela 13. Variagdo da salinidade, pH e oxigénio dissolvido (OD) analisados
nos testes com substancias de referéncia.

Substancia Salinidade pH OD (mg.L™)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
DSS 30 32 7,60 8,33 5,17 6,33

Zinco 30 32 7,81 8,34 513 7,02




10.4. Testes de Toxicidade com Petroleo

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos no teste preliminar. Neste
caso, ndo foi possivel analisar a CL50/96h, pois a mortalidade dos organismos
nao foi superior a 17,50% (500ppm). A situacdo controle proporcionou 97,5%

de sobrevivéncia.

Tabela 14. Média percentual da sobrevivéncia do K. schubartii durante o teste
preliminar com sedimento contaminado por petroleo, nas diferentes
concentragoes avaliadas.

Concentracdes do petréleo (ppm)

0,0 250 500 1000 5000 10000
Réplicas Porcentagem de sobrevivéncia
Média 97,5 92,5 82,5 85 90 85

No teste definitivo, a CL50/10dias obtida para o organismo foi de
105740.50 ppm de petroleo através da Fragdo Oleo Agua (FOA) preparada e
misturada ao sedimento. Sendo que a situagdo controle proporcionou 100% de

sobrevivéncia do K. schubartii (Tabela 15).

Tabela 15. Resultado da CL50/10dias obtido no teste de toxicidade definitivo
com petroleo.

Petroleo
Teste Sobrevivéncia CL50/10dias IC
controle (ppm)
(%)

Definitivo 100 105740,50 81785.60 - 136711.76




Paralelamente ao teste com petrdleo, foi avaliado a sensibilidade dos
organismos através de teste com a substancia de referéncia DSS (CV=17,80%),
escolhida por ter apresentado menor coeficiente de variacdo que o zinco
(CV=47,93%).

A CL50/96h do DSS para o K. schubartii foi de 8,77mg/1 (Tabela 16).

Tabela 16. Resultado do teste com a substancia de referéncia DSS realizado em
paralelo com o teste com petrdleo.

DSS
Teste Sobrevivéncia CL50/96h IC
controle (mg/l)
(%0)
1 100 8,77 421 -18,29

Os valores de salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram medidos no
inicio e no final dos testes em uma réplica de cada dilui¢do. As variagdes dos
resultados encontram-se dentro dos limites estabelecidos (Tabela 17) (Rabalais

& Turner, 1998).

Tabela 17. Parametros fisicos e quimicos das solugdes do teste com a
substancia DSS, testada paralelamente ao teste de toxicidade definitivo com
petroleo.

Substancia Salinidade pH OD (mg.L™)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
DSS 30 31 8,13 830 5,40 5,10

10.5. Granulometria e Matéria Orgénica

Os resultados obtidos demonstram que tanto nos testes com

temperaturas e salinidades, quanto nos testes de toxicidade com petréleo, ndo



ocorreu modificacdo quanto a classificagdo granulométrica dos sedimentos
originais (Tabela 18 e 20), em relacdo ao sedimento utilizado nos respectivos
testes (Tabela 19 e 21). Todos os sedimentos foram coletados no ponto de
coleta do K. schubartii na Lagoa de Itaipu, Niteroi, RJ, ¢ foram classificados
como areia fina.

O sedimento original amostrado no ponto de coleta do K. schubartii
possui 2,5% de matéria organica. Enquanto que o mesmo sedimento, porém
passado por um processo de limpeza (sedimento utilizado nos testes) possui

0,8% de matéria organica.



Tabela 18. Resultado da andlise granulométrica realizada com amostra de
sedimento original, utilizado nos testes de temperatura e salinidade.

Freqliéncia
D(MM) PHI Peso Freqgliéncia % Acumulada
2,0000 -1,0 0,0000 0,0000 0,0000
1,4142 0,5 0,1230 0,1766 0,1766
1,0000 0,0 0,5419 0,7781 0,9548
0,7071 0,5 2,4578 3,5292 4,4839
0,5000 1,0 5,1524 7,3984 11,8823
0,3536 1,5 5,2653 7,5605 19,4428
0,2500 2,0 7,2132 10,3575 29,8003
0,1768 2,5 5,2351 7,5171 37,3175
0,1250 3,0 14,2675 20,4869 57,8043
0,0884 3,5 21,2967 30,5802 88,3845
0,0625 4,0 6,5627 9,4235 97,8079
0,0442 4,5 1,5266 2,1921 100,0000
2,0000 -1,0 0,0000 0,0000 0,0000
Percentis
PHIS 0,535
PHI75 3,281
PHI16 1,272
PHIg4 3,428
PHI25 1,768
PHI9S 3,851
PHIS0 2,810
Parametros estatisticos
Mediana 2,810
Média 2,503
Selecionamento 0,930
Assimetria -0,399
Curtose 0,898
Curtose (norm) 0,473
Classificacdo por frequéncia
simples
Cascalho 0,000
Areia muito grossa 0,955
Areia grossa 10,928
Areia média 17,918
Areia fina 28,004
Areia muito fina 40,004
Silte 2,192
Arqila 0,000

