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RESUMO

O Complexo Industrial Portudrio-SUAPE, localizado no complexo estuarino de Suape
(Pernambuco, Brasil), conta com grandes empresas das mais diversas atividades produtivas. A regido
possui grande importancia ecoldgica e econdmica e estudos relatam a ocorréncia de modificactes
fisiogréaficas, hidroldgicas e ecoldgicas desde a implantacio de SUAPE. Segundo estudos
ecotoxicoldgicos realizados, a &rea apresenta contamina¢do moderada e varidvel. Contudo, ainda nédo
foi possivel indicar quais substancias poderiam estar relacionadas com a toxicidade das amostras
ambientais. Neste sentido, o teste de Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade — AIT surge como uma
importante ferramenta, pois permite a identificacdo de contaminantes potencialmente causadores da
toxicidade. O emprego de um ensaio ecotoxicoldgico rapido com um organismo-teste sensivel antes e
apos as manipulagdes de AIT é necessario para este tipo de analise. Os nauplios de copépodos, dentre
estes o da espécie Tisbe biminiensis, tém sido indicados para avaliagcdo de amostras de 4gua marinha
devido a maior sensibilidade dos estagios larvais, porém o teste normalmente é realizado em
microplacas 0 que o torna bastante laborioso. Este trabalho teve como objetivos aprimorar um
protocolo para realizacdo de bioensaios com nauplios de T. biminiensis e avaliar sua sensibilidade
usando uma substancia de referéncia, no caso o sulfato de zinco. Posteriormente, o teste foi empregado
na avaliacdo da toxicidade de amostras de &gua superficial coletadas em diferentes pontos de Suape
entre o0s anos de 2011 e 2013. Visando aumentar a sensibilidade do método, além dos parametros de
mortalidade, desenvolvimento e inibicdo, também foram avaliados tamanho e estagio de
desenvolvimento dos copepoditos. Para AIT foram estudadas amostras de adgua superficial coletadas
em Abril e Setembro de 2013, sendo realizadas analises quimicas de metais, amonia, hidrocarbonetos
e agrotoxicos neste ultimo més. O tempo de duragdo do teste foi definido em 72 horas. Os testes de
alimentag&o utilizando as microalgas Chaetoceros gracilis e Thalassiosira fluviatilis com e sem adicéo
de racdo para peixe demonstraram o pior desempenho de T. fluviatilis sem adi¢cdo de racdo como
alimento. Foi verificado que o desenvolvimento nas concentracdes de C. gracilis superiores a 2,5 x 10°
células mL™ foram estatisticamente maiores do que controle (4gua do mar sem adicdo de alimento)
guando na temperatura de 28°C apds 72 h. Entretanto a 25°C ap6s 72 horas, apenas a partir da
concentragio de 5,5 x 10° células mL™ de C. gracilis, o desenvolvimento dos néauplios para
copepoditos foi superior ao controle, indicando que a temperatura de 28°C promove maior
desenvolvimento. Logo, foram definidas as seguintes condi¢cbes para o teste: concentracdo de C.
gracilis de 2,5 x 10° células mL™, temperatura de 28°C e um tempo de 72 h. Apés os sete testes de
sensibilidade foram estimadas as CEsg72n, CLso72n € @ CENO em 3,25 +0.59; 3,46 +0.72e2,0mg L
! para 0 ZnS0,.7H,0, indicando que os nauplios de T. biminiensis sdo tdo sensiveis quanto outros
copépodos frequentemente empregados em estudos ecotoxicoldgicos. Avaliando-se amostras de agua
superficial coletadas na regido de Suape verificou-se a presenca de toxicidade sub-letal para os
nauplios de T. biminiensis, mais associada ao més de Setembro, inicio do periodo seco. Dentre 0s
parametros avaliados, a inibicdo foi o que mais indicou toxicidade, seguido pelo desenvolvimento.
Apesar da obtencdo das medidas dos comprimentos total e da cabeca (geral e por estadgio de
copepoditos) e da frequéncia de estagios reduzirem a praticidade do método, em um dos pontos de
coleta elas aumentaram a deteccdo de efeitos toxicos. O estudo de AIT indicou que 0s compostos
organicos, os metais e a aménia seriam 0s principais agentes causadores da toxicidade das aguas de
Suape, sendo os resultados da caracterizacdo da fase |1 do AIT considerados bastante complexos. Nas
analises quimicas, os Hidrocarbonetos Aromaticos de Petr6leo Dissolvidos ou Dispersos estavam em
niveis subletais, os agrotdxicos ndo foram detectados e houve diminuicdo das concentracdes de Fe
apo6s a macroalga Ulva sp. A adicdo de novos parametros no teste com nauplios T. biminiensis foi
importante para confirmacgdo dos resultados obtidos. A variedade de agentes toxicos indicados pode
ser atribuida a diversidade de atividades realizadas na area, as diferentes influéncias sofridas pelos
pontos estudados e ao regime de chuvas, marés e correntes, indicando a necessidade de monitoramento
e avaliacdo constantes das condi¢cGes ambientais da regiao.

Palavras-Chave: Poluicio Marinha, Toxicidade da Agua, AIT, Copépodo, Porto.



ABSTRACT

The Suape estuarine complex (Pernambuco, Brazil) is located close to the industrial port
complex-SUAPE which includes major companies from various productive activities. The region has
great ecological and economic importance, and studies have reported the occurrence of physiographic,
hydrological and ecological changes since the implementation of SUAPE. According ecotoxicological
studies, the area has moderate and variable contamination. However, has not yet been possible to
indicate which substances could be related to the toxicity of environmental samples. In this sense, the
test for Toxicity Identification and Evaluation - TIE emerges as an important tool because it allows the
identification of possible toxic agents. The use of a fast ecotoxicological test with a sensitive test
organism before and after the manipulations of TIE is required for this type of analysis. The copepod
nauplii, among these the species Tisbe biminiensis, have been indicated for evaluation of samples of
estuarine and sea water due to increased sensitivity of the larval stages, but the test is usually
performed in microplates which makes it very laborious. This study aimed to improve a protocol for
conducting bioassays with nauplii of T. biminiensis and evaluate their sensitivity to zinc sulphate, a
reference substance. Subsequently, the test was used to evaluate the toxicity of surface water samples
collected at different points of Suape between the years 2011 and 2013. Aiming to increase the
sensitivity of the method, beyond the parameters of mortality, development and inhibition, size and
stage of development of copepodites were also evaluated. For AIT were studied samples collected in
April and September 2013, chemical analysis of metals, ammonia, hydrocarbons and pesticides were
performed in the last month. The duration of the test was 72 h. The feeding test using microalgae
Chaetoceros gracilis and Thalassiosira fluviatilis with and without addition of fish ration showed the
worst performance of T. fluviatilis as food. It was observed that the development C. gracilis
concentrations above 2.5 x 10°cells mL™ were significantly higher than control (sea water without the
addition of food) when the temperature of 28 °C after 72 h. However, at 25 °C after 72 h, only at
concentrations of 5.5 x 10°cells mL™ C. gracilis, the development nauplii to copepodites were higher
than the control, indicating that the temperature of 28 °C promotes further development. Then, the
following conditions were established for the protocol: C. gracilis at 2.5 x 10°cells mL™ as food,
incubation at 28 °C and 72h duration. After the seven sensitivity tests were estimated CEso72n, CLso72n
and NOEC of 3.25 + 0:59; 3.46 + 0.72 and 2.0 mg L™ for ZnS04.7H20, indicating that the nauplii of
T. biminiensis are as sensitive as other copepods employed in ecotoxicological studies. Was detected
sub-lethal toxicity of surface water samples for the nauplii of T. biminiensis, more associated to
September, early dry season. Among the parameters evaluated, inhibition was the most indicated
toxicity, followed by the development. Despite obtaining measurements of the total length and head
(general and by stage of copepodites) and the frequency of stages reduce the practicality of the
method, one of the points, they increased the detection of toxic effects. The TIE study indicated that
mainly organic compounds, metals and ammonia would be the toxicity agents of Suape waters, this
characterization is considered complex. In chemical analysis, the HAPDDs were at sublethal levels,
the pesticides were not detected and concentrations of Fe decreased after Ulva sp. The addition of new
parameters in the test Nauplii T. biminiensis was important to confirm the results obtained. The variety
of toxic agents can be attributed to the diversity of activities in the area, the different influences
suffered by points studied and rainfall, tides and currents, indicating the need for constant monitoring
and evaluation of environmental conditions in the region.

Key words: Marine Pollution, Water toxicity, TIE, Copepod, Port.
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1 INTRODUCAO GERAL

As zonas costeiras abrigam grande parte da populacdo mundial, e com o fendmeno de
migracao para as grandes cidades, a tendéncia é que essas regides apresentem uma densidade
populacional cada vez maior (SALE et al., 2008). Estimativas das Na¢des Unidas cogitam que
as areas costeiras abrigam mais de 50% da populacdo mundial e projetam que, dentro de duas
décadas, esse percentual atinja 0s 75% (UNITED NATIONS, 2004).

O aumento da concentracdo populacional, aliado ao modelo de desenvolvimento
econdmico baseado no uso crescente e descontrolado dos recursos naturais, causam as mais
variadas pressfes nas zonas costeiras. Estas regifes tornam-se susceptiveis a diversos
impactos ambientais. Além destes fatores, a producdo de bens e a geracdo de residuos em
areas urbanizadas e ndo urbanizadas resultam no aporte de grandes quantidades de poluentes
aos ecossistemas aquaticos (MOREIRA, 2009).

Os impactos gerados nas regides costeiras, e em especial nos estuarios, comprometem
tanto a dindmica litordnea quanto os interesses econdmicos, podendo gerar desequilibrio
ecologico e riscos a saude humana (DIAZ e ROSENBERG, 2008; SALE et al., 2008). Desta
forma, estes espacos constituem zonas de conflito, onde os interesses econdmicos competem
com a manutencdo da biodiversidade e atividades tradicionais, como a pesca artesanal e a
recreacdo (DIAS et al., 2009).

Os estuarios constituem a porcdo final do curso de um rio, ou um brago de mar, onde
h& mistura de agua do mar com agua doce e esta ocorre em local rodeado por terra (COELHO
et al., 2004). Pritchard (1967) define os estuarios como corpos d’agua semi-fechados que tém
uma conexao livre com o mar e que sofrem dilui¢do da &gua do mar devido ao aporte de 4gua
doce de origem continental. Estas regides apresentam grande importancia ecoldgica por serem
locais altamente produtivos e por ser o cenario para efetivacdo de etapas do ciclo de vida de
varias espécies. Principalmente por sua localizacdo e caracteristicas geomorfoldgicas e
hidrologicas, sdo ampla e diversamente utilizadas pelo homem, sendo consideradas areas
propicias para a construcao de portos.

Localizado entre os municipios de Cabo de Santo Agostinho e Ipojuca (Pernambuco,
Brasil), o complexo estuarino de Suape conta com uma extensa linha paralela de recifes de
arenito. Inicialmente, era composto pelos estuarios dos rios Massangana, Tatuoca, Ipojuca e
Merepe, mas com as diversas alteragdes provocadas apés a implantacdo do Complexo

Industrial Portuario de Suape Governador Eraldo Gueiros—SUAPE, apenas 0S rios
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Massangana e Tatuoca permanecem com comunicacdo com a Baia de Suape (NEUMANN-
LEITAO e MATSUMURA-TUNDISI, 1998; KOENING et al., 2002).

As atividades portuarias estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento econdmico,
uma vez que grande parte das mercadorias comercializadas no mundo é transportada em
navios e armazenada temporariamente em portos e terminais portuarios (KITZMANN e
ASMUS, 2006). A concepgédo da necessidade de construgdo de um porto no litoral Sul do
Estado de Pernambuco surgiu na década de 50 sugerida pelo pesquisador econdmico e social,
Padre Louis Joseph Lebret (LEBRET, 2001). Apo6s 20 anos, o plano de criacdo deste
complexo portuério foi elaborado pelo Governo do Estado de Pernambuco com o objetivo de
criar condicdes logisticas, tecnoldgicas e competitivas para o estado (KOENING et al., 2002),
sendo considerada uma éarea potencialmente geradora de desenvolvimento econdmico. A
operacdo do entdo chamado Porto de Suape teve inicio em abril de 1984, quando foi realizado
o0 primeiro embarque de &lcool para a Petrobrds (GOVERNO DE PERNAMBUCO, 2014).

Atualmente, SUAPE conta com mais de 100 empresas em funcionamento e 50 em
processo de implantacdo, dentre elas, importantes empreendimentos como os Estaleiros
Atlantico Sul e Promar, a Refinaria Abreu e Lima, a Petroquimica Suape e o Pdlo Poliéster.
SUAPE movimentou aproximadamente 13 milhdes de toneladas de carga no ano de 2013,
destacando-se pelo variado perfil de produtos, como cargas conteinerizadas e 0s granéis
liquidos (derivados de petréleo, produtos quimicos, alcoois, Gleos vegetais etc), que
representam quase 80% da movimentacdo (GOVERNO DE PERNAMBUCO, 2014).

As diversas atividades desenvolvidas nas regides portuarias podem contaminar areas
de influéncia direta e indireta e representar riscos ambientais variados (BAUMGARTEN e
NIENCHESKI, 1998). Fernandes (1999) afirma que varias sdo as fontes de contaminacgdo que
podem ser geradas dentro ou fora de SUAPE (carreadas para a regido através dos rios) e que
podem acarretar danos para a biota aquatica e para saide humana.

A avaliacdo dos efeitos toxicos dos contaminantes aos organismos e o estabelecimento
dos possiveis riscos para as comunidades aquaticas que habitam &reas criticas sdo objetivos da
ecotoxicologia aquatica (VIGANO et al., 2001). Os ambientes aquaticos constituem
compartimentos frageis dos quais a existéncia humana é dependente, sendo os estudos
ecotoxicoldgicos, aliados as andlises fisicas e quimicas, importantes ferramentas no
monitoramento de areas impactadas, servindo como embasamento para possiveis tomadas de
decisdo por parte de entidades competentes (ZAGATTO e BERTOLETT]I, 2008).

De acordo com os estudos ecotoxicoldgicos realizados no complexo estuarino de

Suape, 0 ambiente apresenta contaminacdo moderada e variavel (OLIVEIRA, 2011;
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ARAUJO e SOUZA-SANTOS, 2013; SOUZA-SANTOS e ARAUJO, 2013). Entretanto,
ainda ndo foi possivel relacionar a toxicidade com a presenga de contaminantes quimicos
especificos nas amostras. Desta forma, estudos acerca dos tipos de contaminantes
responsaveis pela toxicidade verificada na regido sdo necessarios para contribuir com o
estabelecimento de medidas de controle para as fontes especificas, visando minimizar futuras
alteracfes nas comunidades bidticas.

O teste de Avaliacdo e ldentificacdo de Toxicidade — AIT ou TIE (do inglés: Toxicity
Identification Evaluation) é um dos mais importantes procedimentos usados para indicar 0s
agentes causadores da toxicidade em amostras ambientais (PHILLIPS et al., 2009). Estes
testes se baseiam em submeter uma amostra a varias manipulacdes fisicas e quimicas que
podem alterar sua toxicidade decorrente da diminuicdo da concentracdo ou remoc¢édo do agente
toxico (BADARO-PEDROSO e RACHID, 2002). No estudo de AIT, a toxicidade da
amostras ap06s as manipulacdes é comparada a toxicidade de uma amostra ndo manipulada.
Os resultados da toxicidade sdo integrados a analises quimicas e outras técnicas que podem
levar a identificacdo da substancia causadora da toxicidade.

Os procedimentos ou manipulac@es do teste de AIT geram fracdes tratadas da amostra
que sdo submetidas a testes de toxicidade com um organismo-teste. Os efeitos dos testes
toxicologicos sobre os organismos podem ser agudos (resposta répida e brusca, sendo
normalmente quantificados como imobilidade e/ou letalidade) ou crénicos (resposta apds
exposicoes mais longas, afetam o crescimento, reproducdo, comportamento, longevidade). Os
testes agudos sdo geralmente de curto prazo (1 a 4 dias) e os crénicos sdo tipicos de longo
prazo (10% do ciclo de vida do organismo) (LAWS, 2000).

Além dos aspectos gerais, como conhecimento da biologia, fisiologia, ecologia,
abundancia, obtencéo, distribuicdo, cultivo e manutencéo, a selecdo dos organismos-teste para
utilizacdo nos estudos de AIT deve considerar atributos relacionados a sua sensibilidade e/ou
rapidez e praticidade do método visando possibilitar a realizacdo de grande nimero de ensaios
com diferentes amostras e manipulagdes.

Copépodos harpacticoides sdo microcrustaceos sensiveis e bastante adequados para
utilizacdo em testes de toxicidade (COULL e CHANDLER, 1992). A espécie Tisbe
biminiensis vem sendo utilizada em estudos ecotoxicoldgicos realizados pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Cultivo e Ecotoxicologia-LACE do Departamento de
Oceanografia-DOCEAN da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE que confirmaram
sua sensibilidade a substancia de referéncia dicromato de potassio e a contaminantes presentes
em amostras ambientais de 4gua e sedimento (ARAUJO-CASTRO, 2008; TORREIRO, 2010;



21

OLIVEIRA, 2011). Oliveira (2011) observou que o teste baseado no desenvolvimento dos
nauplios do copépodo T. biminiensis apresentou sensibilidade semelhante ao do teste
tradicional baseado no desenvolvimento embriolarval do ourico do mar Lytechinus
variegatus. Entretanto, a autora considerou que o teste foi bastante laborioso por se basear na
exposicdo de 90 nauplios para cada amostra, em trés réplicas de 30 nauplios, contados
individualmente e colocados em placas de 96 pocos.

Desta forma, este estudo teve como objetivos aprimorar o teste de toxicidade com
nauplios de T. biminiensis, bem como estimar sua sensibilidade mediante 0 uso de uma
substancia de referéncia, para utiliza-lo na avaliacdo ecotoxicolégica de amostras ambientais
de origem marinha e estuarina, como as aguas do complexo estuarino de Suape. Parametros
ecotoxicoldgicos adicionais foram estudados posteriormente e o protocolo aprimorado foi
aplicado no estudo de Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade de amostras toxicas oriundas

da regido de Suape.
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2 OBJETIVOS

Capitulo |

Objetivo Geral
Definir as condi¢bes do ensaio com nauplios de Tisbe biminiensis para avaliacdo
rapida e eficiente de amostras de aguas de origem marinha e estuarina, bem como a

sensibilidade destes organismos a uma substancia de referéncia.

Objetivos Especificos

— Definir as condigdes de tempo de duracéo, alimentacdo e temperatura de incubagéo para o
teste empregando nauplios de T. biminiensis.

— Realizar testes de toxicidade com a substancia de referéncia sulfato de zinco
heptahidratado para avaliar a sensibilidade de T. biminiensis e determinar a concentracédo

letal (CLso) e a concentracéo efetiva (CEsp) para esta substancia.

Capitulo 11

Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade de amostras de dgua coletadas em Suape e nos estuarios dos rios
Massangana e Tatuoca durante os periodos seco e chuvoso utilizando o protocolo com
nauplios do copépodo T. Biminiensis, bem como incluir novos parametros visando aumento

da sensibilidade do teste.

Objetivos Especificos

— Avaliar a toxicidade letal e subletal das amostras de agua superficial coletadas em Suape
em diferentes periodos entre Setembro de 2011 e Setembro de 2013, contemplando o0s
periodos seco e chuvoso utilizando o teste com nauplios de T. biminiensis.

— Verificar a sensibilidade dos nauplios de T. biminiensis utilizados nos testes
ecotoxicoldgicos, empregando o sulfato de zinco heptahidratado como substancia de

referéncia.
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Avaliar a adicdo de novos parametros de desenvolvimento e de crescimento, visando
aumentar a sensibilidade do ensaio com nauplios de T. biminiensis.
Verificar se ha relacdo entre os efeitos toxicos sobre o copépodo T. biminiensis e os dados

hidrolégicos.

Capitulo 111

Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade das aguas da regido do complexo estuarino de Suape utilizando o

teste de Avaliacdo e Identificacdo Toxicoldgica — AIT em amostras coletadas em Abril e

Setembro de 2013 utilizando nauplios do copépodo T. biminiensis.

Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade do EDTA e do tiossulfato de sddio aos nauplios de T. biminiensis
para estabelecer as concentracdes a serem empregadas nas manipulacfes do estudo de
AIT nas amostras coletadas em Suape.

Verificar a sensibilidade dos nauplios de T. biminiensis utilizados nos testes
ecotoxicoldgicos, empregando o sulfato de zinco heptahidratado como substancia de
referéncia.

Aplicar a metodologia desenvolvida com nauplios de T. biminiensis na Avaliacdo e
Identificacdo da Toxicidade dos contaminantes causadores da toxicidade na &gua
superficial coletada na regido estuarina de Suape.

Indicar a classe do agente causador da toxicidade nas amostras de &gua superficial
coletadas em Suape durante os meses de Abril e Setembro de 2013 empregando a fase |
do estudo de AIT e os nauplios do copépodo T. biminiensis nos ensaios ecotoxicoldgicos.
Identificar os possiveis agentes causadores da toxicidade nas amostras de dgua de Suape
utilizadas no estudo de AIT da fase I, realizando alguns procedimentos da fase Il do
estudo de AIT, andlises quimicas das amostras sem tratamento e apos algumas
manipulagdes.