Classificagdo pela média
=> AREIA FINA <=
areia moderadamente selecionada / platicurtica/ assimetria muito
Classificagdo textural de Folk negativa
Classificagdo Larsonneur (Dias/96) AL1d: Areia litoclastica fina a m.fina




Tabela 19. Resultado da andlise granulométrica realizada com amostra de
sedimento limpo, utilizado nos testes de temperatura e salinidade.

Frequéncia
D(MM) PHI Peso Frequéncia % Acumulada
2,0000 -1,0 0,0000 0,0000 0,0000
1,4142 -0,5 0,0620 0,0877 0,0877
1,0000 0,0 0,4521 0,6395 0,7272
0,7071 0,5 3,9563 5,5961 6,3233
0,5000 1,0 9,1023 12,8750 19,1984
0,3536 1,5 5,0807 7,1866 26,3849
0,2500 2,0 8,4851 12,0020 38,3869
0,1768 2,5 5,6358 7,9717 46,3587
0,1250 3,0 12,5199 17,7092 64,0679
0,0884 3,5 20,0235 28,3229 92,3908
0,0625 4,0 4,5232 6,3980 98,7888
0,0442 4,5 0,8563 1,2112 100,0000
0,0313 5,0 0,0000 0,0000 100,0000
Percentis
PHI5 0,382
PHI75 3,193
PHI16 0,876
PHI84 3,352
PHI25 1,404
PHI9S 3,704
PHIS0 2,603
Parametros estatisticos
Mediana 2,603
Média 2,277
Selecionamento 1,047
Assimetria -0,366
Curtose 0,761
Curtose (norm) 0,432
Classificagdo por frequéncia
simples
Cascalho 0,000
Areia muito grossa 0,727
Areia grossa 18,471
Areia média 19,189
Areia fina 25,681
Areia muito fina 34,721
Silte 1,211
Arqgila 0,000

Classificagdo pela média
=> AREIA FINA <=
areia moderadamente selecionada / platicurtica/ assimetria muito
Classificagdo textural de Folk negativa
Classificagdo Larsonneur (Dias/96) AL1d: Areia litoclastica fina a m.fina




Tabela 20. Resultado da andlise granulométrica realizada com amostra de
sedimento original, utilizado nos testes de toxicidade com petroleo.

Frequéncia
D(MM) PHI Peso Frequéncia % Acumulada
2,0000 -1,0 0,0000 0,0000 0,0000
1,4142 -0,5 0,0240 0,0344 0,0344
1,0000 0,0 0,3207 0,4594 0,4937
0,7071 0,5 3,2856 4,7062 5,2000
0,5000 1,0 4,8108 6,8909 12,0909
0,3536 1,5 5,5407 7,9364 20,0273
0,2500 2,0 8,0658 11,5533 31,5806
0,1768 2,5 8,0263 11,4967 43,0773
0,1250 3,0 12,5199 17,9333 61,0106
0,0884 3,5 19,5093 27,9448 88,9553
0,0625 4,0 6,3595 9,8254 98,7808
0,0442 4,5 0,8512 1,2192 100,0000
0,0313 5,0 0,0000 0,0000 100,0000
Percentis
PHI5 0,479
PHI75 3,250
PHII16 1,246
PHIg4 3,411
PHI25 1,715
PHI9S 3,808
PHI50 2,693
Parametros estatisticos
Mediana 2,693
Média 2,450
Selecionamento 0,929
Assimetria -0,333
Curtose 0,889
Curtose (norm) 0,471
Classificacdo por freqiiéncia
simples
Cascalho 0,000
Areia muito grossa 0,494
Areia grossa 11,597
Areia média 19,490
Areia fina 29,430
Areia muito fina 37,770
Silte 1,219
Argila 0,000

Classificagdo pela média
=> AREIA FINA <=
areia moderadamente selecionada / platicurtica/ assimetria muito
Classificagdo textural de Folk negativa
Classificagdo Larsonneur (Dias/96) AL1d: Areia litoclastica fina a m.fina




Tabela 21. Resultado da andlise granulométrica realizada com amostras de
sedimento limpas, utilizado nos testes de toxicidade com petrdleo.