Relacionar os resultados obtidos no estudo de AIT visando indicar os possiveis agentes
responsaveis pela ocorréncia de efeitos toxicos sobre o T. biminiensis expostos as

amostras de agua de Suape.
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3 CAPITULO |

A new protocol for ecotoxicological assessment of seawater using nauplii of

Tisbe biminiensis (Copepoda:Harpacticoida)*

*Capitulo publicado no periddico Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 95, p.52-59, 2013. Fator
de Impacto: 2,203.
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3.1 Abstract

Copepods are largely used in toxicity tests. The nauplii of these organisms are more
sensitive to contaminants than the adult stage. The aim of the present study was to test a
protocol for the use of nauplii of the copepod Tisbe biminiensis in the ecotoxicological
assessment of seawater. The sensitivity of these organisms to zinc sulphate (ZnSQO,4.7H,0)
was also determined. The following conditions were established for the protocol based on the
best development of nauplii to copepodites: 72-h duration, the microalga Chaetocerus gracilis
at 2,5 x 10° cells mL™ as feed and incubation temperature of 28 °C. In the zinc sulphate
sensitivity tests, ECso.72n and LCsg7on Were 3,25 + 0,59 mg L™ and 3,46 + 0,72 mg L™,
respectively, as estimated by the final number of copepodites and total number of live
animals in relation to the mean number of inoculated nauplii. The estimated NOEC was 2,0
mg L. The test developed is fast and not labour intensive. T. biminiensis nauplii exhibit
sensitivity to zinc sulphate similar to that of other species of copepods employed in water
toxicity tests, demonstrating the usefulness of these organisms in ecotoxicological studies

involving samples of environmental seawater.

Keywords: copepod, water toxicity, methodology, zinc sulphate, pollution
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3.2 Introduction

The definition of an appropriate biological model is one of the most important steps in
the development of ecotoxicological tests (KWOK et al., 2008). Despite the advantages of
standardised toxicity tests involving species employed in studies throughout the world, the
use of native species is indicated to express local field situations with greater particularity and
safety (ZAGATTO and BERTOLETTI, 2008).

Harpacticoida is an order of microcrustaceans with characteristics that make these
copepods suitable test organisms for the evaluation of toxicity in environmental samples
(BROWN et al., 2005), such as their importance in the marine food chain, broad geographic
distribution, small size and short lifecycle. Moreover, these copepods can be bred under
laboratory conditions at low cost, which allows a continuous stock of organisms in different
lifecycle stages. Some species exhibit epibenthic habits, which enables their use in toxicity
tests involving water or sediment samples (KUSK and WOLLENBERGER, 2007).

Species of the genera Tigriopus, Nitokra, Amphiascus, Acartia and Tisbe are among
the most frequently used copepods in ecotoxicological tests (GOURMELON and
AHTIAINEN, 2007; RAISUDDIN et al., 2007). Copepods of the genus Tisbe are employed
in toxicity tests on environmental samples as well as sensitivity tests involving different
substances, especially the species T. battagliai (HUTCHINSON et al., 1994, 1999; SMITH et
al., 1994; BECHMANN, 1999; BARATA et al., 2002; MACKEN et al., 2008; ARAUJO et
al., 2009; DIZ et al., 2009), T. holothuriae (VERRIOPOULOS and HARDOUVELIS, 1988;
MILIOU et al., 2000; TAYLOR et al., 2012), T. furcata (BECHMANN, 1994; LOTUFO and
FLEEGER, 1997) and T. longicomis (LARRAIN et al., 1998).

Tisbe biminiensis Volkmann-Rocco (1973) is a promising epibenthic harpacticoid
copepod for use in ecotoxicological tests. This species has six larval or nauplius stages and five
juvenile or copepodite stages before reaching the adult stage (VOLKMANN-ROCCO, 1973).
T. biminiensis has been proposed as a test-organism for the ecotoxicological evaluation of
sediment samples (ARAUJO-CASTRO et al., 2009). In microplate tests, Aratjo-Castro et al.
(2006) found that T. biminiensis nauplii are more sensitive to potassium dichromate than
ovigerous females. Huang et al. (2006) and Saiz et al. (2009) indicate the use of the larval
stages of copepods in toxicity tests due to their greater sensitivity to contaminants in
comparison to adults, which is an important characteristic for biological models employed in
toxicity assays, especially those testing water samples in situ.

International protocols establish norms for the use of nauplii or juveniles of marine

copepods in ecotoxicological tests. A regulated, short-term test is employed for the
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determination of the lethal effect on adults or copepodites of the species Acartia tonsa, Tisbe
battagliai and Nitokra spinipis, but only acute toxicity is evaluated (ISO, 1999). Other long-
term tests use the complete lifecycle of organisms, such as Amphiascus tenuiremis, to observe
reproductive, developmental and survival parameters (ASTM, 2004; OECD, 2011).

Although standardised tests with copepod nauplii are widely employed
(HUTCHINSON et al., 1994, BECHMANN, 1999; HACK et al., 2008; KWOK et al., 2008;
MOHAMMED et al, 2011), such methods are excessively labour intensive for
ecotoxicological studies involving a large number of samples, since the transfer of organisms
to each well of the microplate is performed individually.

According to Medina et al. (2002), it is possible to carry out short-term tests based on
the complete cycle, since these tests are sensitive and have ecological importance. Assessing
the sensitivity of copepods to different chemical substances, Gourmelon and Ahtiainen (2007)
state that short-term effects on development may be more sensitive than long-term effects on
reproductive aspects. A number of authors have proposed alternative methods for short-term
tests with copepod nauplii that do not require microplates (ANDERSEN et al., 2001;
MEDINA et al., 2002; HUANG et al., 2006; SAIZ et al., 2009).

The conditions used in bioassays are commonly tested with reference substances to
allow determining the sensitivity of the organisms used as well as the reproducibility of the
results. Zinc sulphate is often employed as a reference substance in toxicity tests with aquatic
organisms. While zinc is an essential element subject to internal regulation in crustaceans, it
can be toxic at relatively low levels, compromising physiological functions, such as
respiration, osmoregulation, reproductive processes and behavioural aspects (MURTI and
SHUKLA, 1984; VERRIOPOULOS and MORAITOU-APOSTOLOPOULOU, 1989).

The aim of the present study was to determine the experimental conditions (test
duration, type/concentration of food source and incubation temperature) to establish a new
protocol for the assessment of seawater toxicity using nauplii of the copepod T. biminiensis
and evaluate the sensitivity of these organisms using zinc sulphate as the reference substance.
New seawater toxicity tests are very important to Brazil due to the fact that the most common
organism used for marine toxicology, the sea urchin Lythechinus variegatus, is disappearing
in some regions (IHARA et al. 2010). Furthermore, the fast, easy and not labour intensive
protocol developed herein can be adapted for other copepod species.
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3.3 Materials and Method
3.3.1 Acquisition and cultivation of copepods and microalgae

The copepods (T. biminiensis) used to start the mass cultures were acquired from
sediment and microalgae samples collected from Farol beach in the city of Olinda, state of
Pernambuco, Brazil. Ovigerous females were isolated and identified based on Volkmann-
Rocco (1973). The offspring of all females confirmed as T. biminiensis were pooled to ensure
genetic variability in the population. Copepod cultivation was performed using the method
proposed by Ribeiro and Souza-Santos (2011) in plastic recipients containing seawater with
salinity 34 + 2, ambient temperature of 28 + 2 °C and a natural photoperiod of approximately
13/11 h light/dark under constant aeration. The seawater was previously filtered (25 and 5
pm), chlorinated with sodium hypochlorite and de-chlorinated with sodium thiosulphate. The
copepods were fed the diatoms Thalassiosira weissflogii and Chaetoceros gracilis and a basic
ration for ornamental fish (Alcon®).

The diatoms were cultivated at 26 + 2 °C, with a 12-h light/dark photoperiod in F/2
medium (GUILLARD, 1975) prepared in filtered seawater with Tris-HCI buffer. After
sterilisation of the medium, a thiamine, biotin and cyanocobalamin vitamin solution, which
was previously sterilised through filtration (0,22 um), was added prior to inoculation.

Microalgae were counted in a Neubauer chamber (cells mL™).

3.3.2 Acquisition of nauplii

For the ecotoxicological tests, newly hatched nauplii (maximum age: 24 h) were
obtained from a two-tier system prepared one day prior to the test (Figure 3.1). A volume of 3
L of filtered seawater with microalgae was transferred to the system and left to rest for two
hours for the sedimentation of the microalgae. Adult copepods from the maintenance cultures
were sampled with a 250 um sieve and added to the upper tier. The bottom of the upper tier
was lined with of a 120 um mesh screen, allowing the adults to have contact with the water,
but little access to the settled food to avoid the excessive production of faecal pellets. The
hatched nauplii passed through the mesh and could feed in the lower tier. After 20 to 24 h, the
entire contents of the lower tier were carefully poured through a 64 um mesh sieve to retain
the nauplii, which were then transferred to a beaker containing 200 mL of control seawater.
The females were returned to the cultures. To estimate the volume of suspension to be
transferred to each test recipient, three aliquots of 0,5 mL were withdrawn under

homogenization and the number of nauplii was determined under a stereomicroscope.
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Figure 3.1- Newly hatched nauplii system.

3.3.3 Description of test

Seawater for both control and dilution was collected 10.8 nautical miles from the coast
of the Port of Recife, Pernambuco, Brazil (08°11°158” S and 34°42°486”W) and filtered
through a 0.45 pm membrane. Salinity was adjusted to 34. Prior to the test, pH, salinity and
dissolved oxygen were determined.

Flat-bottom glass test recipients (7 cm in diameter x 5 cm in height) containing 25 mL
of test solution were used for each concentration/treatment and control. Four replicates were
used for each treatment. A known volume (less than 1 ml to avoid sample dilutions) of the
suspension of nauplii to obtain approximately 200 individuals per test was transferred to each
test recipient with an automatic pipette. During the transfer of the nauplii, five or more
aliquots of the suspension were placed in plastic vials, immediately stained with Rose Bengal
and fixed with 4% formalin to estimate the initial number of nauplii.

Test duration, incubation temperature and type/concentration of food were
investigated. The test was a static assay with a 12-h light/dark photoperiod. At the end of the
test, all recipients were examined under a stereomicroscope to observe the activity of the
organisms and the presence of faecal pellets. The total contents of each recipient were poured

into plastic vials for staining and fixation. Counts were performed under a stereomicroscope.

3.3.4 Toxicity test conditions with T. biminiensis nauplii
The tested durations of the assay were 24, 48 and 72 h at 28 °C. The diatoms T.
weissflogii and C. gracilis were used for the feeding test, based on studies by Pinto et al.
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(2001) and Araujo-Castro and Souza-Santos (2005), who report that T. biminiensis exhibits
better development and reproduction when fed diatoms. Four treatments were tested: T.
weissflogii or C. gracilis at a concentration of 4,0 x 10° cells mL™, with and without the
addition of fish ration at 28 °C (two drops of a suspension, 1g of fish ration /100 mL of
control seawater, were added). Two incubation temperatures were evaluated (25 and 28 °C)
using different concentrations of C. gracilis (control: 7,0 x 10% 2,5 x 10°; 4,0 x 10°; 5,5 x
10°%; 7,0 x 10° and 1,5 x 10° cells mL™). The endpoint was the percentage of copepodites
(development from nauplii into copepodites) relative to the total number of live individuals

(nauplii and copepodites stained red) at the end of the test.

3.3.5 Determination of zinc sulphate heptahydrate concentration

Chemical determinations of Zn®* were performed to confirm the concentrations of zinc
sulphate heptahydrate (ZnSO,.7H,0) following the method described by Locatelli and Torsi
(2001). Six concentrations ranging from 0,1 to 10 mg L™ of ZnS04.7H,0 were used. The
solutions were prepared in 1% (v/v) seawater acidified to obtain pH 4,5 and ensure that Zn
was in the Zn?* form. The analytical procedure was performed using the standard addition
method with a Zn®"reference solution (SpecSol). Measurements were made using a
potentiostat/galvanostat (Metrohm Penslab). The results were expressed as mg L™ of Zn®** and
converted to mg L™ of ZnS0O,.7H0.

3.3.6 Sensitivity of nauplii to zinc sulphate

For the assessment of the sensitivity of T. biminiensis nauplii to zinc sulphate, seven
bioassays were performed with five concentrations ranging from 0,5 to 10.0 mg L™ prepared
in an algal suspension of C. gracilis at 2,5 x 10° cells mL™. Four replicates of each
concentration were performed. The recipients were incubated for 72 h at 28 °C and the assays
were ended as described above.

The effective concentration (ECso: 50% development inhibition based on final number
of copepodites in relation to initial number of nauplii), lethal concentration (LCsp:
concentration resulting in 50% mortality in relation to initial number of nauplii) and No
Observed Effect Concentration (NOEC) of ZnS0,4.7H,O on T. biminiensis nauplli were
calculated. The endpoints were calculated based on the mean number of nauplii inoculated at
the onset of the test as the total number of exposed individuals, provided that the coefficient

of variation (CV) of the initial mean number was less than 20%. For the purposes of
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comparison, these parameters were also estimated considering the control results at the end of
the tests (Abbott correction).

3.3.7 Statistical analysis

Following the determination of the normality of data distribution (Kolmogorov-
Smirnov test) and homogeneity of variances (Bartlett’s test), ANOVA was used to compare
test conditions. Tukey’s test was used to determine pair-wise differences between means. The
Trimmed Spearman-Karber method was used for the calculation of mean (+ SD) ECs, and
LCs of the reference substance (HAMILTON et al., 1977). The NOEC was calculated using
Dunnett’s test. The paired t-test was used to compare the nominal and real concentrations of
the reference substance, the mean number of nauplii inoculated and the final number of
organisms in the control and both the estimates of ECsy7on and LCsgzon. The level of

significance was set to 5% (p < 0,05).

3.4 Results
3.4.1 Conditions of toxicity test with T. biminiensis nauplii

The mean (z standard deviation [SD]) percentages of copepodites was 14,95 * 3,90%,
72,41 £ 2,72% and 98,7 £ 1,10% after 24, 48 and 72 h at 28 °C, respectively. The best test
duration was considered 72 h.

The percentage of copepodites in the feeding test using the diatoms C. gracilis and T.
weissflogii with and without the addition of fish ration varied significantly between treatments
(F=201,42; p <0,0001) (Figure 3.2). A significant decrease in the percentage of copepodites
occurred when the microalga T. weissflogii was used alone. A significant increase in the
percentage of copepodites occurred with C. gracilis (with and without the addition of fish
ration) and T. weissflogii with fish ration. No statistically significant differences were found
among these last three treatments. Thus, C. gracilis without the addition of fish ration was

chosen as the best feed.
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Figure 3.2 — Percentage of copepodites of Tisbe biminiensis (development from nauplii into
copepodites) in different treatments with feeding with Thalassiosira weissflogii (T) or Chaetocerus
gracilis (C) with and without fish ration (T+R, C+R) at 28 °C after 72 h; Different letters denote
statistically significant difference (p < 0,05, Tukey’s test).

In the feeding tests with C. gracilis performed at 25 °C, no statistically significant
differences were found among concentrations greater than 5,5 x 10° cells mL™, whereas all
concentrations below this value differed significantly from each other (F = 557,72; p <
0,0001). The percentage of copepodites was greater than 90% at concentration of 5.5 x 10°
cells mL™* onwards (Figure 3.3A). At 28 °C, all concentrations of C. gracilis achieved
significantly higher rates of development in comparison to the control (seawater without the
addition of food) (F = 292,35; p < 0,0001). In the absence of food, the percentage of
copepodites was 18.8%, whereas this parameter exceeding 80% was found when food was
added (all concentrations). No statistically significant differences were found among
concentrations greater than 2,5 x 10° cells mL™ (Figure 3.3B). Thus, a greater percentage of
copepodites with lower concentrations of feed was accomplished at 28 °C.

Based on these results, the test conditions established for ecotoxicological assays using
nauplii of the copepod T. biminiensis were 2,5 x 10° cells mL™ of C. gracilis at a temperature
of 28 °C and duration of 72 h.
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Figure 3.3 — Percentage of copepodites of Tisbe biminiensis with different concentrations of
Chaetocerus gracilis (cells mL™) at 25 °C (A) and 28 °C (B) after 72 h; Different letters denote
statistically significant difference (p < 0,05, Tukey’s test).

3.4.2 Determination of zinc sulphate concentration
The analytical determination of the concentration of ZnS0O,.7H,0 solutions used in the
sensitivity tests corresponded to a mean of 93,56% of the nominal concentrations. The paired

t-test revealed no statistically significant difference between analysed and nominal values (p =
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0,2043; t = 1,4592), suggesting that the nominal concentrations are in agreement with the real
values of the substance employed in the reference tests.

3.4.3 Sensitivity of nauplii to zinc sulphate

Considering the mean number of nauplii inoculated, ECsq.7on was 3,25 + 0,59 mg L™
and LCso.72n Was 3,46 + 0,72 mg L™, The CV for the number of nauplii inoculated (variation
in sampling) was less than 15% in all tests. Considering the percentage of development
inhibition in relation to the control, ECsq.72n Was 3,32 + 0,64 mg L™ and LCsq.7on Was 3,53 +
0,80 mg L™.The paired t-test revealed no significant differences in these ECso.72n values (t = -
1,1798; p = 0,2827) or LCsp.72n Values (t = -0,7557; p = 0,4782). Moreover, no significant
differences were found between the mean number of nauplii inoculated at the onset of the test
and the mean number of organisms in the control at the end of the test (t = 1,6409; p =
0,1518). The control charts of the sensitivity tests revealed that the majority of results were
within the limit of £ 2 SD (Figure 3.4). The CV was 19,62% for ECso.7on and 22,92% for
LCso.72n. Thus, the results met the acceptance criterion (CV < 30%) for ecotoxicological

assays with reference substances (EC, 1990).
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Figure 3.4 — Control chart with ECs, and LCs, values for T. biminiensis nauplii after exposure to

different concentrations of ZnSQ,4.7H,0; Dotted lines indicate limits referring to + 2 SD in function of
mean line.

A concentration-dependent curve was constructed from the results of the percentage of
development inhibition from initial nauplii into final copepodites and mortality percentage in
function of the concentrations of ZnS0,.7H,0, which evidenced a similar response pattern

(Figure 3.5). From the ANOVA results considering the effect of development inhibition (F =



36

46,39; p < 0,0001) and mortality (F = 38,96; p < 0,0001), the calculated NOEC was 2,0 mg L~
! of ZnS0,4.7H,0. The respective NOEC, ECsp.72n and LCsg.72n for 2,0; 3,3 and 3,5 mg L™ of
ZnS0,4.7H,O were converted into zinc ion values, yielding NOEC, ECsp.72n and LCsp.72n

values of 0,45; 0,75 and 0,79 mg L™ of Zn®*, respectively.
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Figure 3.5 — Concentration-dependent curve (mean + SD) in function of ZnSO,.7H,0. Percentage of

development inhibition from Tisbe biminienis nauplii into copepodites (A) and mortality (o).

3.5 Discussion

The mean percentage of copepodites was greater than 90% after 72 h under the
conditions used in the present study, which is a longer naupliar stage than that reported by
Pinto et al. (2001), who report 49,2 to 62,6 h, depending on the feeding regimen. This
divergence may be associated with the slight difference in temperature between the two
experiments (28 °C in the present investigation and 29 °C in the study cited). In assays
involving the same species of copepod, Araujo-Castro et al. (2006) reported the percentage of
development from nauplii into copepodites of 71,7% after 72 h at 25 °C, suggesting an
important effect of temperature on development. According to Williams and Jones (1994),
temperature exerts the greatest influence on the development of copepods, followed by food
availability. In a later study, Williams and Jones (1999) report the both temperature and food

availability significantly affect reproductive aspects of these organisms.
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The different results obtained with the different diatoms used in the feeding tests may
be related to the smaller cell size of C. gracilis (5,33 x 3,15 pm) in comparison to T.
weissflogii (10,88 x 7,2 um) (OHSE et al., 2008), allowing the former microalga to be more
easily ingested by the nauplii. Dahl et al. (2009) studied the effect of different diatom species
as food sources for the copepod Nitokra spinipis and obtained different results regarding
development, reproduction and survival. The authors state that some species of diatoms offer
better quality as food. The satisfactory results achieved with the addition of fish ration, which
improved the performance of T. weissflogii, is likely linked to the greater food availability.
The choice of C. gracilis alone as the feed was based on its satisfactory performance and the
fact that leftovers in the treatments with the addition of fish ration hindered visualisation
during the counts of the organisms.

The present study demonstrated the need for food to ensure the satisfactory
development of nauplii into copepodites. However, in studies involving the copepod T.
holothuriae, Verriopoulos and Moraitou-Apostolopoulou (1989) found that the presence of
food in the tests may have reduced the toxicity of zinc, which varies in function of its
complexation with organic matter. Brown et al. (2005) also report a reduction in zinc toxicity
in the copepod Bryocamptus zschokkei in the presence of food (biofilm discs). However, it
should be stressed that the introduction of food in toxicity tests represents the actual effects of
contaminants on organisms in the environment (SAIZ et al., 2009).

The present tests involved the analysis of the lethal and sublethal effects of
ZnS0,4.7H,0 on T. biminiensis nauplii. Studies in the literature have assessed chronic and
acute toxicity in the same assay (ARAUJO-CASTRO et al., 2006; CAMARGO-SOUZA et
al., 2007). The ECso.72n and LCsp.72n Values were very similar, which is also evident by the
similar response pattern for the two variables in function of the different concentrations of
ZnS0,4.7H,0 (Figure 4.5). At concentrations close to or greater than the ECsg.7on and LCso.72n,
the majority of nauplii either died or underwent metamorphosis into copepodites. The
development from surviving nauplii into copepodites has also been described by Sunda et al.
(1987) in studies addressing the effect of zinc on the survival rate of nauplii of the copepod
Acartia tonsa. Likewise, Brown et al. (2005) found that zinc caused the death of newly
hatched nauplii of the copepod Bryocamptus zschokkei at the highest concentrations tested,
but the survivors managed to develop and reproduce. The same authors also report that the
presence of zinc increases larval development time and diminishes reproductive effort,

leading to a reduction in population density.
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Table 3.1 lists studies carried out for the assessment of acute zinc toxicity in copepods.
Hack et al. (2008) found that larvae of Robertsonia propinqua were more sensitive than
adults. Brown et al. (2005) report the same for Bryocamptus zschokkei. The LCs, for T.
biminiensis nauplii after 72 h was twofold greater than that found for R. propinqua and 1,2-
fold lesser than that found for B. zschokkei. It should be stressed, however, that the exposure
time in the studies cited was 96 h, suggesting that a longer exposure time may be related to
greater sensibility of R. propinqua nauplii. Based on the findings, the sensitivity of T.

biminiensis nauplii to Zn* is similar to that of nauplii of other species of copepod.

Table 3.1- ECs and LCs values in function of Zn (mg L™) for different organisms in toxicity tests.

Test organism Life stage T(h) LCsy ECs, Reference
Copepoda
Acartia lilljeborgi Adult 48 0.89 Nipper et al. (1993)
Acartia tonsa Adult 48 0.86 Ihara et al. (2010)
Adult 48 0.89 Rossato et al. (2009)
Bryocamptus zschokkei Larvae 96 0.92 Brown et al. (2005)
Juvenile 96 0.62
Adult 96 2.07
Quinquelaophonte sp Adult 96 0.64 Stringer et al. (2012)
Robertsonia propinqua Larvae 96 0.39 Hack et al. (2008)
Adult 96 0.61
Adult 96 2.0 Stringer et al. (2012)
Tigriopus brevicornis Adult 96 0.71 Barka (2001)
Tisbe holothuriae Adult 48 1.15 Verriopoulos and Moraitou-
Female 48 0.71 Apostolopoulou (1989)
Tisbe biminiensis Larvae 72 0.79  0.75 Present study
Other groups
Arbacia lixula Embryo-larvae 24 0.048 Prosperi et al. (1994)
(Echinodermata) 24 0.04 Resgalla Jr and Laitano
(2002)
Lytechinus variegatus Embryo-larvae 24 0.048 Rossato et al. (2009)
(Echinodermata)
Megabalanus coccopoma Larvae 36 0.27 Camargo-Souza et al. (2007)
(Cirripedia) 24 0.24

T: Test duration in hours.

A number of studies have addressed the toxicity of zinc in organisms from different
taxonomic groups. Camargo-Souza et al. (2007) found similar sublethal and lethal
concentrations for larvae of the barnacle Megabalanus coccopoma. The sea urchins
Lytechinus variegatus (ROSSATO et al., 2009) and Arbacia lixula (PROSPERI et al., 1994)
and the mussel Perna perna (JORGE and MOREIRA, 2005) are more sensitive to zinc than
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copepods. According to Resgalla Jr. and Laitano (2002), microcrustaceans (copepods and
mysids) are the most sensitive test organism in studies with different reference substances.
The same authors state that sea urchins and shellfish are highly sensitive, but exhibit a high
degree of specificity to the type of contaminant, which leads to greater variation in the
responses.

Zinc is able to inhibit the activity of chitinase and compromise moulting and
maintenance processes, thereby influencing the structural integrity of the exoskeleton of
crustaceans (POYNTON et al., 2007). This metal inhibits calcium absorption pathways in the
epithelia of crustaceans through competition for the same ion channel (SANTORE et al.,
2002) and is stored in the carapace in the early life of copepods (FORGET et al., 1998). The
greater sensitivity of nauplii may be related to the lesser thickness of the exoskeleton in
comparison to that of adults as well as the larger surface, leading to the greater absorption of
contaminants (FORGET et al., 1998; MILLER and HARLEY, 1996).

Despite the toxic effects of zinc on copepods, these organisms have regulation
mechanisms that assist in the internal balance by sequestering metals (Hook and Fisher,
2002). Thus, as occurs with other aquatic organisms, proteins denominated metallothioneins
act on the homeostasis of micronutrients, eliminating excess metals through chelation or
complexation and detoxifying them (BIANCHINI et al., 2003). The concentration of
metallothioneins varies from species to species (BARKA et al., 2001) and both environmental
and physiological factors may affect the production of these proteins (AMIARD et al., 2006).
Moreover, the methodological aspects of each test employed can lead to changes in the

sensitivity of organisms.

3.5 Conclusion

The copepod T. biminiensis has an established, low-cost cultivation method that is
easy to maintain, resulting in the simple, continuous acquisition of organisms. The protocol
developed herein for T. biminiensis nauplii resulted in a practical, easy, low-cost, short-term
test with both lethal and sublethal endpoints exhibiting an acceptable degree of variation. T.
biminiensis nauplii are as sensitive to zinc as the nauplii of other species of copepods
employed in ecotoxicological studies, but are less sensitive than the larvae of sea urchins and
shellfish. The findings demonstrate that T. biminiensis nauplii are useful for ecotoxicological
studies and can be employed in studies assessing the toxicity of samples of marine and
estuarine water. Furthermore, the future study of other sublethal endpoints may increase the

sensitivity of this short-term test.
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4 CAPITULO Il

O teste com nauplios de Tisbe biminiensis (Copepoda:Harpacticoida) na
avaliacdo da toxicidade da agua do complexo estuarino de Suape, Pernambuco-

Brasil
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4.1 Resumo

Os néuplios de copépodos tém sido utilizados em testes de toxicidade devido a sua
maior sensibilidade aos contaminantes quando comparado ao estdgio adulto. Estudos
anteriores demostraram que 0 ensaio com o estagio naupliar de Tisbe biminiensis € rapido e de
facil execucdo, sendo sua sensibilidade similar a de outros copépodos. O objetivo do presente
estudo foi empregar o teste com nauplios do copépodo T. biminiensis na avaliacdo
ecotoxicoldgica de amostras de agua marinha e estuarina da regido do complexo estuarino de
Suape coletadas entre 2011 e 2013. Neste estudo, além dos pardmetros de percentual de
mortalidade, percentual de copepoditos e percentual de inibicdo do desenvolvimento, foram
adicionados outros parametros com o0 objetivo de aumentar a sensibilidade do teste:
frequéncia dos estagios dos copepoditos, média do comprimento total e da cabeca por estagio
e geral. Os resultados indicaram que o teste com nauplios de T. biminiensis pode ser
empregado na avaliacdo ecotoxicoldgica de amostras ambientais e que a agua na regido de
Suape apresenta toxicidade sub-letal, mais associada ao més de Setembro, inicio do periodo
seco. Dentre os parametros avaliados, a inibicdo do desenvolvimento foi o que mais indicou
toxicidade, seguido pelo percentual de copepoditos. Apesar da obtencdo das medidas
adicionais de comprimento geral e da cabeca por estagio e da frequéncia de estagios
reduzirem a praticidade do método, em um dos pontos de coleta elas aumentaram a
sensibilidade na detecgdo de efeitos toxicos, indicando a possibilidade de sua incorporag¢do em

estudos ecotoxicologicos.

Palavras-chave: copépodo, avaliacdo ecotoxicolégica, Suape, agua.
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4.2 Introducgéo

Os copépodos tém sido utilizados para avaliar efeitos agudos e cronicos dos
contaminantes presentes no meio aquatico, sendo considerados potenciais indicadores de
contaminacdo ambiental. Estes organismos apresentam varias carateristicas que 0s tornam
modelos bioldgicos apropriados, tais como tamanho diminuto, curto ciclo de vida, ampla
distribuicdo geografica, importancia na cadeia alimentar e facil cultivo em laboratdrio
(BROWN et al., 2005). Além destas caracteristicas, também ¢ indicada a utilizacdo de
espécies nativas em estudos ecotoxicolégicos com amostras ambientais, uma vez que elas
expressam a situacdo de campo local com maior particularidade e seguranca (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008).

O copépodo harpacticéide marinho Tisbe biminiensis Volkmann - Rocco (1973) tem
sido utilizado e recomendado em testes de toxicidade no Brasil na avaliacdo de amostras de
sedimento (ARAUJO-CASTRO et al. 2006; ARAUJO-CASTRO, 2008; COSTA, 2009;
TORREIRO, 2010; ARAUJO-CASTRO et al. 2013a; ARAUJO-CASTRO et al. 2013b;) e de
agua marinha e estuarina (OLIVEIRA, 2011; LAVORANTE et al., 2013).

Assim como ocorre em outras espécies de copépodos, a sensibilidade do estagio
naupliar de T. biminiensis é maior que a do adulto, considerando o dicromato de potéssio
como substancia de referéncia (ARAUJO-CASTRO et al., 2006). Lavorante et al. (2013)
observaram que a sensibilidade dos nauplios de T. biminiensis ao sulfato de zinco é
semelhante a de larvas de outras espécies de copépodos.

A maior sensibilidade dos copépodos nos estagios larvais que nos estagio adulto vem
sendo observada em varias espécies. Brown et al. (2005) verificaram que as larvas do
copépodo harpacticéide de dgua doce Bryocamptus zschokkei sdo mais sensiveis ao zinco que
o0s adultos. Os nauplios do copépodo calandide marinho Pseudodiaptomus marinus também
apresentaram maior sensibilidade ao 6xido de tributilestanho que os estagios mais avang¢ados
de desenvolvimento (HUANG et al., 2006). Estudando a sensibilidade da espécie
harpacticdide estuarina Robertsonia propinqua ao metal zinco, Hack et al. (2008) observaram
0 mesmo evento. Saiz et al. (2009) relataram que os nauplios do copépodo ciclopéida Oithona
davisae também foram mais sensiveis que o estagio adulto para o contaminante naftaleno.

Diante destas informacdes, Lavorante et al. (2013) estabeleceram um novo protocolo
para avaliacdo da toxicidade de amostras de agua marinha e estuarina usando nauplios de T.
biminiensis tornando o método mais pratico e rapido. Neste trabalho, os nalplios em
suspensdo foram transferidos aos recipientes-teste por amostragem. Segundo 0s autores, 0

estudo surgiu da necessidade do desenvolvimento de novos testes de toxicidade aquatica em
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substituicdo ao teste embriolarval com o ourico-do-mar Lythechinus variegatus, cuja
populacdo encontra-se em declinio em algumas &reas do Brasil, principalmente na regido
Nordeste (IHARA et al. 2010). Os autores observaram que a sensibilidade dos nauplios é
comparavel a de outros copépodos considerando a mesma substancia de referéncia, que a
variacdo do teste permaneceu dentro dos limites aceitaveis e que se faz necessaria a utilizacéo
do teste em estudos toxicoldgicos envolvendo amostras de aguas marinhas e de estuarios.

As regides costeiras, localizadas na interface entre sistemas aquaticos e terrestres,
apresentam enorme importancia aos interesses humanos, pois constituem uma fonte
significativa de recursos alimentares de diversas categorias, de matéria prima para Varios
setores de producdo, incluindo a inddstria farmacéutica, além de propiciarem areas para
habitacdo, recreacdo e transporte (CASTRO e HUBER, 2003). A pressdo constante exercida
sobre este ambiente pode comprometer o seu funcionamento e causar desequilibrio ecoldgico
e riscos a saude humana (DIAZ e ROSENBERG, 2008; SALE et al., 2008).

Dentre as atividades geradoras de desenvolvimento econdmico, as regides portuarias
sdo potencialmente geradoras de diversas fontes de poluicdo que podem causar danos aos
ambientes costeiros. Estas areas constituem campos de conflito quanto a disposicédo
desordenada dos residuos no ambiente e ao uso do espago e dos recursos naturais, podendo
gerar riscos ambientais variados devidos a carga, descarga, transporte e armazenamento de
diversos produtos (MOORE et al., 2004). A modernizacdo do modelo portuario ao longo das
ultimas décadas fez com que estas regifes se tornassem grandes centros de comércio e
industrias, adequando sua estrutura fisica e consumindo grandes espacos de terra e agua
(RIAL, 2008).

O Complexo Industrial Portuario Governador Eraldo Gueiros- SUAPE esta situado no
complexo estuarino de Suape, litoral Sul do Estado de Pernambuco-Brasil. Sua operacao teve
inicio em abril de 1984 e vem trazendo varias modificacfes nas condi¢cGes geomorfolégicas e
hidroldgicas da regido durante os Gltimos anos (NEUMANN et al., 1998; MUNIZ et al.,
2005). SUAPE conta com mais de 100 empresas em operacdo e 50 em processo de
implantacdo, dentre elas, importantes empreendimentos como estaleiros, refinaria, um pélo
téxtil e um petroquimico (PERNAMBUCO, 2014). Empresas de beneficiamento e
envasamento de 6leos vegetais, bebidas, metal-mecanico, embalagens PET, beneficiamento
de minérios, cosméticos, de transporte, armazenamento e distribuicdo de derivados de
petréleo e biocombustiveis e do setor ceramico também sdo integrantes deste grande

complexo industrial.
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As diversas intervencdes antrépicas resultantes das atividades de SUAPE vém
causando danos para a biota da regido (KOENING et al., 2003; SILVA et al., 2004,
FARRAPEIRA et al., 2009; BEZERRA-JUNIOR et al, 2011). Com o crescimento continuo
deste empreendimento sdo necessarios estudos ambientais que ajudem a proteger as
comunidades bidticas e as areas de importancia ecoldgica que se encontram proximas ao
complexo e que poderdo ser significativamente afetadas em um futuro préximo. Além disto,
estes dados podem servir de referéncia para 0 acompanhamento das modificacdes que podem
vir a ocorrer neste complexo estuarino ao decorrer da sua operacao.

O uso de testes de toxicidade possibilita avaliar o risco ecotoxicolégico para as
comunidades aquaticas (VIGANO et al., 2001). Alguns estudos ecotoxicolégicos realizados
por empresas privadas de SUAPE verificaram toxicidade em amostras de agua superficial
coletadas na Baia de Suape e nos rios Massangana e Tatuoca, sobretudo para a fotobactéria
Vibrio fisheri (MULTICONSULTORIA, 2004; MENDONCA, 2005; PIRES ADVOGADOS
e CONSULTORES, 2005).

Além destes estudos, apenas trés trabalhos de pesquisa ecotoxicolégica foram
realizados com amostras de agua da regido. Estudando amostras coletadas em 2007, Souza-
Santos e Aradjo (2013) utilizaram o ouri¢o-do-mar Lytechinus variegatus como organismo-
teste e os resultados indicaram que a area apresentou toxicidade crénica variavel.

Oliveira (2011) propds a utilizagdo dos nauplios do copépodo Tisbe biminiensis como
alternativa ao teste com a espécie L. variegatus, cuja populacdo encontra-se em declinio ao
longo da costa litordnea brasileira. A autora realizou um estudo ecotoxicolégico comparativo
utilizando amostras coletadas entre 2009 e 2010, no qual foi possivel observar que a
sensibilidade dos nauplios foi semelhante a das larvas de ourico. No entanto, o teste proposto
foi considerado laborioso, devido a transferéncia individual dos nauplios para placas multi-
pocos, 0 que demandou muito tempo para sua execucdo. Araljo e Souza-Santos (2013)
utilizaram a microalga Thalassiosira weissflogii em comparagdo ao ourico do mar em
amostras coletadas entre 2010 e 2011 e relataram que a regido apresentava toxicidade cronica,
varidvel com o0 més da coleta, ressaltando a necessidade de mais pesquisas na area.

Perante 0s poucos dados de toxicidade da agua da regido, ha a necessidade de uma
avaliacdo dos aspectos ecotoxicologicos que podem fornecer informacbes acerca das
condicdes ambientais para que possiveis medidas de fiscalizagdo e controle sejam
implementadas.

Diante do exposto, o presente estudo visa utilizar o protocolo com nauplios do

copépodo T. biminiensis desenvolvido por Lavorante et al (2013) na avaliacdo da toxicidade
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de amostras de &gua superficial coletadas na regido estuarina de Suape que apresenta grande
importancia ecoldgica e econdmica para o Estado de Pernambuco. Com o objetivo de
aumentar a sensibilidade do teste, foram avaliados novos parametros ecotoxicologicos em
adicdo aos parametros de percentual de mortalidade, inibicdo e desenvolvimento dos nauplios
estabelecidos no protocolo original: crescimento dos copepoditos, geral e por estagio, e a
frequéncia de estagios dos copepoditos ao final do ensaio.

4.3 Material e Métodos
4.3.1 Area de estudo

O complexo estuarino de Suape esta localizado entre os municipios de Cabo de Santo
Agostinho e Ipojuca, no estado de Pernambuco-Brasil (08°23°30.56” S e 34°57°38.00” W). A
regido tem clima tropical imido do tipo As’, segundo Koppen, com periodos chuvosos de
inverno. As maiores precipitacdes sdo observadas nos meses de maio, junho e julho, enquanto
0s meses de outubro, novembro e dezembro sdo os mais secos. A temperatura média anual da
regido € de 24 °C, variando entre 18°C e 32°C (CPRH, 1999; CPRM, 2005).

A instalacdo do Complexo Industrial Portuario Governador Eraldo Gueiros - SUAPE
na regido provocou Varias alteracdes fisiogréaficas, dentre elas, o aterramento do trecho que
comunicava os rios Merepe e Ipojuca com o sistema estuarino formado pela Bacia de Suape e
pelos rios Tatuoca e Massangana (KOENING et al., 2002). Alteracdes hidrologicas também
foram observadas, pois foram verificadas altas salinidades nas &reas mais internas
(NEUMANN-LEITAO, 1994).

O rio Massangana serve de limite entre 0os municipios de Cabo de Santo Agostinho e
Ipojuca, tendo como formadores os rios Tabatinga e Utinga de Baixo, ambos com nascentes
no municipio de Ipojuca, desaguando ao sul do promontério de Santo Agostinho, onde
encontra o rio Tatuoca (CPRH, 1999). Este rio também recebe aguas dos riachos Algodoais e
da llha das Canas. O rio Tatuoca nasce a 6 km da foz, constituindo, em quase toda a sua
extensdo, parte de uma complexa rede de canais e estuario afogados (CPRH, 2003; PESSOA,
2009). Origina-se a partir de descargas superficiais, que, misturadas as aguas marinhas, forma
um manguezal (FADE, 2006). Segundo o estudo realizado por Pessoa (2009), além das
variagfes comuns a um sistema instavel, os estuarios dos rios Massangana e Tatuoca
encontram-se fortemente influenciados pela carga de efluentes industriais e impactos

relacionados a dragagem que ocorre na regiao.
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As coletas das amostras foram realizadas em setembro de 2011, margo e junho de

2012 e janeiro, abril e setembro de 2013 em pontos localizados no estuario de Suape (Figura
4.1 e Tabela 4.1). Os pontos P1, P2, P3, P4, P5 e P6 foram coletados nas campanhas de

setembro de 2011 e marco e junho de 2012. Por questdes operacionais e logisticas, entre as

campanhas de janeiro, abril e setembro de 2013, houve uma mudanga nos pontos de coleta,

sendo coletados os pontos P1.5, P2.5, P3.3, P3.8 a PO. As amostras de agua superficial foram

coletadas durante a maré-baixa, em garrafas plasticas de 500 mL, acondicionadas em caixas

térmicas com gelo para transporte até ao laboratorio. As amostras foram mantidas em freezer

a -20°C até a realizacdo dos testes, por um periodo méaximo de 60 dias de acordo com as
orientacdes da CETESB (2011) e da NBR 15469 (ABNT, 2007). A salinidade, a temperatura,

0 pH e o oxigénio dissolvido das amostras foram aferidos in locu com refratdmetro,

termémetro digital, pHmetro e oximetro, respectivamente.
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Figura 4.1 — Distribuicdo dos pontos de coleta no complexo estuarino de Suape. Modificado de

Araljo e Souza-Santos (2013).
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Tabela 4.1- Coordenadas geogréficas dos pontos coletados em Suape.