Frequéncia
D(MM) PHI Peso Frequéncia % Acumulada
2,0000 -1,0 0,0000 0,0000 0,0000
1,4142 -0,5 0,0450 0,0645 0,0645
1,0000 0,0 0,3207 0,4596 0,5241
0,7071 0,5 3,0854 4,4218 4,9459
0,5000 1,0 5,0108 7,1812 12,1271
0,3536 1,5 5,0808 7,2815 19,4086
0,2500 2,0 8,4851 12,1604 31,5690
0,1768 2,5 9,6358 13,8095 45,3785
0,1250 3,0 15,5199 22,2423 67,6208
0,0884 3,5 19,5093 27,9597 95,5805
0,0625 4,0 2,8595 4,0981 99,6785
0,0442 4,5 0,2243 0,3215 100,0000
0,0313 5,0 0,0000 0,0000 100,0000
Peso Total 69,9052
Percentis
PHIS 0,504
PHI75 3,132
PHI16 1,266
PHIS4 3,293
PHI25 1,730
PHI9S 3,490
PHI50 2,604
Parémetros estatisticos
Mediana 2,604
Meédia 2,387
Selecionamento 0,844
Assimetria -0,363
Curtose 0,873
Curtose (norm) 0,466
Classificagdo por frequéncia
simples
Cascalho 0,000
Areia muito grossa 0,524
Avreia grossa 11,603
Areia média 19,442
Avreia fina 36,052
Areia muito fina 32,058
Silte 0,321
Arqgila 0,000

Classificagdo pela média
=> AREIA FINA <=
areia moderadamente selecionada / platicurtica/ assimetria muito
Classificagdo textural de Folk negativa
Classificagdo Larsonneur (Dias/96) AL1d: Areia litoclastica fina a m.fina




10.6. Analise Quimica do Sedimento

Os resultados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) da
amostra do sedimento da Lagoa de Itaipu, Niter6i, RJ, estdo apresentados na
Tabela 22.

Os resultados obtidos da andlise quimica realizada com uma amostra de
sedimento do ponto de coleta do K. schubartii mostra que a quantidade total

HPA encontrado ¢ de 0,36 mg/kg.

Tabela 22. Resultados de HPA da amostra do sedimento do ponto de coleta do
K. schubartii.

Substancias Concentracao (mg/kg)
Naftaleno 0,10
Acenaftileno nd
Acenafteno nd
Fluoreno nd
Fenantreno 0,02
Antraceno nd
Fluorentano 0,04
Pyreno 0,07
Benz(a)antraceno 0,02
Chryseno 0,03
Benzo(b)fluorentano 0,02
Benzo(k)fluorentano nd
Benzo(a)pyreno 0,02
Indeno(123-cd)pyreno 0,02
Dibenzo(a,h)antraceno nd
Benzo(ghi)peryleno 0,02
Total 0,36

nd — ndo detectado



11. DISCUSSAO

11.1. Escolha de Organismos-teste

Apesar das vantagens de se empregar o cultivo em laboratério de
espécies para testes de toxicidade, muitos destes testes dependem de
organismos provenientes do campo. Pode-se citar o misidaceo Mysidium
graciles, o anfipodo Tiburonella viscana, os copépodos Arcartia lilljeborgi ¢
Temora stylifera, os bivalves Crassostrea rhizosphorea e Perna perna, ¢ o
equinoderma Lytechinus variegatus como alguns exemplos de organismos-
teste utilizados no Brasil que ainda ndo sdo cultivadas em laboratoério.

No entanto, o uso de animais provenientes do campo estd condicionado
a sua disponibilidade in natura. Neste caso, as coletas dos organismos no
campo ndo devem ser realizadas de forma excessiva e sem controle, pela
possibilidade de causar uma diminuicao significativa do estoque populacional
(Badar6-Pedroso et. al., 2002). Adicionalmente, se uma determinada espécie
pode fornecer informacdes importantes a respeito das condi¢des ambientais de
determinado local, vale a pena insistir no seu cultivo ainda que este apresente
dificuldades (Chapman, 2002).