Pontos Coordenadas Localizacéo

P1 08°22'895" S 034°58798" W Perto do enrocamento do Rio Tatuoca

P2 08°232.3"S  034°58'19.3"W  Defronte ao Estaleiro Atlantico Sul (EAS)
P3 08°22'47.7"S  034°585.3" W Entre o0 EAS e a llha dos Cocais

P4 08°21'36.2" S  034°57'49.5"W  Rio Massangana

P5 08°21'47.2" S  034°58'40" W Rio Massangana

P6 08°21'14.2" S 034°58'35.9" W Rio Massangana

PO 08°23277"S  034°58275" W Influéncia de industria petroquimica

P1.5 08°22'895" S 034°58'798" W Entre o enrocamento e 0 EAS
P2.5 08°22'55.3"S  034°58'14.1"W  Proximo ao EAS

P3.3 08°22'14.2"S 034°58'08" W Em frente ao estaleiro PROMAR
P3.8 08°21'40" S 034°57'47,1"W  Massangana

4.3.3 Obtencdo e cultivo dos copépodos e das microalgas

Os copépodos da espécie T. biminiensis foram obtidos de amostras de sedimento e
macroalgas coletadas em janeiro de 2010 na praia do Farol na cidade de Olinda, Pernambuco-
Brasil. Fémeas ovadas foram retiradas das amostras e cultivadas em laboratério até obtencédo
da prole. Ap6s confirmacdo da espécie das fémeas (Volkmann-Rocco, 1973), as proles foram
unidas e o cultivo em massa dos copépodos conduzido segundo Ribeiro e Souza-Santos
(2011). Os organismos foram mantidos em recipientes plasticos contendo dgua do mar com
salinidade 34 + 2, temperatura ambiente de 28 =+ 2°C, fotoperiodo natural de
aproximadamente 13h luz/11h escuro, sob aeracdo constante. A agua do mar foi previamente
filtrada (filtros de 25 e 5 um), clorada com hipoclorito de sodio e declorada com tiossulfato de
sodio. A alimentacéo foi realizada com racéo bésica para peixes ornamentais (Alcon®) e com
a diatomacea Chaetocerus gracilis cultivada em meio f/2 de Guillard (1975) a 28 + 2°C,

fotoperiodo de 12h claro /12h escuro.

4.3.4 Obtencéo de nauplios para o teste

Os néauplios utilizados nos ensaios ecotoxicoldgicos foram obtidos a partir de fémeas
ovadas mantidas em um sistema de duas caixas plasticas sobrepostas, onde o fundo da caixa
superior apresentava uma malha de 120 um para contencdo das fémeas, possibilitando a
passagem dos nauplios através da malha para a caixa inferior (LAVORANTE et al., 2013).
Apos 20-24 horas, os nauplios recém-eclodidos foram concentrados para obtengdo de uma

suspensdo cuja densidade foi estimada em camara de Sedgwick-Rafter com auxilio de
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microscopio a partir da retirada de trés aliquotas de 0,5 mL. A partir destes resultados, foi
estimado o volume da suspensao a ser transferido para cada recipiente-teste.

4.3.5 Descricao do teste

O teste de toxicidade seguiu as condic¢Oes definidas por Lavorante et al. (2013) e
encontram-se sumariamente apresentadas na tabela 4.2. A agua do mar oceénica controle
utilizada nos testes ecotoxicoldgicos foi coletada a 30 km da linha de costa do Porto da cidade
do Recife, Pernambuco, Brasil (08°11°158” S e 34°42°486”W). Em laboratorio, a agua
controle foi filtrada com membrana 0,45 pm e mantida ao abrigo da luz. Na semana de cada
teste, a agua controle foi autoclavada (120°C/15 min) e a salinidade foi ajustada para 34.

Foram utilizados recipientes-teste de vidro com fundo chato (7 cm de didmetro x 5 cm
de altura) contendo 25 mL da solucdo-teste, em quadruplicata, para cada amostra e para a
agua do mar controle. A microalga C. gracilis foi adicionada como alimento na concentracdo
de 2,5 x 10° cel mL™, ndo havendo nova adicdo de alimento nem troca de 4gua no decorrer do
teste. Um volume conhecido da suspensdo de nauplios com idade inferior a 24 h foi
transferido com pipetador automatico de forma a se obter um numero entre 100-200
individuos por recipiente-teste. No decorrer da transferéncia dos individuos para os
recipientes-teste, foram coletadas cinco aliquotas da suspensao, imediatamente coradas com
rosa de bengala e fixadas com formol a 4%, para calculo da média de nduplios inoculados e

do coeficiente de variacdo da inoculacao.

Tabela 4.2 — Condiges do teste ecotoxicoldgico utilizando nauplios do copépodo T. biminiensis.
Resumo das CondicGes-teste
Estéatico
Nauplios (<24h) de T. biminiensis
Agua natural marinha filtrada

Tipo de teste
Organismo-teste
Agua controle ou de diluigio

Volume da solugdo-teste (mL) 25

Ne° de réplicas 4

N° organismos/recipiente 100-200
pH 8-9
Salinidade (%o) 34+2
Temperatura (°C) 28+1
Fotoperiodo (h:h) 12L:12D
Alimentacao C. gracilis (cel mL™) 2,5 x 10°
Aeracéo Né&o
Tempo de exposicdo (h) 72

Efeitos observados ao final do teste

Mortalidade, Copepoditos e Inibi¢do do desenvolvimento
(%); Frequéncia dos estagios de copepoditos;
Comprimento (um) total e da cabeca, geral e por estagio.
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Apos a incubagdo por 72h a 28°C, o encerramento do teste ocorreu de forma que cada
recipiente teve seu conteudo vertido em potes plésticos e foram lavados com auxilio de
pisseta para retirada dos organismos que permaneceram aderidos as paredes. A coloracdo com
rosa de bengala e a fixagdo com formol 4% ocorreram imediatamente. A contagem do
namero total de nduplios e copepoditos foi realizada com auxilio de estereoscdpio. Com base
nestes valores, foram calculados trés parametros: o percentual de mortalidade (M) ou efeito
letal, relacionando a média de nauplios inoculados no inicio do teste com o ndmero de
sobreviventes totais corados ao fim do teste (Eq. 1); o percentual de desenvolvimento para
copepoditos (D) de nduplios para copepoditos, efeito sub-letal, considerando a relagdo entre o
namero final de copepoditos e o total de sobreviventes (Eq. 2); e o percentual de inibicdo de
desenvolvimento (I), considerando a relacéo entre o numero final de copepoditos e a média de
nauplios inoculados no inicio do teste, atrelando os dois tipos de efeito (Eg. 3). Onde: NC=
Ndmero de copepoditos; NT= Numero de sobreviventes totais; NI= Numero de nauplios

inoculados no inicio do teste.

NI —NT
M:

~— X100 (Eq.1)

D—NCX100 Eq.2
=NT (Eq.2)

I_NI—NC
- NI

X100 (Eq.3)
4.3.6 Observacao dos estagios de desenvolvimento e crescimento

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do ensaio, foram observados 0s estagios
de desenvolvimento e o crescimento dos copepoditos ao final do teste, em adicdo aos
parametros estabelecidos no protocolo original. Volkmann — Rocco (1973) observou que 0s
copépodos de T. biminiensis possuem seis estagios naupliares seguidos por cinco estagios de
copepoditos ou juvenis antes de atingiram a fase adulta. Pinto et al. (2001) observou que a
29°C e em 3 dietas a duracéo do estagio naupliar desta espécie de copépodo variou de 49,2 h
a 62,6 h, o tempo de desenvolvimento até o estagio adulto foi de 4,25 a 6,59 dias e o ciclo de
vida teve duracdo média de 30 dias. No presente trabalho, os copepoditos foram classificados
em primeiro estagio de copepodito (C1), segundo estagio de copepodito (C2), terceiro estagio
de copepodito (C3) e tltimos estagios de copepoditos (=C4) através da observagao do numero

de patas torécicas e de segmentos abdominais.
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Os copépodos adultos de T. biminiensis apresentam um comprimento total que varia
de 900 a 1600 pm, incluindo os ramos caudais (VOLKMANN-ROCCO, 1973). Neste
trabalho, para medicdo do comprimento total dos copepoditos foi considerada a regido do
rostrum até a furca tomada numa visdo lateral. Esta medida consistiu na soma dos
comprimentos do prossoma (cabeca e regido torécica) e do urossoma (abdémen), devido a
presenca de uma leve inclinacdo na regido de articulacdo entre estas duas regiGes apds o
processo de fixacdo. A medicdo da cabeca, regido anterior do cefalossoma (do rostrum até o
final dos I e 11 segmentos fundidos), foi realizada numa viséo dorsal.

Para obtencdo dos dados de estagios de desenvolvimento e crescimento, foram
utilizadas as amostras coletadas em abril e setembro de 2013. Aleatoriamente, 30 copepoditos
foram retirados de cada réplica, totalizando 120 espécimes para cada ponto e para o controle.
Cada individuo foi observado sob microscopio e medido com uma escala milimetrada
acoplada a lente ocular. Para obtencdo do comprimento (um), foi utilizada uma lamina padréo

de vidro com régua milimetrada (100 mm) e realizada conversdo para o aumento utilizado.

4.3.7 Testes com substancia de referéncia

A fim de avaliar a sensibilidade dos nduplios de T. biminiensis foram realizados testes
empregando o sulfato de zinco heptahidratado como substancia de referéncia, paralelamente
aos ensaios com as amostras ambientais. Foram realizados testes de sensibilidade para todas
as amostras coletadas, exceto para as amostras coletadas em Junho de 2012, devido ao
namero insuficiente de nauplios obtidos. Foram utilizadas quatro concentra¢fes, com quatro
réplicas cada, na faixa de 1,0 a 10,0 mg L™ preparadas em suspensdo algal (4gua do mar
controle contendo a microalga C. gracilis a uma concentracéo de 2,5 x 10° células mL™). A
incubacdo e o encerramento ocorreram nas mesmas condi¢cdes do teste com as amostras.
Foram calculadas as CEsy (Concentracdo Efetiva) com base no percentual de inibicdo do
desenvolvimento e a CLsy (Concentracdo Letal) do ZnSO,.7H,O para nauplios de T.
biminiensis. O parametro de desenvolvimento de nauplios para copepoditos ndo foi utilizado,
pois nas concentraces mais elevadas da substancia de referéncia era observada alta

mortalidade dos nauplios e, ao final do teste, todos 0s sobreviventes eram copepoditos.

4.3.8 Analise estatistica
Para verificar a toxicidade das amostras ambientais, o0s resultados dos pardmetros
obtidos para os diferentes pontos estudados e o controle foram comparados utilizando-se a

ANOVA (o = 0,05), depois da verificagdo da normalidade (Teste de Kolmogorov-Smirnov, a
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= 0,05) e da homogeneidade das variancias (Teste de Bartlett, a = 0,05). Quando diferencas
significativas foram encontradas, o teste de Tukey e de Dunnet foram utilizados a posteriori,
para indicar diferencas significativas entre os pontos e dos pontos em relacdo ao controle,
respectivamente. Para dados que ndo apresentaram normalidade ou homocedasticidade, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

Para calculo da CEsp e a CLsp a partir dos resultados dos testes com a substancia de
referéncia foi utilizado o método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al. 1977). As
cartas-controle dos testes de sensibilidade foram construidas, considerando os limites de + 2
desvios padrdes (DP). A analise de regressdo linear simples foi usada entre 0 comprimento
total e da cabeca dos copepoditos obtidos dos controles. As regressdes obtidas para os
controles foram comparadas por meio de intervalos de confianca de 95%. Para comparacdo da
frequéncia dos estagios de desenvolvimento dos copepoditos de cada amostra em relagcdo ao
controle foi utilizado o teste de G (p < 0,05), teste de qui-quadrado de Williams (ZAR, 1996).

4.4 Resultados
4.4.1 Parametros fisicos e quimicos

A pluviometria nos meses de coleta foi similar ao padréo histérico de chuvas da
regido, onde os meses de Outubro a Dezembro sdo considerados 0s mais secos e 0s de Maio a
Julho os mais chuvosos. O més de Junho de 2012 foi 0 més de coleta mais chuvoso e o de
Marco de 2012 o mais seco (Tabela 4.3).

Os resultados obtidos dos parametros de pH, oxigénio dissolvido e salinidade nas
amostras coletadas nos pontos estudados encontram-se na tabela 4.3. O pH permaneceu na
faixa de 7.18 a 8.29, o oxigénio dissolvido entre 4.62 e 7.72 mg L™ e a salinidade entre 28 e
40. Nos pontos P4, P5 e P6 localizados no rio Massangana e coletados em Setembro de 2011,
as concentragdes de oxigénio dissolvido se encontraram préximas a 5 mg L™, concentracdo
minima indicada para organismos aquaticos (CONAMA, 2005), indicando um
comprometimento da area porquanto as coletas foram realizadas na maré-baixa sob forte
influéncia das aguas do rio. Em relagdo a salinidade, na coleta realizada em Setembro de
2011, esta variou entre 28 a 36, sendo registrado no ponto P5 o menor valor. No més de
Marco de 2012, foi observada salinidade acima de 38 em todos os pontos coletados. Em
Junho de 2012, a salinidade variou entre 32 e 36. Nos meses de Janeiro e Abril de 2013, a
salinidade variou entre 31 e 35 e de 32 a 39, respectivamente. Por questdes logisticas, a coleta
de Janeiro de 2013 foi realizada na mare alta. Em Setembro de 2013, a salinidade manteve-se
entre 30 e 34.
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Tabela 4.3- Resultados dos parametros fisicos e quimicos da &gua superficial coletada no complexo

estuarino de Suape entre os meses de Setembro de 2011 e Setembro de 2013.

Datada  Pluviometria M.A. M.B. Ponto Hora pH O.D. Sal
coleta D/M (mm)
01/09/ 0,0/54,8 05:45-2,4m  12:00-0,2m 1 11:14 7,77 743 35
2011 2 11:28 7,88 6,32 36
3 11:36 7,86 6,02 30
4 11:56 7,57 504 31
5 12:07 746 462 28
6 12:18 749 530 34
19/03/ 0,0/48,6 02:06-2,0m  08:29-0,5m 1 08:05 814 7,10 40
2012 2 08:13 7,83 690 38
3 08:22 8,00 631 38
4 08:35 814 564 40
5 08:42 7,73 6,23 39
6 08:55 7,87 6,60 40
05/06/ 0,0/317,6 04:11-2,3m  10:28-0,1m 1 09:40 829 690 36
2012 2 09:552 815 642 36
3 10:07 810 6,15 33
4 10:22 800 580 35
5 10:35 7,85 568 35
6 10:42 792 634 32
15/01/ 0,0/54,4 06:19-2,1m  12:23-0,4m 2.5 08:00 7,80 6,20 31
2013 3.3 0740 7,717 593 35
3.8 07:30 801 632 35
24/04/ 9,6/196,7 02:36- 2,3m  08:43-0,2m 15 09:04 743 520 37
2013 25 08:21 7,73 590 39
3.3 08:10 7,60 500 39
3.8 07:55 7,18 523 32
04/09/ 1,8/153,6 03:00-2,2m  09:11-0,2m 0 09:10 7,72 7,72 34
2013 15 09:50 7,89 7,28 30
3.8 08:10 808 7,10 30

M.B.= Maré Baixa; M.A.= Maré Alta; O.D.= Oxigénio Dissolvido; Sal.= Salinidade. D/M: Diaria/Mensal.
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4.4.2 Sensibilidade & substancia de referéncia

Considerando os resultados obtidos para os cinco testes realizados, as médias da CEs.
72h € da CLso.72n foram de 3,19 + 0,76 e 3,22 + 0,77 mg L™, respectivamente. O coeficiente de
variacdo (CV) das amostragens dos nauplios em todos os testes manteve-se abaixo de 15%.
As cartas-controle dos testes de sensibilidade revelaram que os resultados obtidos estavam
dentro do limite de £ 2 DP (Figura 4.2). Para a CEsp.72n € CLsg.72n foram obtidos CV de
23,77% e de 23,87%, respectivamente, valores dentro do critério de aceitacdo (CV<30%)
estabelecido para testes com substancias de referéncias (EC, 1990). Convertendo-se os valores

em funcéo do fon Zn?*, foram obtidas CEsg.72n de 0,72 e CLsg.72n de 0,73 mg L™

s
. ; %
£
(@]

T T T T T
set/11 mar/12 jan/13 abr/13 set/13
Ensaios

T T T T T
set/11 mar/12 jan/13 abr/13 set/13
Ensaios

Figura 4.2- Cartas-controle com os valores de CEs, (A) e CLs (B) obtidos para T. biminiensis ap0s

exposicéo a diferentes concentrages do sulfato de zinco heptahidratado. Linhas pontilhadas indicam
limites referentes a + 2 DP.
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4.4.3 Amostras ambientais

Os resultados obtidos para os trés parametros estudados estdo nas figuras 4.3, 4.4 e
4.5. Nao foi observada mortalidade (toxicidade letal) em nenhum dos pontos analisados
durante as seis coletas realizadas em Suape entre Setembro de 2011 e Setembro de 2013
(Figura 4.3).

Em Setembro de 2011 (P1 a P6), os resultados obtidos para desenvolvimento (Figura
4.4) e inibicdo do desenvolvimento (Figura 4.5) foram semelhantes. A analise estatistica
demonstrou que todos os pontos foram diferentes do controle para inibicdo (P1 a P6), porém
para o desenvolvimento, ndo foi observada toxicidade no P6.

Em Marco e Junho de 2012 (P1 a P6) e em Janeiro de 2013 (P2.5, P3.3, P3.8),
constatou-se auséncia de toxicidade em todas as amostras coletadas em Suape utilizando o
teste com nauplios de T.biminiensis, pois ndo foram observadas diferencas significativas entre
0s pontos e o controle considerando todos os parametros utilizados (Figuras 4.4 e 4.5).

Algumas amostras coletadas em Abril e em Setembro de 2013 apresentaram
toxicidade para os nauplios de T. biminiensis. Em Abril (P1.5, P2.5, P3.3, P3.8), foram
observadas diferencas significativas para o ponto P3.8, na saida do rio Massangana,
considerando o desenvolvimento (Figura 4.4) e para os pontos P1.5, na saida do rio Tatuoca,
e P3.8, considerando a inibi¢do do desenvolvimento (Figura 4.5). Todos os pontos (PO, P1.5
e P3.8) coletados em Setembro de 2013 apresentaram toxicidade quando comparados ao
controle para o desenvolvimento e a inibi¢do. O resumo dos resultados obtidos para os trés

parametros encontra-se na tabela 4.4
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Figura 4.3- Média + erro-padréo do percentual de mortalidade dos n&uplios de Tisbe biminiensis no

controle e nos pontos coletados no complexo estuarino de Suape entre Setembro de 2011 e Setembro

de 2013. Letras indicam diferengas estatisticas significativas (p< 0,05)- Teste de Tukey.



56

Setembro 2011 Margo 2012
100 1004 & a ] a a a a
+ b a T -
b
__ 80 b [ b £ __ 80
g b I g
3 =N I 'Y
S 60 S 60
£ E
S S
c_g ©
g 40 2 40
[} [}
%] 0
a a
20 20
0 T T T T T T T O T T T T T T T
C P1 P2 P3 P4 P5 P6 C P1 P2 P3 P4 P5 P6
Pontos de coleta Pontos de coleta
Junho 2012 Janeiro 2013
a a a a
] a 100 s s a
100 T a a a a a a T
T I
80 1 T . 80
=3 g
2 2
S 60 G 60
: :
E E
Z 404 2 40-
(9] [9]
(7] (2]
a a
20 204
O T T T T T T T 0 T T T T
C P1 P2 P3 P4 P5 P6 [of P2.5 P3.3 P3.8
Pontos de coleta Pontos de coleta
Abril 2013 Setembro 2013
a
100 a a 1004 a )
| 1 o :
t b T b |
__ 804 \ = 801 i |
S I S |
8 1 8 I
S 604 S 60
£ E
= =
o o
% 40 1 % 40
20 20 1
0 T T T T T 0 T T T T
C P15 P25 P3.3 P3.8 C PO P15 P3.8

Pontos de coleta Pontos de coleta
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Tukey.
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Tabela 4.4- Resultados da ANOVA (F, a=0,05) ou Kruskal-Wallis (T) baseados nos parametros
percentuais obtidos nos ensaios ecotoxicolégicos com T. biminiensis utilizando amostras de &gua
superficial de Suape coletada entre Setembro de 2011 e Setembro de 2013.

Colet Setembro Margo Junho Janeiro Abril Setembro
oleta
2011 2012 2012 2013 2013 2013
Pontos P1,P2,P3,P P1,P2P3,P4, P1P2P3P4, P25 P33, P15 P25, PO, P1.5,
coletados 4,P5,P6 P5,P6 P5,P6 P3.8 P3.3,P3.8 P3.8
Parametro
SDS SDS SDS SDS SDS SDS
M(%)  (F=1,6904; (F=05192;  (F=1,4119; (F=2,0574; (F=1,0719; (F=1,0789;
p=0,1912)  p=0,7883)  p=0,2731)  p=0,1590)  p=0,4078)  p=0,3990)
P1,p2,P3, SDS SDS SDS P3.8 PO, P15,
b (%) P4,P5 ) . ) . T . . P3.8
(F=s.7578; (F=24233;  (F=29627;  (T=0212;  (F=59945; (F=7104:
p=0,0005) p=0,0611) p=0,0408) p=0,9756) p=0,0053) p=0,0066)
P1,P2,P3, SDS SDS SDS P15pP38 PO PLS,
| (%) P4,P5,P6 . . . . P3.8
(F=9,8810; (F=0,4911; (F=0,7834; (F=1,9364; (F=5,2009; (F=5,0911;
p=0,00032) p=0,8059) p=0,571) p=0,1770) p=0,0090) p=0,0187)

M: Mortalidade; D: Desenvolvimento de nauplios para copepoditos; I: Inibicdo do desenvolvimento;
SDS: Sem diferencas significativas.

4.4.4 Avaliacdo do crescimento e do estagio de desenvolvimento dos copepoditos

O aprimoramento do protocolo do teste com nauplios de T. biminiensis através da
inclusdo de novos parametros de toxicidade (medicdo da cabeca e do comprimento total dos
copepoditos, bem como a observacdo do seu estagio de desenvolvimento) foi precedida de
uma avaliacdo destes parametros nos copepoditos expostos aos controles (agua do mar
filtrada) dos testes realizados paralelamente aos das amostras ambientais coletadas em Abril e
Setembro de 2013.