Segundo Badaro-Pedroso et. al. (2002) o cultivo de organismos ¢
extremamente encorajado, pois possibilita o controle de varios fatores (saude,

idade, etc) importantes para obtencao de resultados de qualidade.



E necessario testar o equivalente a espécies “chaves”, ou seja, espécies
que contribuem com informacgdes importantes a toda comunidadde envolvida.

Outro fato de grande importancia, € testar ndo somente organismos que
estdo facilmente disponiveis, por envolver menos esfor¢cos. Nao deve-se hesitar
em testar os organismos que estdo razoavelmente ou dificilmente disponiveis,
pois os resultados obtidos podem proporcionar informagdes realmente

compensadoras (Chapman, 2002).

11.2. K. schubartii como Organismo para Testes de Toxicidade

As condigdes de laboratdrio testadas no presente estudo mostraram-se
adequadas para o desenvolvimento de testes de toxicidade com o K. schubartii.
Isto pode ser comprovado pelo fato desse tanaidaceo se enquadrar em todos os
critérios definidos para escolha de um organimos-teste. Sao eles: (a) biologia e
ecologia da espécie; (b) alta taxa de sobrevivéncia sob condi¢des controladas;
(c) pouca sensibilidade as variaveis naturais do sedimento, como tamanho das
particulas e conteudo organico; (d) disponibilidade e abundancia na natureza;

(e) importancia ecoldgica e econdmica.

11.2.1. InformacGes sobre a biologia e ecologia da espécie

O item 4 do presente trabalho, possui todas as informacdes sobre os
tanaidaceos em geral, e também sobre o K. schubartii. As informagdes
encontradas nas bibliografias mostram consideragdes importantes sobre o seu

habitat, preferéncia alimentar, reproducdo, distribuicdo, localizagdo,



importancia econdmica e ecologica e protogenia. Este conjunto de informagoes

sugere caminhos para tentativas de adequar esta espécie em laboratorio.

11.2.2. Alta taxa de sobrevivéncia sob condi¢Ges controladas

A média de sobrevivéncia de 95% e 91% nos tratamentos 1 a 6 dos
testes com temperaturas e salinidades foram considerados suficientes para
realizar futuros testes de toxicidade com a populacdo de K.schubartii da Lagoa
de Itaipu.

Segundo Zamboni & Costa (2002), resultados s6 podem ser
considerados validos, quando o percentual de sobrevivéncia no controle for
maior ou igual a 80%. Nos testes com substancias de referéncia e com petroleo

no presente trabalho, a porcentagem de sobrevivéncia foi de 100%.

11.2.3. Pouca sensibilidade as variaveis naturais do sedimento, como

tamanho das particulas e conteddo orgéanico

Nucci (2001) observou esta espécie sendo a mais abundante e com
maior densidade em praias com sedimento fino a muito fino no Canal de Sao
Sebastido (SP).

Rosa-Filho & Bemvenuti, (1998) observaram que o K. schubartii pode
construir seus tubos em areas compostas basicamente por areia, mas com
baixas proporgdes de silte ¢ argila. Em locais como estes K. schubartii constréi
seus tubos em menores profundidades em relagdo as areas onde o sedimento ¢

mais fino.



No presente trabalho, analises granulométricas do sedimento do ponto
de coleta classificaram-o como areia fina. Isso porque, o sedimento utilizado
nos testes foi distribuido igualmente para todos os tratamentos e réplicas, ¢ a
sobrevivéncia do K. schubartii se manteve alta no tratamento controle.

Mesmo sem um experimento prévio com diferentes tamanhos de graos,
pode-se dizer que a granulometria ndo foi um fator estressante para o
tanaidaceo K. schubartii. Isso porque, o sedimento utilizado nos testes foi
distribuido igualmente para todos os tratamentos e réplicas, e a sobrevivéncia
do K. schubartii se manteve alta no tratamento controle. Porém, o processo de
limpeza do sedimento provocou uma perda de 1,5mg/kg de matéria organica.
Esta perda pode ter influenciado na toxicidade do petroleo, pois segundo
Crapez (2001) os hidrocarbonetos de petroleo tem grande afinidade pela
matéria organica particulada.