A partir da distribuicdo dos resultados das medicdes do comprimento total e da cabeca
dos copepoditos nos controles dos dois meses estudados foi construida uma linha de tendéncia
que indicou uma forte correlacdo linear positiva entre as duas variaveis (Figura 4.6),
apresentando um coeficiente de determinacdo de 0.8523 e de 0.9302 para os controles dos
meses de Abril e Setembro de 2013, respectivamente. A analise estatistica demonstrou que
houve diferengca significativa quando os coeficientes de regressdo foram comparados
(t=2,9215; p= 0,0041), indicando que a relacdo entre 0 comprimento total e da cabeca dos
copepoditos dos controles sdo diferentes para cada teste. Deste modo, foi definido que as
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comparagdes entre as medidas de crescimento devem ser feitas entre as amostras e o controle

de um mesmo teste.
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Figura 4.6- Regressdo linear entre o comprimento total e da cabeca para copepoditos de Tisbe
biminiensis obtidos nos controles dos meses de Abril e Setembro de 2013.

Observou-se que ambos 0s parametros de crescimento possuem relacdes lineares
positivas com o estagio de desenvolvimento dos copepoditos expostos a agua controle nos
meses de Abril e Setembro de 2013 (Figura 4.7). As inclinagbes das retas entre o
comprimento da cabeca e o estadgio de desenvolvimento foram menores que aquelas entre o
comprimento total e o estagio de desenvolvimento. Observou-se também que cada estagio de
desenvolvimento dos copepoditos apresenta uma média de tamanho especifica, seja total ou
da cabeca. Diante disto, indica-se que as medidas sejam obtidas dos diferentes estagios de

desenvolvimento de copepoditos dentro de um mesmo experimento.
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Figura 4.7- Meédias do comprimento total e da cabega para os copepoditos de Tisbe biminiensis nos

diferentes estagios de desenvolvimento nos controles em Abril (A) e Setembro (B) de 2013.

Considerando as amostras coletadas em Suape em Abril e Setembro de 2013, as
médias de comprimento total e da cabeca dos copepoditos e 0s resultados da anélise estatistica
para estes parametros encontram-se na tabela 4.5. Em Abril de 2013, a anélise estatistica dos
parametros ndo indicou toxicidade em nenhum dos pontos estudados quando comparados ao
controle. Logo, as médias de tamanho n&o foram um pardmetro tdo sensivel aos
contaminantes presentes nas amostras deste més, uma vez que nao indicaram a toxicidade

verificada nos pontos P1.5 e P3.8 pelos parametros de desenvolvimento e de inibic&o.
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Entretanto, para as amostras de Setembro de 2013, ambos os pardmetros de tamanho e a
relagdo C/T confirmaram a toxicidade sub-letal observada em todos os pontos estudados neste

periodo.

Tabela 4.5- Resultados da ANOVA (F, 0=0,05) ou Kruskal-Wallis (T) baseados nas médias dos
comprimentos total e da cabeca (um) dos copepoditos de T. biminiensis observados nos ensaios com
amostras de agua superficial de Suape coletadas nos meses de Abril e Setembro de 2013.

Abril 2013 Setembro 2013
Total Cabeca CIT Total Cabeca CIT
C 378 + 69 157 £ 20 0,42 £ 0,03 405 + 85 168 + 30 0,42+0,04
PO - - - 362 + 79* 158 + 30* 0,44 £ 0,02*
P15 376 £ 78 157 £ 22 0,42 £ 0,05 361 + 55* 159 £ 17* 0,44 £ 0,02*
P2.5 363 £ 61 151+ 20 0,42 £ 0,03 - - -

P3.3 375+ 57 158 + 20 0,42 +£0,02 - - -
P3.8 383 + 97 157 + 24 0,42 +£0,03 374 +72* 164 +20 0,44 +0,03*

SDS SDS SDS PO, P1.5, PO, P1.5 PO, P1.5,
(T=7,5608, (F=2,0372, (T=.2,4281, P3.8 (T=20,33, P3.8
p=0,1091) p=0,0866) p=0,6576) (T=41,16, p<0,0001) (T=59,472,

p<0,0001) p<0,0001)

C: amostra controle; C/T: Relacdo Comprimento da cabega e total; SDS: Sem diferencas
significativas; (-) Ponto ndo avaliado. (*) Diferenca significativa em relagdo ao controle.

As médias do comprimento total e da cabeca por estadgio de desenvolvimento dos
copepoditos dos controles e dos pontos coletados em Suape encontram-se na figura 4.8 e 0s
resultados da anéalise estatistica na tabela 4.6. Em Abril, apenas o tamanho médio da cabeca
dos copepoditos no estdgio C1 dos pontos P15 e P25 apresentaram-se menores e
estatisticamente diferentes do controle. Em Setembro de 2013 foi verificada reducdo
significativa para o tamanho médio da cabeca dos copepoditos nos estagios C1 e C2 do ponto
PO comparada a do controle. Considerando o comprimento total de copepoditos por estagio
para este mesmo més, observou-se que os copepoditos em estagio C1 dos pontos PO e P3.8
foram menores que o do controle. Todos 0s pontos coletados apresentaram copepoditos em
estagio C2 menores em relacdo ao controle. Para o estdgio de C3, apenas o PO apresentou

diferenca significativa quando comparado ao controle.
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Figura 4.8- Médias dos comprimentos dos copepoditos de T.biminiensis em diferentes estagios de desenvolvimento. Comprimento da cabeca (A) e total (B)

dos copepoditos expostos as amostras do més de Abril. Comprimento da cabeca (C) e total (D) dos copepoditos expostos as amostras de Setembro de 2013.
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Tabela 4.6- Resultados da ANOVA (F, 0=0,05) ou Kruskal-Wallis (T) obtidos a partir das médias de
comprimento total e da cabega para cada estadgio de copepoditos observado ao final dos ensaios
ecotoxicologicos com T. biminiensis com as amostras de Suape coletadas nos meses de Abril e
Setembro de 2013.

Copepodito 1 Copepodito 2 Copepodito 3 > Copepodito 4

Cabeca Total Cabeca Total Cabeca Total Cabeca Total
Abr. T=23,3588 T=11,6801 F=1,8479 F=0,4171 F=,2,5347 F=0,811 F=0,4424 F=0,8646
2013 p<0,0001  p=0,0199  p=0,1221  p=0,7982  p=0,0501  p=0,5257 p=0,665 p=0,5296
C 148+ 9 341+ 21 165+ 9 405 + 31 188 £ 15 489 + 35 255+35 725+106

P15 144 + 9* 334 + 38 167 7 413 +£16 192 + 10 484 £ 78 270# 750#
P25 142+11* 334 + 28 164 + 8 410 £ 26 192 + 13 494 + 38 215+21 505+134

P3.3 148 + 8 343 £ 22 167 7 404 + 32 2029 502 + 23 220#% 500#
P3.8 145+ 8 336 + 28 162 +9 412 £25 194 +11 522 £ 62 228 £50 712 +240
Set.  T=61,2423 T=99,224 T=14,2129 T=25,584 T=3,2084 T=18,687 F=0 F=4,4872
2013 p<0,0001)  p<0,0001  p=0,0026  p<0,0001  p=0,3606  p=0,0003 p=0,9955 p=0,0701
C 145+9 338+24 175+ 12 421 + 30 207 £ 19 527 +51 2608 667 + 19
PO 139 + 6* 306 +11* 164 +13* 389 + 35* 2018 449 + 22* 260+ 14 630 + 31

P15 148 +5 329+ 16 1727 389 £ 16* 2024 511+ 24 - -
P3.8 146 £ 7 308 £11* 169+ 8 391 £ 28* 198+ 9 490 £ 52 220# 550#

(*) Diferencga estatistica significativa. (#) Apenas um individuo, ndo entrou na anélise estatistica. (-)
N&o apresentou o estagio.

A anélise da composicdo percentual em relacdo aos estagios de desenvolvimento dos
copepoditos de T. biminiensis do controle e das amostras coletadas em Suape de 2013 (Figura
4.9A) demonstrou que no més de Abril de 2013 houve um padrdo semelhante de composicédo
quanto ao desenvolvimento (teste G, p > 0,05).

Para 0 més de Setembro de 2013 (Figura 4.9B), foi verificado que o P1.5 apresentou
diferenga na frequéncia dos estagios de copepoditos em relacdo aos demais pontos e ao
controle (G=11,0268; p=0,0116) com maior incidéncia do estdgio de copepodito Cl1,
confirmando os resultados observados para este ponto quando utilizados os parametros de
percentual de desenvolvimento, inibicdo do desenvolvimento, comprimento total e da cabeca

e relacdo C/T.
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Figura 4.9- Composicdo percentual das amostras e do controle em relacdo ao estagio de

desenvolvimento dos copepoditos de T. biminiensis nos meses de Abril (A) e Setembro (B) de 2013.

(*) Diferenga estatistica significativa (p< 0,05).

Os resultados da toxicidade das amostras coletadas no complexo estuarino de Suape
para os diferentes parametros avaliados no teste com o copépodo T. biminiensis encontram-se

resumidamente expostos na tabela 4.7.
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Tabela 4.7— Resumo dos resultados da toxicidade das amostras coletadas no complexo estuarino de
Suape para os diferentes parametros avaliados no teste com o copépodo T. biminiensis.

Parametro Abril 2013 Setembro 2013
M (%) SDS SDS
D (%) P3.8 PO, P1.5, P3.8
| (%) P1.5, P3.8 PO, P1.5, P3.8
Comprimento total (um) SDS PO, P15, P3.8
Comprimento cabega (um) SDS PO, P1.5
CIT SDS PO, P1.5, P3.8
Frequéncia dos estagios SDS P1.5
Comprimento médio total por estagio SDS PO (C1,C2,C3)
P1.5 (C2)
P3.8 (C1,C2)
Comprimento médio da cabeca por estagio P1.5, P25 (C1) PO (C1,C2)
M: Mortalidade; D: Desenvolvimento de nauplios para copepoditos; I: Inibi¢cdo; C/T: Relacdo

comprimento da cabeca e total; SDS: Sem diferencas significativas.

4.5 Discusséo

Os resultados dos testes de sensibilidade com o zinco obtidos neste trabalho (CEso-72n
de 0,72 + 0,17 e CLso.72n de 0,73 + 0,17 mg L™ de Zn?*) sdo similares aos apresentados por
Lavorante et al. (2013) que, estudando nauplios da mesma espécie de copépodo, relataram
valores de 0,75 + 0,13 e de 0,79 + 0,16 mg L™ de Zn?* para CEsp.7on € CLso.72n,
respectivamente, indicando uma sensibilidade normal dos nauplios usados nos testes com
amostras ambientais.

Segundo dados da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC, 2014), apesar da
pluviometria nos meses de coleta ser considerada similar aos indices histéricos ja registrados
para a regido com época chuvosa de marco a agosto e seca de setembro a fevereiro, vale
ressaltar alguns aspectos importantes. O ano de 2011 (total anual de 2451,3 mm), devido ao
elevado indice pluviométrico, foi considerado um ano chuvoso. O ano de 2012 foi
considerado 0 mais seco da década (total anual de 1315,9 mm) e foi registrado 0 més de
Margo mais seco dos ultimos dez anos (48,6 mm). O més de Junho (317,6 mm) apresentou
pluviometria similar aos registros encontrados para a regido neste periodo. Em 2013 (1924,7
mm), o0 més de Abril foi considerado com padrdo normal de chuvas e 0 més de Setembro foi

considerado mais chuvoso (153,6 mm) que o normalmente observado para este més.
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Neste trabalho, considerando os pardmetros percentuais de desenvolvimento de
copepoditos e inibicdo do desenvolvimento, foi observada toxicidade para os nauplios de T.
biminiensis em todas as amostras coletadas em Suape em Setembro de 2011 e Setembro de
2013, més que marca o inicio do periodo seco da regido. Os resultados das amostras coletadas
em Setembro de 2011 (periodo seco) e Marco de 2012 (periodo chuvoso) indicam reducdo da
toxicidade da agua no decorrer do periodo seco. No entanto, apesar da verificagdo de
toxicidade nas amostras coletadas em Setembro de 2013, ndo houve coleta de amostras nos
meses subsequentes para confirmar este padrdo de diminuicdo. Ressalta-se que, por questfes
logisticas, a coleta das amostras de Janeiro de 2013 foi realizada logo ap6s a maré alta, fato
que pode ter influenciado a toxicidade das mesmas, pois ndo foi verificada toxicidade das
amostras neste periodo. Foi constatada toxicidade para os nauplios de T. biminiensis nas
amostras coletadas em Abril de 2013, més incluso do periodo chuvoso (Margo-Agosto), nas
amostras coletadas nas saidas dos rios Massangana (P3.8) e Tatuoca (P1.5), sendo observada
chuva durante a coleta.

Pessoa (2009) afirma que os estuarios dos rios Massangana e Tatuoca sdo fortemente
influenciados pela carga de efluentes industriais e impactos relacionados a frequente
dragagem observada na regido. Os afluentes do rio Massangana também apresentam intensa
atividade industrial. Mendonga (2005) avaliou a qualidade da agua do riacho Algodoais,
tributério do rio Massangana, e a eficiéncia de tratamento de efluentes nele langados por trés
industrias de diferentes tipologias (bebidas, metalUrgica e téxtil) usando o microcrustaceo
Daphnia magna e a bactéria luminescente Vibrio fisheri como espécies indicadoras. Foi
verificada toxicidade letal no riacho, principalmente usando a fotobactéria V. fisheri, e
toxicidade para ambos os organismos nos efluentes das trés empresas.

Outro aspecto importante é o fato de que, segundo o Instituto Agrondmico de
Pernambuco-IPA, o0 més de Setembro marca também o inicio da colheita de cana-de-agucar
em Pernambuco que pode se estender até meados de Abril (IPA, 2014). No litoral sul de
Pernambuco é abundante o cultivo da cana-de-aglcar devido a proximidade de rios que
suprem a necessidade de um fornecimento hidrico adequado e, apesar deste setor ter sofrido
grande declinio ao longo dos anos, a agroindustria canavieira (canaviais, usinas e destilarias)
exerce grande impacto social e ecologico para a regido (CPRH, 2001). Gouveia (2010) afirma
que ao longo do percurso da area banhada pelos rios da regido de Suape, especialmente o
Ipojuca, o Merepe, o Massangana e o Tatuoca, ha forte presengca de “cana-ciliar”, ou seja,
uma substituicdo da mata ciliar pela cultura canavieira. O autor também relata que h& indicios

de lancamento de vinhaca nos corpos d’agua. Com o inicio da safra sdo realizadas as
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queimadas para o corte manual da cana pelos trabalhadores rurais, paralelo a isto, também se
iniciam as atividades sucroalcooleiras. Deste modo, sdo necessarios estudos que busquem
avaliar a relacdo desta atividade com a toxicidade verificada nas amostras de agua coletadas
no més de Setembro na regido.

Souza-Santos e Aradjo (2013) realizaram um estudo ecotoxicoldgico das aguas
superficiais de Suape empregando o teste embrio-larval com o ourigo-do-mar Lytechinus
variegatus, coletando amostras nos meses de Maio, Agosto, Outubro e Dezembro de 2007. As
amostras do rio Massangana apresentaram toxicidade crénica para as larvas em todos o0s
meses de coleta, contemplando a estacdo seca e a chuvosa. O més de Outubro de 2007,
periodo seco, apresentou os maiores niveis de toxicidade em toda a area estudada. Os dados
levam os autores a supor que os poluentes lancados no rio Massangana, no periodo seco,
poderiam alcancar pontos localizados no estuario de Suape e afetar as aguas do rio Tatuoca,
fato que pode ser estar associado ao maior fluxo de agua do Massangana quando comparado
ao rio Tatuoca e ao padrao de circulacdo das aguas da regido, que segundo Moacyr Araljo
(Dados ndo publicados), ocorre da direcdo Norte para Sul. Outra hipotese levantada pelos
autores é a de que o rio Tatuoca também pode ser uma fonte de poluicdo para a area ja que
sua origem é cercada por rodovias e proxima a industrias e plantacGes de cana-de-agucar
cujos rejeitos poderiam ser transportados até as aguas do rio Tatuoca durante chuvas intensas.
Desta forma, os autores sugerem que 0s poluentes presentes nas dguas dos rios no periodo
chuvoso sdo concentrados com o inicio da estacdo seca, acarretando maior toxicidade na
regido neste periodo, porém, com o passar da estacdo seca, este efeito seria reduzido
gradativamente.

Oliveira (2011) observou um padrdo semelhante de sensibilidade das larvas do ourigo-
do-mar L. variegatus e dos nauplios do copépodo Tisbe biminiensis empregando amostras de
agua coletadas entre 2009 e 2010 na regido de Suape. Esta autora, no entanto, utilizou os
nauplios isoladamente em placas multipocos. O rio Tatuoca foi considerado menos téxico que
0 rio Massangana, que apresentou toxicidade para os dois organismos utilizados em todas as
coletas de 2009. Os demais pontos localizados no canal formado entre Suape e a llha de
Cocais apresentaram toxicidade principalmente para os nduplios de T. biminiensis. A autora
verificou que um maior numero de amostras toxicas foi observado nos meses de Abril e
Outubro de 2009, sendo a toxicidade reduzida em Dezembro de 2009 e Fevereiro de 2010.

Utilizando a microalga Thalassiosira weissflogii para avaliar a toxicidade das aguas
superficiais no estuario de Suape nos meses de Julho, Setembro e Novembro de 2010 e

Janeiro e Setembro de 2011, Aradjo e Souza-Santos (2013) tambem observaram que a
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toxicidade variou de acordo com o més de coleta. Como quatro dos cinco meses que
ocorreram coletas pertencem ao periodo seco, ndo foi possivel relacionar a presenca de
toxicidade com a pluviometria, entretanto observou-se que todos os pontos coletados em
Setembro de 2010 e no mesmo més de 2011 apresentaram maior toxicidade. As autoras
também propuseram que a chuva carrearia mais poluentes para a regido no periodo chuvoso,
mas estes se concentrariam no inicio da seca causando toxicidade e que com o passar do
periodo seco a toxicidade sofreria uma reducéo.

Estes trabalhos supracitados corroboram a hipétese de que a toxicidade observada nas
aguas da regido esta associada aos rios, principalmente ao Massangana, e de que a mesma se
intensifica no inicio do periodo seco, sobretudo nos meses de Setembro-Outubro. E possivel
indicar que, ao longo destes estudos, vem sendo observado um comprometimento
toxicoldgico moderado e variavel das aguas da area estuarina de Suape.

Em relagdo aos pardmetros adicionados ao teste com nauplios de T. biminiensis, o
comprimento total e da cabeca de todos os copepoditos foram isometricamente relacionados,
ja que a relacdo linear explicou bem esta relacdo. No presente estudo, ambos os parametros
apresentaram relacdo linear com o estagio de desenvolvimento no controle, indicando que
ambos podem ser utilizados como critérios para indicacdo de crescimento e verificacdo da
toxicidade de uma amostra ambiental através da observacdo de alteracdes nestas relaces
quando os organismos forem expostos as substancias toxicas presentes nas amostras. Embora
0 comprimento total tenha se mostrando mais sensivel no presente estudo e apresente um
aumento mais acentuado com o desenvolvimento dos copepoditos, uma vez que ha um
incremento no nimero de segmentos no urossoma a cada muda sofrida para mudanca de
estagio (Volkmann-Rocco, 1973), o tamanho da cabeca também pode ser utilizado como
parametro.

A relacdo entre as duas medidas (comprimento da cabeca/comprimento total) também
demonstrou sensibilidade semelhante ao comprimento total. No entanto, as comparacées das
medidas da cabeca e do comprimento total devem ser realizadas entre os pontos e o controle
de cada teste, uma vez que pode haver diferengas entre os coeficientes de regresséo das retas
dos controles. Estas diferengas podem ser explicadas por uma série de fatores, incluindo
fatores extrinsecos, como a qualidade da &gua controle, da alimentacdo e dos fatores
ambientais, como fatores intrinsecos a populacdo, como a historia recente dos cultivos e
variacgao entre sub-populagdes de um mesmo cultivo.

Em relacdo aos parametros adicionados e as amostras ambientais coletadas em Suape,

foram observados diferentes resultados para os meses de Abril e Setembro de 2013. Para o
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més de Abril de 2013 o parametro do comprimento médio da cabega dos copepoditos de
primeiro estdgio (C1) indicou toxicidade para P1.5. e P2.5. Ressalta-se que a toxicidade do
P2.5 ainda ndo tinha sido observada para os demais parametros. Para o P3.8 nenhum dos
parametros adicionais indicou a toxicidade que foi verificada para o desenvolvimento e a
inibicdo. Deste modo apenas a medida da cabeca dos copepoditos em estagio C1 foi adequada
para indicagdo da toxicidade em um dos pontos coletados.

Para as amostras coletadas em Setembro de 2013, o comprimento total dos
copepoditos, a relagdo C/T e o comprimento total no estdgio C2 confirmaram as respostas
toxicas para todas as amostras também detectadas pelos parametros de desenvolvimento e
inibicdo. Observa-se que, dos nove parametros observados, sete indicaram toxicidade do PO e
do P1.5 e cinco do P3.8 coletados em Setembro de 2013. Estes resultados indicam que as
substancias toxicas presentes nas amostras coletadas neste més promoveram efeitos toxicos
tanto para o crescimento quanto para o desenvolvimento dos copepoditos.

Estes dados também evidenciam que parametros de crescimento e de desenvolvimento
podem fornecer resultados diferentes e independentes. Estudando os efeitos da ciproterona,
horménio de efeito antiandrogénico, sobre o microcrustaiceo Daphnia magna, LeBlanc e
McLachlan (1999) observaram que pode haver reducdo do crescimento dos organismos sem
efeito sobre a muda, ou seja, os dafinideos apresentavam nanismo. Estes autores afirmam
assim que a utilizacdo de parametros de crescimento e de desenvolvimento constituem
diferentes ferramentas para avaliacdo da toxicidade dependendo do tipo de substancia téxica
presente em amostras ambientais.

Williams (1992) observou a sobrevivéncia, o crescimento e o desenvolvimento dos
nauplios do copépodo Tisbe battagliai expostos as amostras de agua e elutriato em placas
multipocos ap6s 96h. Os autores afirmam que o crescimento (dos nduplios e dos copepoditos)
e o desenvolvimento (observacdo do estdgio naupliar ou de copepoditos) constituem
ferramentas importantes para observacdo de efeitos subletais, no entanto, indicam que é
necessaria melhor compreensdo destes parametros devido a maior possibilidade de interacdo
com algumas varidveis ambientais. No teste citado, utilizou-se exposi¢do constante a luz e
amostras de origem marinha e costeira. O excesso de nutrientes das amostras costeiras e 0
excesso de luz poderiam ter estimulado o crescimento da alga adicionada como alimento e 0s
copépodos teriam acesso a maiores quantidades de alimento durante o teste, o que teria
acarretado maior variabilidade nos resultados. Os autores concluem que o parametro de

desenvolvimento larval é comparavel ao da medida de comprimento e que o teste com
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nduplios de T. battagliai é sensivel, relativamente rdpido, de baixo custo e requer
equipamentos simples para sua execucéo.

Os novos parametros de desenvolvimento e crescimento adicionados ao teste com
nauplios de T. biminiensis forneceram resultados variaveis quanto aos meses de coleta. Deste
modo, sdo necessarios mais estudos acerca da utilizacdo destes pardmetros no teste. A
medicdo dos copepoditos constituiu uma etapa laboriosa e, dependendo das substancias
toxicas presentes nas amostras, a obtencdo deste pardmetro ndo garante a aquisicdo de
informacdes adicionais quanto a toxicidade. No presente estudo isto s6 ocorreu em uma
estacdo e més. Deve-se, no entanto, considerar dois aspectos, o primeiro no sentido da
necessidade de um teste pratico e rdpido para ser implantado na rotina pesada de um
laboratdrio de ecotoxicologia, questdo atendida com o protocolo de Lavorante et al. (2013). O
segundo diz respeito a estudos mais aprofundados, como trabalhos de pesquisa, cujo objetivo
é ampliar o conhecimento acerca de dada regido ou composto avaliado. Neste sentido, o
aprimoramento do protocolo poderia fornecer informacbes mais especificas a respeito da
toxicidade.

Dentre os parametros propostos por Lavorante et al. (2013), observou-se que as
substancias toxicas presentes nas amostras coletadas em Suape ndo promoveram mortalidade
(efeito letal), porém o desenvolvimento e a inibicdo foram satisfatorios para indicagdo da
toxicidade, apresentando sensibilidade semelhante. Diferentemente do desenvolvimento,
apenas o parametro de inibicdo indicou a toxicidade para o P6 em Setembro de 2011 e para 0
P1.5 em Abril de 2013. No entanto, é importante observar que para calculo da inibicdo faz-se
necessaria a obtencdo de um baixo coeficiente de variacdo da amostragem dos nauplios,
condigdo ndo requerida para célculo do desenvolvimento. Assim, ambos os pardmetros de
inibicdo e de desenvolvimento podem ser utilizados, contudo, para o caso de uma grande
variacdo na amostragem indica-se a utilizacdo do desenvolvimento dos nauplios na avaliacdo
da toxicidade de amostras ambientais marinhas e estuarinas.

O desenvolvimento e o crescimento dos copépodos sdo processos regulados por
hormdnios responsaveis pela regulacdo das mudas e pelo controle da metamorfose (PORTE et
al., 2006). Mecanismos necessarios ao crescimento dos crustdceos, como interacdes com
receptores ou modificacbes da atividade de enzimas, também podem sofrer disturbios
(LAUFER e BORST, 1988; ANDERSEN et al., 2001; OCDE, 2006). Substancias como
pesticidas, horménios e metais podem inibir ou alterar estes processos (RODRIGUEZ et al.,

2007). Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, aquilfenois e ftalatos também constituem
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substancias que podem comprometer o desenvolvimento larval de copépodos (FORGET-
LERAY et al., 2005).

Diante da diversidade de atividades potencialmente poluidoras realizadas em Suape,
varios agentes podem estar relacionados com a toxicidade observada nas amostras. A
presenca de agentes toxicos nas aguas de Suape pode gerar efeitos deletérios aos organismos
da regido que podem afetar vérias etapas do seu ciclo de vida. Em um futuro préximo, estas
comunidades bioticas poderdo ser significativamente comprometidas caso estudos dos
contaminantes e dos seus efeitos ndo sejam realizados e medidas de controle ndo sejam
implementadas. Desta forma, sdo necessarios mais estudos ecotoxicolégicos com amostras da
regido para gerar informacdes acerca dos tipos de contaminagdo responsaveis pelos efeitos
observados e suas consequéncias ambientais, bem como auxiliar nas tomadas de decisao por

parte dos 6rgaos competentes.

4.6 Concluséo

Os nauplios de T. biminiensis podem ser utilizados em testes de toxicidade com
amostras ambientais marinhas e estuarinas. O novo protocolo resultou na obtencdo de novos
pardmetros que podem ser utilizados no teste ecotoxicoldgico com nauplios. Apenas a medida
do comprimento da cabeca por estagio de desenvolvimento dos copepoditos indicou
toxicidade para o P2.5 coletado em Abril de 2013, porém mais estudos sdo necessarios para
avaliar a sensibilidade dos pardmetros adicionados frente ao aumento de trabalho pratico para
obtencdo dos dados. Um teste mais rapido e com resultados semelhantes pode ser realizado
com o emprego dos parametros do protocolo estabelecido inicialmente: mortalidade,
desenvolvimento para copepoditos e inibicdo do desenvolvimento dos nauplios. A regido de
Suape encontra-se comprometida ambientalmente, com ocorréncia de toxicidade sub-letal
mais associada ao inicio do periodo seco. Sao necessarios trabalhos de monitoramento e
estudos ecotoxicolédgicos, bem como andlises quimicas e fisicas para se conhecer as possiveis
substancias relacionadas com a toxicidade da regido para subsidiar medidas de controle, a¢des

preventivas e corretivas no tocante as tomadas de decisdo e gestdo ambiental.
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5 CAPITULO Il

Avaliacdo e ldentificacdo da Toxicidade (AIT) da dgua do complexo estuarino
de Suape (Pernambuco, Brasil) empregando o ensaio com nauplios de Tisbe

biminiensis (Copepoda:Harpacticoida)
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5.1 Resumo

O estudo de Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade (AIT) é uma importante ferramenta na
caracterizacao e identificacdo dos possiveis agentes causadores da toxicidade ambiental. O complexo
estuarino de Suape (Pernamubuco, Brasil) vem sofrendo, principalmente desde a implantacdo do
complexo industrial de SUAPE, varias alteracdes ambientais. Estudos realizados na regido apontam
toxicidade moderada e variavel em amostras de agua e sedimento, porém ainda ndo foi possivel
identificar quais as substancias estariam envolvidas. O presente trabalho objetivou avaliar e identificar
a toxicidade da &gua superficial de Suape utilizando o protocolo de AIT. As manipulaces fisicas e
quimicas da fase de caracterizacdo do AIT foram aplicadas as amostras toxicas coletadas na Baia de
Suape (P0) e nos estuarios dos rios Tatuoca (ponto P1.5) e Massangana (ponto P3.8) nos meses de
Abril e Setembro de 2013. A avaliacdo ecotoxicol6gica ocorreu antes e ap6s as manipulacBes
utilizando o teste com nauplios de T. biminiensis. Na coleta de Setembro, foram realizadas analises
qguimicas de Hidrocarbonetos Aromaticos de Petrdleo Dissolvidos efou Dispersos (HAPDDs),
Nitrogénio Amoniacal Total (NAT), Agrotéxicos (175 compostos) e Metais (Al, As, Cd, Cu, Cr, Pb,
Co, Sn, Fe, Mn, Hg, Ni, V e Zn) em cada ponto estudado. Analises de NAT e de metais também foram
realizadas nas amostras de agua e de Ulva sp. antes e ap0s o tratamento com a macroalga. No P1.5, os
possiveis agentes causadores da toxicidade em Abril foram oxidantes, material particulado,
substancias que degradadas/transformadas em pH éacido e basico, metais e/ou ambnia e compostos
organicos. No P3.8 do mesmo més, os suspeitos foram oxidantes, compostos volateis, material
particulado, substancias que degradadas/transformadas em pH béasico, metais e/ou ambdnia e compostos
organicos. Em Setembro, houve reducéo da toxicidade no PO apds todas as manipulagdes utilizadas,
indicando a complexidade da caracterizacdo deste ponto. O P1.5 teve como principais agentes
suspeitos os oxidantes, metais e/ou amdnia, compostos volateis, material particulado, substancias que
podem ser degradadas/transformadas em pH acido e basico e compostos organicos. Para o P3.8, houve
reducdo em menor nimero de manipulagdes, sugerindo os compostos organicos, compostos volateis
e/ou surfactantes, metais e/ou amodnia como 0s principais agentes tdxicos. As concentracbes de
HAPDDs nas amostras foram consideradas baixas, porém podendo causar efeitos toxicos, sendo
necessaria uma anélise quantitativa dos hidrocarbonetos presentes. Os metais detectados nas amostras
foram Fe, Mn, Zn e V, sendo a concentracdo de Fe reduzida apdés a manipulagcdo com a macroalga
Ulva sp. em todas as amostras. Nao foi possivel detectar nas amostras nenhum dos 175 agrotoxicos
analisados. Considerando os resultados ecotoxicoldgicos e os compostos analisados, sugere-se que 0s
compostos organicos, 0s metais e a amonia seriam 0s principais agentes causadores da toxicidade das
aguas de Suape, sendo esta caracterizacdo considerada bastante complexa. Trata-se de uma primeira
tentativa de utilizar a técnica de AIT nas amostras ambientais de Suape e estes resultados servem
como base para que novos trabalhos sejam realizados.

Palavras-chave: AIT, copépodo, agua superficial, agentes tdxicos.
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5.2 Introducao

Estudos ecotoxicoldgicos realizados no complexo estuarino de Suape indicam que a
area apresenta contaminacdo moderada e bastante varidvel (FERNANDES, 1999;
MENDONCA, 2005; CPRH, 2006; ARAUJO-CASTRO, 2008; ARAUJO, 2008; OLIVEIRA,
2011; ARAUJO e SOUZA-SANTOS, 2013; SOUZA-SANTOS e ARAUJO, 2013;
CAPITULO 2), embora ainda ndo tenha sido possivel indicar qual substancia estaria
relacionada com a toxicidade verificada em amostras ambientais.

A diversidade de substancias quimicas lancadas nos sistemas hidricos é vasta e muitos
contaminantes podem causar impactos ou danos irreversiveis aos ambientes aquéticos,
dependendo da sua concentracdo. Quando as analises quimicas e 0s ensaios ecotoxicologicos
sdo realizados de forma independente apresentam valor limitado para determinacdo da causa
da toxicidade em amostras ambientais. Isto se deve ao fato de que varias substancias
potencialmente tdxicas podem estar presentes no ambiente e indicar quais seriam as
responsaveis pela toxicidade encontrada se torna uma tarefa dificil (PIRES, 2006).

O estudo de Avaliacdo e ldentificacdo de Toxicidade ou AIT (do inglés: Toxicity
Identification Evaluation- TIE) surge como uma importante ferramenta para indicar possiveis
agentes ou classes de compostos causadores da toxicidade, pois consiste num conjunto de
procedimentos que visam caracterizar e/ou identificar a toxicidade em amostras ambientais
(BADARO-PEDROSO e RACHID, 2002; PHILLIPS et al., 2009).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA, do inglés: United
States Environmental Protection Agency) inicialmente desenvolveu protocolos de AIT para
amostras de efluentes industriais (U.S.EPA, 1991). Estudos posteriores demonstraram que
estes procedimentos poderiam ser aplicados para identificacdo de compostos causadores da
toxicidade em solucGes de compostos diversos e em amostras ambientais, tais como agua
superficial, fracGes aquosas de sedimentos e sedimento integral (U.S.EPA, 1991; 1992;
1993a; 1993b, 1996, 2007). Em 1996, surgiu o protocolo especifico para amostras de adgua
marinha, onde foram realizadas algumas adaptacOes dos testes propostos nos guias anteriores
(U.S.EPA, 1996).

O estudo de AIT é baseado na utilizagdo conjunta de manipulagdes fisicas e quimicas
das amostras seguidas de ensaios de toxicidade e no emprego de técnicas analiticas. As
manipulagdes realizadas podem alterar a toxicidade e, desta forma, s&o realizadas
comparagOes entre a amostra ndo manipulada e as fragdes da amostra submetida as varias
manipulacdes. Com isto, é possivel indicar caracteristicas da(s) substancia(s) causadora(s) da

toxicidade, pois as alteracbes observadas podem ser decorrentes da diminuicdo da
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concentragdo do agente toxico, da sua remogdo ou transformacdo (BADARO-PEDROSO e
RACHID, 2002). Sendo assim, o estudo de AIT possibilita um progressivo estreitamento do
foco diante da vasta gama de substancias potencialmente toxicas que podem estar presentes
nas amostras ambientais.

Em geral, os testes de AIT se dividem em trés fases que compreendem a
caracterizagdo, a identificagdo e a confirmacédo da toxicidade. A primeira etapa é chamada de
fase de caracterizacdo do AIT (fase I) e busca compreender as respostas de organismos as
diferentes manipulagdes. Os resultados toxicologicos sdo comparados aos da amostra sem
tratamento para observar se houve uma alteracdo da toxicidade (LAWS, 2000). Portanto, este
conjunto de procedimentos tenta caracterizar a natureza fisico-quimica do agente causador da
toxicidade agrupando-os em classes ou categorias, como compostos organicos apolares,
compostos oxidantes, metais, substancias volateis, etc. Desta forma, esta fase fornece
informagdes primordiais que irdo indicar os caminhos a serem tomados nas fases seguintes
(COSTA et al., 2008).

Em continuidade ao estudo de AIT, a identificacdo (fase IlI) de uma ou mais
substancias especificas responsaveis pela toxicidade da amostra pode ser realizada através da
aplicacdo de métodos analiticos, dependendo da classe do agente tdxico suspeito na primeira
etapa. Na fase |11, métodos alternativos podem ser designados para confirmar a identificacao
quimica, como por exemplo, estudos de correlacdo da toxicidade com o poluente em questdo
(concentracdo x toxicidade), avaliacdo dos sintomas, sensibilidade relativa, adicdo do agente
toxico a agua controle ou a propria amostra para observar uma proporcionalidade do efeito,
testes de recuperacao do agente toxico seguidos de nova exposicdo para avaliacdo dos efeitos
aos organismos testes, etc (U.S.EPA, 1993b).

Estudos de AIT realizados demonstraram que esta técnica pode ser empregada de
forma eficiente em diferentes amostras, quer seja, por exemplo, para avaliacdo de efluentes
(DORN e RODGERS, 1989; BAILEY et al., 1995; BURGESS et al., 1995, SAUER et al.,
1997; JIN et al., 1999; HONGXIA et al., 2003; HONGXIA et al., 2004; HOGAN et al., 2005;
GRINEVICIUS, 2006; Y1 et. al., 2011; KANG et. al, 2011; FANG et al., 2012), de sedimento
ou suas fragdes (BURGESS et al., 1993; CARR e NIPPER, 1999; CARR et al., 2001; HEINIS
et al., 2004; KWOK et al., 2005; MACKEN et al., 2008; PHILLIPS et al., 2009; PICONE et
al., 2009; ANDERSON et. al, 2010; PERRON et al.,, 2010; MEHLER et al., 2010;
MONTERQO et. al, 2013) e até mesmo de material particulado de rodovias (WATANABE et

al., 2013). Entretanto, observa-se que ainda sdo escassos 0s estudos realizados em amostras
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de &4gua marinha e estuarina (BURGESS et al., 1993; THOMAS et al., 1999; GOLDING et
al., 2006).

Apesar da crescente utilizacdo da técnica de AIT em estudos ambientais, Phillips et al.
(2009) relatam que a maior parte dos trabalhos realizados ndo tem obtido dados mais
conclusivos devido a auséncia da utilizacdo de técnicas analiticas que podem resultar em
informagdes mais completas acerca da toxicidade das amostras estudadas.

Alguns exemplos de aplicacdo do estudo de AIT em &aguas marinhas e estuarinas
podem ser observados ao redor do mundo. Thomas et al. (1999) estudaram um estuario
impactado por atividades industriais no Reino Unido, onde programas de monitoramento
indicavam que a classe das substancias organicas estavam envolvidas com a toxicidade
presente nas amostras de agua superficial e que as mesmas possuiam altas concentracdes de
compostos organicos. Partindo desta informacdo, os autores utilizaram o copépodo Tisbe
battagliai no protocolo de AIT direcionado para esta classe de compostos e, apds aplicacdo de
diferentes técnicas de extracdo em fase sélida (Solid-Phase Extraction- SPE) e analises
cromatograficas, identificaram alguns dos agentes toxicos causadores da toxicidade, como 0s
alquilfendis, naftalenos e dimetil benzoquinona, entretanto, alguns compostos tdxicos
permaneceram sem identificagéo.

Golding et al. (2006) desenvolveram o protocolo de TIE usando o teste com larvas de
Mimachlamys asperrima, um molusco bivalve australiano, para avaliar amostras de agua
coletadas em duas estacdes de um estuario situado numa area urbanizada de Sidney, Australi.
Durante o periodo seco, em duas estacGes, foi possivel observar que a toxicidade estava
associada com a presenca de cobre, em ambas as amostras, e com amonia, apenas para uma
das amostras.

No Brasil, a técnica de AIT vem sendo utilizada em estudos ecotoxicologicos
realizados em universidades e centros de pesquisas, em sua grande maioria, da regido Sudeste.
Uma grande parte dos trabalhos avaliou amostras de efluentes industriais ou domesticos
(BOHRER, 1993; BADARO-PEDROSO et al., 1998; BADARO-PEDROSO, 1999;
BADARO-PEDROSO et al., 2000; PIRES e BOHRER-MOREL, 2000; RACHID, 2002;
OLIVEIRA e BADARO-PEDROSO, 2004; PIRES, 2006; FURLEY, 2009; MELO et al.,
2013), de sedimento ou fragdes (BOTTA-PASCHOAL e ROCHA, 2000; BOTTA-
PASCHOAL, 2002; ARAUJO et al., 2006; POLEZA, 2010; FERRAZ et al., 2013), e de 4gua
de rios ou de reservatdrios (BURATINI et al., 2007; BARBOSA, 2010; MATQOS, 2011). Em
menor quantidade foram estudadas amostras de agua estuarina ou marinha (BADARO-
PEDROSO e BARROS, 2005). O trabalho de Nilin (2008) foi o primeiro trabalho de AIT a
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ser realizado no Nordeste do Brasil, utilizando amostras de sedimento do estuario do Rio
Ceara.

Ferraz (2013) utilizou o protocolo de AIT em agua intersticial de sedimento da area
afetada pelo Emissario Submarino de Santos (ESS) e de Bertioga em Sdo Paulo — Brasil,
empregando testes com os nauplios do copépodo Nitocra sp e com as larvas do ouri¢o-do-mar
Lytechinus variegatus. Os resultados indicaram que a toxicidade aos nauplios foi causada
provavelmente por sulfetos, amdnia, substancias organicas e/ou surfactantes e metais
catibnicos. Para L. variegatus, apenas os sulfetos foram indicados como causadores da
toxicidade no EES.

Considerando que o estudo de AIT pode indicar as possiveis causas da toxicidade em
amostras ambientais e tendo em vista a importancia da realizacdo destes estudos no complexo
estuarino de Suape, o objetivo deste trabalho foi empregar o estudo de AIT aliado ao teste de
toxicidade com nauplios de T. biminiensis visando caracterizar e identificar os possiveis
agentes causadores da toxicidade de amostras de agua superficial da regido e, desta forma,
contribuir para o futuro estabelecimento das origens da toxicidade, das responsabilidades
técnicas, das tomadas de decisdo pelos 6rgdos competentes e, consequentemente, para a

promoc¢do da manutencdo da qualidade dos ecossistemas aquéticos.