Segundo Asmus (1984), existe uma correlagdio de sucesso do
recrutamento a presenca de fundos moles, que favorecem o enterramento de
juvenis, pois a espécie tem por estratégia de refigio cavar tubos em “U” de até
15 cm quando adultos, e em pequenas profundidades quando jovens. Este fato
ficou evidenciado visualmente (ndo foi analisado experimentalmente) durante
as coletas, pois os organismos entre 0,7 ¢ 1,0cm (utilizados nos testes) foram
encontrados em maior abundancia em profundidades de até aproximadamente

15 cm da regido sedimentar.



11.2.4. Disponibilidade e abundéncia na natureza

De modo geral, o K. schubartii apresenta alta densidade e abundancia
em diversos pontos do litoral Sul-Sudeste brasileiro.

O K. schubartii da Lagoa de Itaipu apresenta um padrdo de dispersdo
agrupado, segundo a razdo variancia/média, ocorrendo uma maior densidade de
adultos ocorrendo nos meses de fevereiro e margo, e de juvenis nos meses de
julho e agosto, indicando provaveis épocas de reproducdo e recrutamento,

respectivamente (Pennafirme ,2003).

11.2.5. Importéancia ecoldgica e econdmica.

A espécie K. schubartii faz parte da dieta alimentar de crustaceos, como
o siri-azul (Callinectes sapidus) e o camardo rosa (Farfantepenaeus paulensis),
do bagre marinho Netuma sp, além de compor mais de 90% da dieta alimentar
da corvina (Micropogonias furnieri) (Aratjo, 1987; Couto et. al., 1995;
Figueiredo, 1996). Sendo importante na estruturacdo de cadeias alimentares

que englobam espécies comercialmente exploradas.

11.3. Alimentacéo

A alimentagdo ¢ um parametro essencial, e por isso ¢ muito testada para
otimizar o cultivo de varias espécies (Baldwin et. al., 1995; Mourente et. al.,
1995; Gama & Zamboni, 1999; Leonardo et. al., 2000; Phatarpekar et. al.,

2000).



Segundo Zamboni & Costa (2002), durante a manutengao do tanaidaceo
K. schubartii em laboratério, € nos proprios testes com sedimento, deve ser
oferecida alimentagdo a cada 48 horas para um lote de 100 animais. Os autores
sugerem oferecer 2 ml de uma solugdo composta de ragao de truta fermentada e
ra¢cdo microfloculada para alevinos de peixe e, dependendo da salinidade, 1 ml
da alga Tetracelmis graciles, ou Isocrhisys galbana em concentracdo de 1 x
10°/1.

Neste trabalho, foi oferecida 2,5 ml da solugdo composta pela ragaos de
peixes tropicais e pela ragdo de alevinos de peixes, acrescida (independente da
salinidade) de 1,5 mg/l da microalga Tetracelmis graciles.

Estas concentracdes foram definidas seguindo sugerido por Zamboni &
Costa (2002). Porém, houve a substituicdo da ragdo de truta pela ragdo de
peixes tropicais devido a dificuldade de obtencao da primeira.

Como os resultados obtidos durante a adequagdo do K. schubartii foram
satisfatorios para o objetivo do trabalho, optou-se por continuar alimentando-os

com esta nova dieta.

11.4. Temperatura e Salinidade

Segundo Kumlu et. al. (2000), a temperatura e a salinidade sdo os dois
fatores abidticos que mais afetam o crescimento e a sobrevivéncia dos
organismos aquaticos. Por esta razdo, esses parametros sdao largamente
estudados para definir as condigdes mais adequadas de cultivo e/ou
manuten¢do das espécies em laboratério, bem como, para uma melhor

compreensdo das respostas as variagdes ambientais.



Zamboni & Costa (2002) descrevem toda a metodologia que pode ser
utilizada para alimentagao, coleta, manutengdo ¢ aclimatagdo do K. schubartii
em laboratorio. Porém, os organismos estudados por esses autores possuem
origem na Lagoa dos Patos, RS. Regido que possui condigdes climaticas
diferentes da Lagoa de Itaipu, RJ. Sendo assim, decidiu-se realizar todo
processo de manutencdo e aclimatagdo do K. schubartii da Lagoa de Itaipu em
laboratorio.

Os resultados obtidos demonstram que o K. schubartii ¢ muito sensivel
a temperaturas atmosféricas acima de 25°C.