5.3 Material e Métodos
5.3.1 Area de estudo, coleta e acondicionamento das amostras

A area de estudo, complexo estuarino de Suape, encontra-se descrita no capitulo 2. O
estudo de AIT da fase I foi realizado em amostras coletadas em pontos localizados no rio
Tatuoca, Massangana e na Baia de Suape nos meses de Abril e Setembro de 2013 (Figura
5.1). As amostras de agua superficial foram coletadas durante a maré-baixa em garrafas
plasticas de 120 mL (teste ecotoxicoldgico inicial) e em garrafdes de 3L (estudo de
caracterizacdo) para cada ponto, sendo acondicionadas em caixas térmicas com gelo e
transportadas até ao laboratério, onde foram mantidas em freezer a -20°C até a realizacdo dos
testes, por um periodo méximo de 60 dias de acordo com as orientagdes da CETESB (2011) e
da NBR 15469 (ABNT, 2007). A salinidade, a temperatura, o pH e o oxigénio dissolvido das
amostras foram aferidos in locu utilizando um refratdbmetro portatil, um termémetro digital,
um pHmetro portatil e oximetro, respectivamente. Antes da realizacdo dos testes de
toxicidade, as amostras foram descongeladas e, ap6s atingirem temperatura ambiente (25°C),
os par@metros foram novamente aferidos, sendo incluida a estimativa da concentracdo de

amonia néo-ionizada (NHs;) utilizando o kit de analise colorimétrica da amdnia total da
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LabconTest® para uso em amostras de agua salgada de acordo com as indicacdes do
fabricante. Para estimativa da concentragdo da amonia ndo-ionizada, a concentracdo da
amonia total é relacionada com o pH e a temperatura da amostra.

Apenas as amostras coletadas em Setembro de 2013 foram submetidas as analises
quimicas. Foram coletados para cada ponto: 4 L de amostra em garrafas ambar, em triplicata,
com auxilio de uma base coletora para sustentacdo das garrafas na profundidade de 1 m
(analise de hidrocarbonetos); 250 mL de amostra, em duplicata, em garrafas plasticas
contendo 1 mL acido nitrico concentrado (analise de metais); 4 L de amostra em garrafas
ambar (analise de agrotoxicos); 100 mL de amostra em garrafas plasticas, em duplicata
(andlise de nitrogénio amoniacal total). Apds recolhimento de todas as amostras, 0s
recipientes foram acondicionados em caixas térmicas e encaminhados imediatamente para
analise, exceto as garrafas para analise de amdnia que, chegando ao laboratorio, foram

filtradas e congeladas em freezer a -20°C até a realizacdo da analise.
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Figura 5.1 — Distribui¢do dos pontos PO, P1.5 e P3.8 no complexo estuarino de Suape coletados em
Abril e Setembro de 2013. Modificado de Araujo e Souza-Santos (2013).

5.3.2 Obtencéo e cultivo dos copépodos e das microalgas

A obtencdo e o cultivo dos copépodos seguiu o protocolo descrito no Capitulo 2.
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5.3.3 Descrigdo do teste com nauplios
O teste foi realizado conforme descrito no Capitulo 2.

5.3.4 Observacao dos estagios de desenvolvimento e do crescimento

Diante do grande nimero de tratamentos para cada amostra ambiental dos testes de
AIT e da maior facilidade para obtengédo desta medida, apenas o comprimento da cabeca foi
obtido para calculo dos pardmetros de comprimento médio da cabeca dos copepoditos e
comprimento médio da cabeca por estagio. Também foi calculada a frequéncia dos estagios
dos copepoditos. Os procedimentos foram realizados de acordo com o capitulo 2, mas o
namero de copepoditos medidos para obtencdo destes dados foi de 10 individuos por réplica

selecionados aleatoriamente, totalizando 40 individuos para cada amostra.

5.3.5 Avaliacéo e ldentificacao de Toxicidade — AIT

Os procedimentos do estudo de AIT foram realizados de acordo com os guias da
U.S.EPA (U.S.EPA, 1991; 1993a; 1996). A temperatura ambiente do laboratério foi de 25 +
1°C. Visando garantir a aceitabilidade dos resultados, ao decorrer dos testes de toxicidade
foram realizados procedimentos de controle paralelos aos ensaios: a) testes de toxicidade com
nauplios em agua do mar controle filtrada, b) teste com o controle das manipulac@es (agua do
mar filtrada controle sujeita @ manipulacdo para verificar a auséncia de toxicidade de cada
manipulacdo ao organismo-teste, c) testes de sensibilidade com substancia de referéncia
conforme descrita no capitulo 2 e d) no inicio e ao final das manipulacdes foram verificados o
pH, a salinidade, o oxigénio dissolvido e concentracdo de aménia toxica (NH3 - ndo ionizada)
das amostras.

A construcdo de cartas-controle para os resultados dos testes com a substancia de
referéncia considerou os dados obtidos no capitulo 1 (sete testes), 2 (cinco testes) e 3 (sete
testes), totalizando 20 testes realizados com sucesso ao longo deste trabalho. Apenas o teste
de referéncia durante um dos testes de sensibilidade dos nauplios aos reagentes do AIT nédo

foi realizado, devido ao numero insuficiente de nauplios obtidos.

5.3.5.1 Sensibilidade dos nauplios do copépodo T. biminiensis aos reagentes do AIT

Antes de iniciar a fase | do AIT, foram realizados quatro ensaios para verificar a
sensibilidade do organismo-teste ao sal dissédico do acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
e ao tiossulfato de sodio. As solugdes-estoque foram preparadas em agua destilada (20 g L™)

no dia anterior a realizacdo dos testes e foram mantidas em geladeira até o uso. Os
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organismos-teste foram expostos a quatro concentraces dentro da faixa de 100 a 2000 mg L™
para 0 EDTA e de 10 a 500 mg L™para o tiossulfato de sédio, em quadruplicata para cada
concentracdo. Apos observacdo dos resultados, foram estabelecidas as CE, CL e CENO para

estas substancias, visando garantir a adequada realizacao das manipulacfes da AIT.

5.3.5.2 Caracterizacéo da toxicidade

Os procedimentos de AIT foram realizados no Laboratério de Cultivo e
Ecotoxicologia —LACE da UFPE com amostras cujas toxicidades foram previamente
verificadas no teste ecotoxicolégico com nauplios do copépodo Tisbe biminiensis, teste de
toxicidade inicial. As amostras foram submetidas a diferentes manipulacdes/tratamentos
fisicos e quimicos para pesquisa do grupo ao qual pertence o composto tdxico de interesse
(metais, oxidantes, compostos acidos ou basicos, compostos organicos polares). Apos 0s
tratamentos foram realizados bioensaios empregando 0 mesmo organismo-teste e 0s

resultados obtidos foram comparados ao da amostra néo tratada (Baseline).

Tratamento 1: EDTA

Para verificar se a toxicidade da amostra estava relacionada a dissolucdo de metais foi
realizada adi¢do do EDTA para reduzir a toxicidade através da ligagdo aos cations metalicos,
tornando-as menos téxicas. O EDTA se liga aos metais formando complexos metalicos, cujas
forcas da ligacdo dependerdo do tipo de metal envolvido e do pH do meio. As solucdes de
EDTA (20.000 mg L) foram preparadas no dia anterior a realizacdo dos testes de toxicidade
e foram mantidas em geladeira até o uso. Foi adicionado gradativamente 125 uL da solugdo
estoque para cada recipiente contendo 25 mL das amostras de forma a se obter uma

concentracdo final de 100 mg L. Apés um periodo de 3 horas, o bioensaio foi realizado.

Tratamento 2: Tiossulfato de sodio

Para verificar se a toxicidade da amostra estava relacionada a um agente oxidante,
adicionou-se o tiossulfato de s6dio como agente redutor para reagir com estes compostos e
gerar as formas reduzidas que tendem a ser menos toxicas (U.S.EPA, 1996). Estudos também
associam o tiossulfato de sodio a quelacdo de metais cationicos (HOCKETT e MOUNT,
1996; MATOS, 2011). No presente estudo, foi adicionado 18 uL da solugdo de tiossulfato de
s6dio (20.000 mg L, preparada no dia anterior ao teste) aos recipientes contendo 25 mL das
amostras de forma a se obter concentracéo final de 15 mg L™. Apés um periodo de 1 hora, 0

bioensaio foi realizado.
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Tratamento 3: Zeolitas

As zedlitas sdo aluminosilicatos hidradatos naturais ou sintéticos com estrutura
cristalina utilizadas no tratamento de amostras contaminadas por amonia e/ou metais
(U.S.EPA, 1991). Neste estudo, foram utilizadas separadamente zedlitas de duas marcas:
Purina® e Multi®, esta Gltima apenas para as amostras coletadas em Setembro de 2013. Foram
pesados 12 g de zeolita para cada 120 mL da amostra. A zedlita foi previamente condicionada
seguindo-se as seguintes etapas: a) pesagem e lavagem em agua corrente, b) molho por 30
minutos em béquer contendo 120 mL de agua ultra-pura, ¢) troca da agua ultrapura por 120
mL de agua do mar controle filtrada e molho por igual periodo, d) retirada da 4gua com
auxilio de peneira. Apds condicionamento, 120 mL da amostra foram adicionados ao sistema
que foi mantido por 30 minutos. Ao término do tratamento, a zeo6lita foi retirada das amostras

para posterior realizacdo do bioensaio.

Tratamento 4: Aeracao

A aeracdo pode alterar a toxicidade através dos mecanismos de volatilizacdo, emulséo
e oxidacdo das substancias tdxicas presentes nas amostras. Algumas substancias com estas
caracteristicas seriam o sulfeto de hidrogénio, a amonia e hidrocarbonetos volateis (U.S.EPA,
1991; 1996). Foi utilizado um sistema de bombeamento de ar (composto por bomba de
aeracdo, mangueiras acopladas com pipetas Pasteur) para que as amostras fossem submetidas
a aeracdo moderada por 60 minutos. O pH foi monitorado durante o tratamento. Apds este

processo, seguiu-se o bioensaio.

Tratamento 5: Filtracéo

Este tratamento serve para verificar se 0 agente toxico passa através de um filtro ou se
estd associado ao material particulado. Foi realizada filtracdo das amostras através de
membrana de fibra de vidro em Kitassato acoplado a bomba de vacuo. Apés este processo,

seguiu-se 0 bioensaio.

Tratamento 6: Ajuste de pH

A alteracdo do pH pode modificar significativamente a solubilidade, a volatilidade, a
estabilidade e a especiacdo de um agente toxico presente numa amostra, alterando sua
composi¢do quimica e a sua toxicidade e gerando informagdes importantes acerca do possivel
agente téxico. As amostras foram ajustadas para pH 6 (x 0,2) e pH 9,0 (+ 0,2) com a

transferéncia de um volume conhecido de solugdes de NaOH 0,1 e 1 mol L™ ou HCI 0,1 e
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1mol L. A leitura do pH foi realizada em pHmetro de bancada devidamente calibrado.
Durante o ajuste, o volume de 120 mL da amostra foi mantido sob agitacdo com bastdo
magnético em agitador magnético sem aquecimento até que a leitura se estabilizasse. No dia
anterior ao teste, foram iniciados os ajustes de pH e a cada oito horas, o pH era monitorado e
reajustado, se necessario, de acordo com o procedimento anteriormente descrito. Ao final de
24 horas, 0 pH das amostras foi reajustado para o pH inicial para dar inicio aos bioensaios.
Para as amostras coletadas em setembro de 2013 também foi realizado um teste de ajuste de

pH com duracéo de 1 hora para fins de comparacao.

Tratamento 7: Macroalga Ulva sp.

A macrofita marinha Ulva sp. reduz a toxicidade causada por amonia e também pode
retirar alguns metais presentes em matrizes aquosas (U.S.EPA, 1996). Para realizacdo do
estudo de AIT, as algas foram coletadas manualmente na praia de Boa Viagem (Recife-PE)
um dia antes da realizacdo dos testes e transportadas em caixas térmicas contendo a dgua do
mar do préprio local. No laboratério, as algas foram lavadas e transferidas para baldes
contendo agua do mar controle filtrada na salinidade de 34+1%o, sendo submetidas a uma
aeracao suave e mantidas a temperatura de 20+£1°C até a realizacdo do teste no dia seguinte.

Para realizagdo dos experimentos, as algas foram novamente lavadas e imediatamente
secas suavemente em papel toalha. Para cada 120 mL das amostras foram pesados 12g de
alga. O sistema foi mantido sob aeracao suave. Ap6s um periodo de 4 horas, as algas foram
retiradas das amostras para posterior realizacdo do bioensaio. As amostras de agua e as algas
utilizadas no teste de Setembro de 2013 foram analisadas em relacdo aos metais e ao

Nitrogénio Amoniacal Total antes e apds este tratamento.

Tratamento 8: Extracdo em cartucho de fase sélida

Neste procedimento foram utilizados cartuchos de extracdo em fase solida (Solid-
Phase Extraction-SPE) para extracdo de moléculas hidrofobicas em matrizes aquosas, sendo
esta técnica também conhecida por clean up ou limpeza da amostra. Ao passar pelo sorbente
ou fase solida contida na coluna ou cartucho, uma substancia toxica tem a opcao de se ligar a
sua superficie apolar. Se o agente toxico € relativamente polar permanecerd na fase aquosa
filtrada, enquanto que se for apolar, podera ser retido pelo material do dispositivo, ou seja,
devido a sua afinidade pelo sorbente sera extraido da amostra. A auséncia de toxicidade da
amostra apds sua passagem pela coluna sugere a presenca de compostos organicos apolares

neutros como responsaveis pela toxicidade (U.S.EPA, 1996).
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Foram utilizados cartuchos de fase reversa de silica C-18 (1000 mg/6mL, C18-E,
Phenomenex®) e colunas com polimero de N-vinilpirrolidona (200 mg/3mL, Strata X,
Phenomenex®). Os cartuchos foram acoplados em Manifold, sistema multivias que permitiu a
utilizacdo de até oito cartuchos por vez, possibilitando o tratamento de varias amostras
simultaneamente. A coluna de silica C18-E foi preparada seguindo-se as seguintes etapas: a)
ativacdo da coluna com 12 ml de metanol P.A; b) passagem de 12 mL de &gua destilada; c)
passagem de 150 mL de agua do mar filtrada a ser utilizada como controle da coluna,
descartando-se os primeiros 15 mL; d) passagem de 150 mL da amostra, descartando-se 0s
primeiros 15 mL. A coluna polimérica foi preparada seguindo-se as mesmas etapas anteriores,
modificando-se apenas: a) ativacdo da coluna com 6 ml de metanol P.A. e b) passagem de 6
mL de agua destilada. Esta manipulacdo foi conduzida com as amostras filtradas para néao
sobrecarregar a coluna pela presenca de material particulado e néo atribuir o falso resultado
de alteragdo da toxicidade causada pela retirada de compostos organicos quando na verdade
seria pela retirada de material particulado.

Na figura 5.2 encontra-se um resumo esquematico geral da etapa de caracterizacao da

toxicidade realizada neste trabalho.

Amostra de Agua

Superficial " .
Toxicidade reduzida Classe de substancia
el em relagéo ao suspeita de causar a
aseline baseline? toxicidade
EDTA |l e e e e e > Metais cati6nicos
Tiossulfato de sodio |-y =——=—=—=—=—————————————————— > Oxidantes
Zeolitas Pgrina € o o ____ Amonia e/ou Cétions
Multi
N Compostos volateis
Aeragdo [ —m—mm e mmmmmmm—m—m——— - —— e/ou surfactantes
----------------------------------- Ensaio Ecotoxicol6gico
Filragso || —mmmm e Material particulado
Alteracoes em pH
pH624e1lh [ —mmm e mm e — e — > |_4cido. Ex. Sulfetos |
Alteragbes em pH
pHO9/24e1h [ — > |__basico. Ex. Aménia
Ulvasp ~  |rosssd e e e e e e e e > | Ambnia e/ou Metais
Coluna C-18 e ani
T Compostos organicos
Polimérica

Figura 5.2- Resumo esquematico dos procedimentos realizados no estudo de AIT nas amostras
coletadas em Suape empregando o ensaio com nauplios de T. biminiensis.
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5.3.6 Analises Quimicas

Com base nos resultados dos bioensaios da fase |1 do AIT, foram conduzidas anélises
quimicas para tentativa de identificacdo do agente causador da toxicidade das amostras.
Conforme o protocolo da U.S.EPA (1993a), os procedimentos analiticos mais realizados séo
anélise de metais, de compostos organicos ndo polares, de aménia e de surfactantes e cloro.
No presente estudo, as amostras coletadas em Setembro de 2013 foram analisadas em relagdo

a amonia, hidrocarbonetos, metais e agrotoxicos.

a) Amonia
A determinacdo de amonia das amostras de agua antes e apds o tratamento com a
macroalga Ulva sp. foi realizada no Laboratorio de Oceanografia Quimica — LOQUIM do
Departamentos de Oceanografia da UFPE. A am6nia ou Nitrogénio Amoniacal Total — NAT
(N-NH3" + N-NH4") foi determinada pelo método azul-indofenol (reacdo de Berthelot),
segundo Grasshoff et al. (1983), com as amostras previamente filtradas em membrana de fibra

de vidro.

b) Hidrocarbonetos Arométicos de Petroleo Dissolvidos ou Dispersos—HAPDDs

Os HAPDDs foram analisados no Laboratério de Compostos Orgéanicos em
Ecossistemas Costeiros e Marinhos — OrganoMAR do Departamento de Oceanografia da
UFPE. Imediatamente ap0ds a coleta, foi realizada extracdo das amostras com 20 mL de n-
hexano. Os extratos foram secos e concentrados em evaporador rotativo, segundo Zanardi et
al. (1999a e 1999b). A fluorescéncia das amostras foi medida em um espectrofluorimetro
SpectraMax M3 (Molecular Devices) usando comprimento de onda de 310 nm para excitacao
e 360 nm para emissdao. A quantificacdo da concentracdo total dos HAPDDs foi realizada
através de uma curva analitica preparada com o padrdo Criseno numa faixa de concentracao

de 0,01 a 2,50 pg L, assim os resultados da concentracéo total dos HAPDDs na agua foram
expressos em pg L™ de equivalentes do criseno (QUEVAUVILLER et al., 1992).

c) Metais
Os metais totais foram analisados nas amostras de dgua antes e ap0s o tratamento com
a macroalga Ulva sp. Também foram analisadas amostras de Ulva sp., antes e ap0s contato
com as amostras de agua coletadas nos pontos. Estas andlises foram realizadas pelo
laboratério BIOAGRI. O preparo das amostras seguiu o guia da U.S.EPA (1992) e a

determinacdo multielementar ocorreu seguindo o método APHA (2012) empregando a técnica
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de Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry- ICP-MS). A recuperacdo do método foi estimada em 96%.
Foram analisados: Aluminio, Arsénio, Cadmio, Cobre, Cromo, Chumbo, Cobalto, Estanho,

Ferro, Manganés, Mercdrio, Niquel, Vanadio e Zinco.

d) Agrotoxicos
Os agrotoxicos foram analisados pelo Laboratorio de Agrotoxicos- LABTOX do
Instituto de Tecnologia de Pernambuco-ITEP utilizando as técnicas de LC-MS/MS e GC-
MS/MS segundo o método de andlise multi-residuo da U.S.EPA (1995). O Limite de
Quantificacdo do método foi de 0,03 pg/L. Os 175 compostos analisados pertencem as

classes de organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides.

5.3.7 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados quanto a normalidade (Teste de Kolmogorov-Smirnov,
a = 0,05) e homogeneidade das variancias (Teste de Bartlett, a = 0,05). Apos observacado da
inocuidade das manipulagdes para os nauplios de T. biminiensis (controle x controle de cada
manipulagdo), foi verificada a reducdo da toxicidade das amostras ambientais pelas
manipulagdes utilizadas. Ambas as comparagOes foram realizadas utilizando-se o teste t de
Student (p< 0,05). Para cada ponto foram realizadas comparagdes entre as manipulacfes
considerando cada parametro ecotoxicologico estudado. Para dados que ndo apresentaram
normalidade ou homocedasticidade, foi utilizado o teste U de Mann-Whitney.

Para comparacdo da frequéncia dos estagios de desenvolvimento dos copepoditos de
cada amostra em relacdo ao controle foi utilizado o teste de G (p < 0,05), teste de qui-
guadrado modificado por Williams (ZAR, 1996). Adicionalmente, foram utilizados o0s
seguintes critérios: a) quando o numero de copepoditos mais desenvolvidos (C3 e C4) nas
manipulagdes foi superior ao baseline, foi indicada reducdo da toxicidade da amostra
(X C3C4maniputagio > Y C3C4paseline) € b) quando o ndmero de copepoditos em estagios mais
iniciais de desenvolvimento (C1 e C2) nas manipulagdes foi superior ao do baseline foi
indicado o aumento da toxicidade da amostra (3°C1C2manipulacio > 2 C1C2paseline)-

A ANOVA seguida de teste de Dunnet foi utilizada para se identificar a concentracao
de efeito ndo observado (CENO) nos ensaios de sensibilidade dos organismos aos reagentes
da AIT. Para calculo da CEsy e a CLsg a partir dos resultados dos testes com a substancia de
referéncia foi utilizado o método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al. 1977). As

cartas-controle dos testes de sensibilidade foram construidas, considerando limites de + 2 DP.


http://en.wikipedia.org/wiki/Inductively_coupled_plasma_mass_spectrometry
http://en.wikipedia.org/wiki/Inductively_coupled_plasma_mass_spectrometry
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Os dados referentes aos pontos PO, P1.5 e P3.8 antes (baseline) e apds o tratamento
com a macroalga Ulva sp foram tratados, por possuirem dados mais completos acerca das
analises quimicas, com a Analise dos Componentes Principais (ACP) utilizando o programa
Minitab versdo 16. Foram utilizados os dados hidroldgicos (pH, salinidade, amonia nao-
ionizada [kit colorimétrico] e oxigénio dissolvido), as médias das concentragdes de metais
(Al, Fe, Mn, Zn, V) e de NAT, assim como os resultados de mortalidade, desenvolvimento,

inibicdo, comprimento médio da cabeca, comprimento da cabeca por estagio C2, C3 e C4.