O aumento da temperatura diminui a concentracdo de oxigénio
dissolvido (OD) da agua. Esta informagao ajuda a confirmar que a temperatura
foi o unico fator que afetou a sobrevivéncia do K. schubartii, pois, os dados
analisados de OD medidos no inicio e final dos testes estdo dentro dos padroes
estabelecidos.

A sensibilidade observada a temperaturas acima de 25°C contrastou
com o que foi visualizado na éarea de coleta. Pois, mesmo ndo sendo
quantificada a temperatura do sedimento e do ar durante as coletas, ficou
evidenciado visualmente que existe pouca renovacao e fluxo de d4gua no ponto
exato de coleta, e exposi¢do intensa dos raios solares. Sugerindo que esta
espécie ndo vive no seu 6timo ambiental para o fator ambiental temperatura.
Neste caso, novos estudos, incluindo a quantificagdo da temperatura do
sedimento e do ar, poderdo responder mais concretamente a sugestio proposta.

As melhores condi¢des para aclimatagdo do K. schubartii da Lagoa de
[taipu foram com temperaturas entre 18 e 22°C e salinidades entre 15 e 35. Nas

temperaturas de 25 e 28°C houve diminui¢do significativa da sobrevivéncia.



Porém, o comportamento do K. schubartii em temperaturas abaixo de 18°C nio
foi precisado. Assim, decidiu-se entdo realizar os testes de toxicidade com o
tanaidaceo K. schubartii a temperatura de 20°C + 1. Porém, é necessario
estudos que venham a ampliar a faixa de temperatura no processo de

adequacao.

11.5. Substancias de Referéncia

Os testes de toxicidade com substancias de referéncia sdo amplamente
utilizados em trabalhos de rotina em laboratérios, para avaliar a toxicidade
conjunta dos constituintes de amostras ambientais ou efluentes.

O aprimoramento desses testes ¢ imprescindivel para a obtengdo de
resultados mais fidedignos que propiciem maior seguranga ao meio ambiente €
confiabilidade aos resultados dos testes de toxicidade.

Dentre as substincias analisadas, o DSS apresentou melhores
resultados, com CL50/96h de 25,90 mg/l (dp = 4,61%), e coeficiente de
variagao de 17,80%.

Por sua vez, o zinco apresentou CL50/96h de 5,80 mg/l (dp = 2,78%),
porém com coeficiente de variacdo de 47,93%. Esta variacao de coeficiente
indica alta variabilidade entre os testes, e o uso do zinco, portanto, ndo foi
recomendado para os testes com petroleo.

Com relacdo aos fatores fisico-quimicos (salinidade, pH e oxigénio
dissolvido, as variacdes dos resultados obtidos encontram-se dentro dos limites

estabelecidos (Rabalais & Turner, 1998), demonstrando que estes fatores nao

influenciaram os resultados dos testes com substancias de referéncia.



11.6. Testes de Toxicidade com Petroleo

Os resultados obtidos no teste preliminar mostram que nao foi possivel
analisar a CL50/96h, pois a mortalidade dos organismos nao foi inferior a
82,5% (500ppm).

No teste definitivo, a CL50/10dias obtida para o organismo foi de
105740.50 ppm de petroleo através da Fragdo Oleo-Agua (FOA) preparada e
misturada ao sedimento. Sendo que a situagdo controle proporcionou 100% de
sobrevivéncia do K. schubartii. Porém, no presente trabalho, mesmo que a
solugdo “Fragdo Oleo-Agua“ tenha sido mistura homogeneamente ao
sedimento, a auséncia da analise quimica no sedimento no inicio e no final dos
testes, ndo permite concluir que a concentragdo letal obtida ¢ realmente a que
causou a toxicidade observada no K. schubartii.

E importante ressaltar alguns itens que podem ter influenciado na
toxicidade do produto, pois a CL50/10dias apresentada no teste definitivo com
petroleo foi considerada alta. Segundo Patin (1999) apesar das incertezas, os
estudos realizados mostram que as concentragdes minimas de estudos
realizados mostram que as concentragdes minimas de hidrocarbonetos de
petroleo que causam respostas fisiologicas e bioquimicas (na maioria
reversiveis) ou auséncia de efeitos variam entre 10 e 1000 mg/1 para agua.

Tsvetnenko (2002) cita que durante o processo de mistura 6leo-agua,
entre 63% e 95% de hidrocarbonetos presentes nesta mistura volatizam

imediatamente durante o processo de preparagao.



Como observado nos resultados de granulometria, o processo de
limpeza do sedimento ndo interferiu na sua classificagdo granulométrica.
Porém, os resultados de matéria organica mostram uma perda de 1,7% do
sedimento original para o sedimento lavado. Esta perda pode ter influenciado
na toxicidade do petroleo, pois segundo Crapez (2001) os hidrocarbonetos tem
grande afinidade pela matéria organica particulada.

A variagdo dos valores de salinidade, pH e oxigénio dissolvido medidos
no inicio e no final dos testes, em uma réplica de cada diluicdo, encontram-se
dentro dos limites estabelecidos (Rabalais & Turner, 1998). Demonstrando que
estes fatores ndo influenciaram os resultados dos testes de toxicidade com
petroleo.

Mesmo nao sendo um dos objetivos iniciais do trabalho, durante a
avaliagdo final do teste definitivo com petréleo foi realizado uma avaliacio
detalhada de alguns parametros subletais (capacidade de construir tubos e
movimentagao) que possivelmente poderiam ser afetados pelo petroleo.

Apoés 10 dias de exposicdo do organismo ao sedimento contaminado
com petréleo, a concentragdo de 10000 ppm apresentou letalidade de apenas
15% dos organismos, porém outros 30% ndo possuiam a capacidade de
construir tubos, e a capacidade de locomogao estava comprometida.

Resultados semelhantes foram observados na concentracdo de
50000ppm, quando 17,5% dos organismos morreram, porém, outros 30% nao
possuiam a capacidade de construir tubos, e capacidade de locomogao estava
comprometida.

Na concentragdo 100000ppm, os efeitos subletais foram ainda mais

visiveis. Dos 200 organismos expostos 45% morreram e outros 55% nao



possuiam a capacidade de construir tubos, e a capacidade de locomogao estava
comprometida.

Na concentragdao de 150000 ppm, 60 % dos organismos morreram e
outros 27% ndo possuiam a capacidade de construir tubos e a capacidade de
locomocgao estava comprometida.

Mesmo a quantidade de organismos ndo ter superado 60% de
mortalidade nos testes com petroleo, a porcentagem de outros organismos que
tiveram efeitos subletais importantes comprometidas ¢ em muitas
concentragdes superior a letalidade.

O efeito letalidade ¢ uma resposta clara do organismo, inequivoca e
facilmente mensurdvel, porém, os efeitos subletais ndo devem ser
menosprezados por envolver mais esforco do pesquisador. Os efeitos subletais
devem ser analisados em conjunto com o efeito letalidade para uma melhor
compreensdo dos reais efeitos de substincias toxicas em organismos, € para o
desenvolvimento de planos de prevengdo e/ou recuperacdo do ambiente de

interesse.



12. CONCLUSOES

1. As condi¢des de laboratorio testadas no presente estudo mostraram-se
adequadas para adequacao e testes com substancias de referéncia com o
Kalliapseudes schubartii.

2. O seguimento da metodologia realizada nos testes com petroleo sé
podem ser definidos como adequados, apds um teste definitivo que, ao
seu final, seja realizada analise quimica do sedimento para quantificar
hidrocarbonetos que eventualmente tenham-se agrupado no sedimento.

3. Nao houve influéncia da dieta alimentar em relagdao a sobrevivéncia do
K. schubartii durante os testes.

4. Conclui-se que o K. schubartii ¢ muito sensivel a temperaturas
atmosféricas acima de 25°C. Mas, ¢ bem resistente a variagdes de
salinidade ente 15 e 35.

5. Nas temperaturas de 25 e 28°C houve diminui¢do significativa da
sobrevivéncia. Porém, o comportamento do K. schubartii em
temperaturas abaixo de 18°C nio foi precisado. Assim, para testes de
toxicidade com esta espécie deve-se utilizar a temperatura de 20°C+1.
Porém, ¢ necessario estudos que ampliem a faixa de temperatura no
processo de adequagao.

6. O zinco apresentou CL50/96h de 5,80 mg/l (dp = 2,78%), porém com
coeficiente de variacdo de 47,93%. Esta variagdo de coeficiente indica

alta variabilidade entre os testes, € o uso do zinco, portanto, ndo foi



recomendado para os testes com petrdleo. Utilizando-se entdo o dodecil

sulfato de sddio como substancia de referéncia aos testes com petroleo.
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