5.4 Resultados
5.4.1 Sensibilidade & substancia de referéncia

As cartas-controle construidas a partir dos resultados dos testes com o sulfato de zinco
como substancia de referéncia realizados nos capitulos 1 (Testes 1 a 7), 2 (Testes 8a 12) e 3
(Testes 13 a 20) encontram-se na Figura 5.3. Considerando todos os 20 testes realizados, as
médias de CEsp.7n € de Clso.72n foram 3,65 + 0,86 mg L™ e 3,73 + 0,88 mg L™, com
coeficientes de variacdo (CV) de 23,6% e 23,5%, respectivamente.

Considerando apenas os testes realizados paralelos ao estudo de AIT com as amostras
ambientais (Testes 16 a 20), foi verificada a CEs.72n de 4,80 + 0,31 mg L™ e a CLso.72n de
4,85 + 0,24 mg L™ Para a CEso.72n € Clso.72n foram obtidos CV de 6,35% e de 4,90%,
respectivamente. Os CV das amostragens dos nduplios mantiveram-se abaixo de 10%. As
cartas-controle dos testes de sensibilidade revelaram que todas as médias obtidas estavam
dentro do limite de + 2 DP, sendo os resultados considerados aceitaveis. Os valores do CV
obtidos estavam dentro do critério de aceitagdo (CV<30%) estabelecido para ensaios com

substancias de referéncias (EC, 1990).
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Figura 5.3- Cartas-controle com os valores de CEs, (A) e CLs, (B) obtidos para T. biminiensis nos 20

testes de exposi¢do ao sulfato de zinco heptahidratado nos capitulos 1 (1 a 7), 2 (8 al2) e 3 (13 a 20).

Linhas pontilhadas indicam limites referentes a =+ 2 DP.
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5.4.2 Sensibilidade dos nauplios do copépodo T. biminiensis aos reagentes do AIT

Os valores de CLsg.72n, CEso.72n € da CENO calculados a partir dos resultados obtidos
nos quatro testes de sensibilidade ao EDTA e ao tiossulfato de sddio encontram-se na tabela
5.1. Foi definida a concentraco final de 100 mg L™ para a manipulacdo com o EDTA, menor
CENO obtida para este composto. Para o tiossulfato de sddio foi definida a concentracdo de
15 mg L™, apesar de a menor CENO obtida ter sido de 10 mg L™, devido & obtencdo e

precisdo na transferéncia deste volume.

Tabela 5.1- Concentracdes de EDTA e de tiossulfato de sodio (mg L™) que afetaram/inibiram ou

foram letais aos nauplios de T. biminiensis.

EDTA Tiossulfato de sodio
Teste CEso.72n CENO CLso-72n CEsp-72n CENO CLso-72n
1 710 (NC) 500 710 (NC) 90 (80-100) <50 90 (80-90)
2 220 (NC) 100 230 (220-240) 70 (70-80) <50 70 (70-80)
3 300 (NC) 200 300 (NC) 80 (70-100) 10 80 (70-100)
4 320 (310-320) 200  320(310-320) 50 (40-60) 10 50 (50-60)
Média 387 £219 390 £ 216 7217 7217

NC: Intervalo ndo calculado pelo programa utilizado.

5.4.3 Parametros fisico-quimicos antes e ap6s as manipulagdes de AIT

Os resultados das analises fisico-quimicas (oxigénio dissolvido, salinidade, pH e aménia)
da amostra ambiental bruta, do baseline (apds ajuste de salinidade e sem as manipulagdes) e
apos as manipulacdes encontram-se nas tabelas 5.2 e 5.3. Os valores obtidos permaneceram
de acordo com as indicacGes de Ribeiro e Souza-Santos (2011), garantindo a auséncia de
interferéncia destes parametros sobre os resultados obtidos no estudo de AIT. A anélise da
amonia total através do kit colorimétrico indicou que todas as amostras e referidas
manipulagBes apresentaram concentracdes iguais ou inferiores a 0,25 mg L™, a partir destes
resultados as concentracGes de amonia ndo-ionizada foram estimadas (Tabelas 5.2 e 5.3). Em
Setembro, observou-se que as amostras baseline do PO e do P1.5 apresentaram niveis de
amodnia ndo-ionizada ligeiramente acima da concentragdo de seguranca (< 0,018 mg L™)

indicada pelo fabricante do kit de andlise colorimétrica
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Tabela 5.2- Parametros fisico-quimicos obtidos para as amostras de Abril de 2013 da amostra
ambiental bruta, baseline (ap6s ajuste de salinidade e sem as manipulacdes) e apds as manipulagdes da
fase | do estudo de AIT.

Manipulagéo PLo P38

0.D. pH  Sal. NH; 0O.D. pH Sal. NH;
Amostra Bruta 768 7,74 39 0,011 756 7,65 31 0,007
Baseline (apos ajuste) 758 7,68 34 0,007 7,61 7,80 31 0,009
EDTA 744 760 34 0,007 741 7,54 31 0,007
Tiossulfato de sddio 751 7,71 34 0011 748 769 31 0,007
Ulva sp. 720 764 33 0,007 717 7,71 31 0,009
Aeracao 728 765 34 0007 726 7,76 31 0,009
Filtracdo 734 768 34 0007 728 781 30 0,009
Coluna C-18 775 7,66 33 0,007 768 7,70 30 0,007
Coluna Polimérica 717 761 32 0,007 763 7,74 30 0,007
Zedlita Purina 733 7,72 34 0011 746 7,78 31 0,009
pH6/24h 706 759 33 0,007 7,12 7,66 30 0,007
pH9/24h 755 7,62 32 0,007 7,88 7,68 30 0,007

Oxigénio dissolvido (OD) em mg L™, pH, salinidade (Sal.) e amdnia n&o ionizada (NH3) em mg L™
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Tabela 5.3- Pardmetros fisico-quimicos obtidos para as amostras de Setembro de 2013 da amostra ambiental bruta, baseline (ap6s ajuste de salinidade e sem
as manipulac@es) e ap6s as manipulacdes da fase | do estudo de AIT.

PO P1.5 P3.8
Manipulacao
O.D. pH Sal.  NH; O.D. pH Sal.  NH3 O.D. pH Sal.  NH;

Amostra Bruta 695 824 36 0,025 7,68 8,18 31 0,025 756 7,89 30 0,016
Baseline (ap0s ajuste) * * * * 7,75 8,13 34 0,025 7,10 8,08 34 0,016
EDTA 6,75 808 35 0,016 6,64 8,06 33 0,016 6,75 7,78 34 0,011
Tiossulfato de sédio 684 793 35 0,016 6,56 819 33 0,025 6,80 7,86 34 0,011
Ulva sp. 582 7,78 36 0,011 6,10 780 33 0,016 642 810 35 0,016
Aeracdo 6,77 813 36 0,025 7,73 792 34 0,016 7,09 760 35 0,007
Filtracdo 682 813 36 0,025 6,61 8,27 33 0,025 6,40 7,63 34 0,007
Coluna C-18 620 819 35 0,025 6,62 824 32 0025 722 7,76 33 0,011
Coluna Polimérica 665 829 35 0,025 6,67 8,17 32 0025 7,18 7,73 33 0,011
Zedlita Purina 6,76 802 35 0,016 7,84 795 33 0,016 752 792 35 0,016
Zedlita Multi 6,68 822 36 0,025 7,95 799 33 0,016 754 788 34 0,016
pH6/24h 658 826 36 0,025 7,29 8,09 33 0,016 7,16 7,84 34 0,016
pH9/24h 686 832 36 0,025 6,90 820 33 0,016 7,09 788 34 0,016
pH6/1h 6,66 822 36 0,025 7,53 791 33 0016 740 786 35 0,016
pHO9/1h 698 811 35 0,016 7,67 8,10 33 0,016 727 787 35 0,016

* Baseline com a amostra bruta sem ajustes. Oxigénio dissolvido (OD) em mg L™, pH, salinidade (Sal.) e aménia nfo ionizada (NH3)

emmg L™



91

5.4.4 Caracterizacdo da toxicidade da agua superficial de Suape
Os parametros ecotoxicoldgicos forneceram diferentes resultados quanto a indicagéo

dos agentes toxicos das amostras coletadas em Abril e Setembro de 2013 (Tabelas 5.4 a 5.9).

5.4.4.1 Desenvolvimento, Inibicdo e Mortalidade (%)

No més de Abril de 2013 (Tabelas 5.4), a analise estatistica do parametro de
mortalidade indicou que houve reducédo do efeito letal do ponto P1.5 ap6s a manipulacdo com
a Coluna Polimérica e do P3.8 apds as manipulacdes de Aeracdo, Filtracdo, Ulva sp. e Coluna
Polimérica. O parametro de desenvolvimento ndo evidenciou reducdo da toxicidade para
nenhuma das amostras coletadas em Abril de 2013. J& o de inibicao forneceu resposta idéntica
ao parametro de mortalidade. Dentre as manipulacdes, foi verificada toxicidade apenas do
Tiossulfato de Sédio aos nduplios expostos a amostra do P1.5 (t=-5.2439; p=0,0019) e a agua
do mar controle (t=-5.769; p=0,0012), considerando a inibigdo e a mortalidade, sendo as
demais manipulacGes consideradas indcuas.

Em Setembro de 2013 (Tabelas 6.5), houve reducdo da toxicidade, considerando o
parametro de mortalidade: do ponto PO ap6s as manipulagdes de Zeo6lita Purina, Zedlita Multi,
Aeracdo, Filtracdo, pH6/1h, pH9/1h, Ulva sp. e Coluna C-18; do ponto P1.5 ap6s o0s
tratamentos de Tiossulfato de sodio, Zeolita Multi, Aeracdo, Filtracdo, pH6/24h, pH6/1h,
Coluna Polimérica e Coluna C-18; do ponto P3.8 ap6s a Coluna Polimérica. Para o parametro
de desenvolvimento, o ponto PO apresentou reducédo da toxicidade ap6s todas as manipulacées
utilizadas, no entanto, apesar da diferenca estatistica significativa observada, os resultados
ndo sdo biologicamente significativos uma vez que o percentual de desenvolvimento do
baseline foi de 94.3 + 1,5%. Para inibicdo, os resultados obtidos para o ponto PO foram
similares aos do parametro de mortalidade adicionando-se a manipulagdo de pH9/24h.
Similarmente, para o P1.5 houve reducdo da toxicidade nas mesmas manipula¢Ges para
inibicdo e mortalidade, adicionando-se a esta Ultima a manipulacdo de pH9/1h. Para o ponto
P3.8, os parametros de inibicdo e mortalidade forneceram respostas idénticas. Todas as

manipulacdes foram consideradas indcuas ao controle e as amostras (p<0,05).



Tabela 5.4- Médias (£SD) dos percentuais de mortalidade, desenvolvimento e inibicdo dos nduplios de T. biminiensis

obtidas nas manipulagdes do estudo de AIT com amostras de agua superficial de Suape coletadas em Abril de 2013.

Parametro Mortalidade (%) Desenvolvimento (%) Inibigéo (%)
P1.5 P3.8 P15 P3.8 P15 P3.8

Baseline | 242 +57 42,0+ 13,4 985+2,1 98,0+1,7 254+49 43,2+ 132
EDTA 19,9+6,6 27,4 +8,2 98,1+29 98,3+1,6 21,3+8,1 28,6 +8,6
Tiossulfato de sodio 55,1 +95**  449+79 97,6 +3,1 99,4+1.3 56,0 +10,6** 452+8/4
Zedlita Purina 28,8 +£10,2 30,477 98,4+1,2 98,7+0,9 29,2+9,8 31,2+7,7
Aeragdo 23,1+6,4 20,2 + 6,8* 985+11 985+11 242 +5,6 21,3+6,8*
Filtracéo 219+155 18,1 +7,8* 97,4+0,6 97,0+ 3,0 240x151  20,7+5,8*
Baseline Il 275+44 30,1+1,1 99,2+1,0 98,0+0,8 28,1+5,0 31,5+0,9
pH 6 24h 29,2+29 26,9+2,0 98,8+0,8 958+75 30,1+34 30,1+48
pH 9 24h 38,1+124 15,3+21,7 98,7+ 1,6 99,4+0,7 389+119 15,6 + 14,0
Ulva sp. 17,0 £ 14,3 9,5+ 6,6* 99,0+14 99,7+0,6 17,8+14,3 9,8+6,1*
Coluna Polimérica 10,6 £ 4,6* 75+2,0* 99,6 £0,7 99,2+1/4 11,0+£4,1* 8,3+0,7*
Coluna C18 15,6 + 15,1 249+99 96,0+2,5 98,3+15 18,4+18,0  26,1+10,8

(*negrito): Diferenca significativa entre o resultado do tratamento e do baseline correspondente usando o Teste t (p<

0,05) indicando que o tratamento acarretou reducdo de toxicidade a amostra.

(**): Diferenga significativa entre o resultado do tratamento e do baseline correspondente usando o Teste t (p< 0,05),

indicando que o tratamento acarretou aumento de toxicidade a amostra.
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Tabela 5.5- Médias (+SD) dos percentuais de mortalidade, desenvolvimento e inibi¢do dos nauplios de T. biminiensis obtidas nas manipulagdes do estudo de
AIT com amostras de agua superficial de Suape coletadas em Setembro de 2013.

Parametro Mortalidade (%) Desenvolvimento (%) Inibigéo (%)
PO P15 P3.8 PO P1.5 P3.8 PO P1.5 P3.8

Baseline 180+48 16,1+29 295+75 943+15 946+08 966+17 228+41 206+24 31,9+7,1
EDTA 13698 159+85 347£99 972+18* 945+x22 955+17 149+x108 20,6+6,3 37,7£8,9
Tiossulfato de sodio 242+135 7,8+4.2* 295+55 98+16* 952+x10 90,8+x54 252+134 12240 35,848,2
Zeolita Purina 6,7 +4,3* 8,7+6,6 29,7+96 97,1+16* 94506 975+11 94+40* 13657 31,3£9,9
Zeolita Multi 51%24* 58+ 3,9* 20,7 £9,2 98,7+x05* 952+14 960+08 6,3x23* 9,1+6,3* 26,7+6,8
Aeracéo 51+47* 68+£69* 21,1+134 981+10* 940+19 951+19 6,9+40* 124+58*  250£12,2
Filtracéo 54+52* 52+44* 188+128 974+15* 948+06 937x14 71+6,1* 99+44* 22,8+14,5
pH 6 24h 290+x76 11,0+22* 216+98 974+12* 935+23 966+22 308x76 168+1,0* 24,4+7,6
pH 9 24h 112+4,7 139+111 248175 984+08* 891+70 963+12 12,7+44* 232+123  27,2+18]1
pH 6 1h 58+6,0* 49+48* 302+96 981+11* 961+03* 948+24 10+10* 86+44* 33,8+9,7
pH 9 1h 3,6 £34* 7,7+6,6 252+114 98 7+11* 969+16* 933+£22 49+27* 9,9 +6,6* 30,0+11,7
Ulva sp. 6,0£55* 16,3+6,1 29,776 988+09* 96,7+18 95327 6,6+56* 19,8+7,1 32,8+8,9
Coluna Polimérica 170+74 33+38* 149+81* 995+10* 954+29 932+23 174+73 64+69* 20,7+8.2*
Coluna C18 0,1+0,2* 36+7,0* 229+6,0 97,7+18* 953+08 949+32 20+15* 6,7+8,0* 26,9+6,1

(* negrito): Diferenca significativa entre o resultado do tratamento e do baseline correspondente usando o Teste t (p< 0,05) indicando que o tratamento
acarretou reducéo de toxicidade a amostra.
(**): Diferenga significativa entre o resultado do tratamento e do baseline correspondente usando o Teste t (p< 0,05), indicando que o tratamento acarretou

aumento de toxicidade a amostra.
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5.4.4.2 Comprimento da cabeca dos copepoditos geral e por estagio

Em Abril de 2103 (Figura 5.4A), levando em conta o comprimento médio da cabeca
dos copepoditos, o ponto P1.5 aumentou significativamente apos aplicacdo das manipulacdes
sugerindo que houve uma reducdo da toxicidade em pH 6/24h, pH9/24h, Ulva sp. e Coluna
Polimérica. Para o ponto P3.8, este pardmetro aumentou significativamente ap6s aplicagcdo
das manipula¢cdes com Tiossulfato de sodio, Filtracdo e pH9/ 24h (Figura 5.4B). Nenhuma
manipulacdo apresentou-se toxica considerando este parametro.

Em Setembro de 2013, para o PO, a toxicidade foi reduzida ap6s as manipula¢fes com
Tiossulfato de sddio, pH6/24h, Ulva sp. e Coluna Polimérica (Figura 5.4C). Para o P1.5 e
P3.8, nenhuma manipulacéo reduziu a toxicidade (Figura 5.4D e E). Foi observado aumento
da toxicidade devido a manipulacdo no P1.5 ap6s a manipulacdo com pH 6/24h e no P3.8
apos as manipulacdes com EDTA, Zeolita Purina, Zedlita Multi e pH 9/24h, uma vez que foi
observada diminui¢do do tamanho da cabeca nestas manipulagdes quando comparadas ao do
baseline.

O comprimento da cabeca dos copepoditos por estagio em Abril (Tabela 5.6) revelou
gue no ponto P1.5 para o estagio C4 e na manipulacdo pH 9/24h foi maior que no baseline
indicando reducéo de toxicidade. Desta forma, com a utilizagdo deste parametro, foi possivel
observar apenas uma manipulacdo como redutora da toxicidade, diferente do comprimento
médio da cabeca de todos os copepoditos em geral, onde quatro manipulacdes foram
indicadas (pH6/24h, pH9/24h, Ulva sp., Coluna Polimérica). Para o P3.8, também so foi
possivel observar diferencas significativas do tamanho da cabeca no estagio C4, sendo obtido
0 mesmo padrdo de resposta observado para os copepoditos em geral, ou seja, reducdo da
toxicidade ap6s as manipulagdes com Tiossulfato de sodio, Filtracdo e pH9/24h. Observou-se
que para o P1.5 as manipulacbes com EDTA, Filtracdo e Coluna C-18 apresentaram
toxicidade, menor comprimento da cabeca por estagio comparado ao do baseline, para alguns
estagios de copepoditos. Apenas a manipulacdo com a Coluna C-18 apresentou toxicidade
para 0s copepoditos em estagio C2 expostos as amostras do P3.8.
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Figura 5.4- Comprimento médio das cabecas dos copepoditos antes e ap6s as manipulacdes das amostras
coletadas em Suape em Abril, (A) P1.5 e (B) P3.8, e em Setembro de 2103, (C) PO (D) P1.5 e (E) P3.8. (*) Indica
diferenca reducdo significativa da toxicidade, (T) indica aumento significativo de toxicidade em relacdo ao
baseline, teste t (p< 0,05).
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Em Setembro (Tabela 5.7), foi possivel observar redugdo da toxicidade do PO apos
algumas manipulagdes através do pardmetro de comprimento da cabega nos estagios C2
(EDTA, Tiossulfato, Zeolita Purina, Filtracdo, pH6/24h, pH6/1h, pH9/1h e Coluna C18), C3
(Ulva sp.) e C4 (Coluna C-18). Observa-se que foi obtido maior nimero de manipulagdes
eficientes na reducdo da toxicidade para o comprimento da cabecga por estagio do que para o
comprimento médio da cabeca dos copepoditos em geral. Para o P1.5, apenas o comprimento
da cabeca no estagio de C3 indicou reducdo da toxicidade nas manipulacdes com EDTA,
Tiossulfato, Zedlita Purina, Zeolita Multi, pH6/24h, pH6/1h, Colunas Polimérica e C18. Para
esta amostra também se observa que este parametro foi mais sensivel que o comprimento da
cabeca de copepoditos em geral, para o qual ndo foi possivel observar reducdo da toxicidade
em nenhuma manipulacdo. O P3.8 teve sua toxicidade reduzida apenas ap0s a manipulacao de
aeracdo, considerando o estagio de C2. Mais uma vez se constata a diferenca na resposta
quanto aos copepoditos em geral, para os quais nenhuma manipulacdo causou reducdo da
toxicidade da amostra.

Em relacdo a toxicidade das manipulagdes, a manipulacdo pH9/24h causou aumento
de toxicidade para os copepoditos em estagio C2 expostos ao PO. Nenhuma manipulagédo
acarretou toxicidade aos nauplios expostos ao P1.5 e as manipulagdes com EDTA (C2 e C4),
Tiossulfato de sddio (C3), Zeodlita Multi (C2 e C4) e pH9/24h (C2, C3 e C4) foram tdxicas
para alguns estagios de copepoditos que apresentaram comprimento da cabeca reduzido

guando comparado ao do baseline.



Tabela 5.6- Médias (£SD) do comprimento da cabega (um) por estidgio de copepoditos de T. biminiensis observados ao final das

manipulacdes do estudo de AIT com as amostras de agua superficial coletadas em Suape em Abril de 2013.

Ponto P1.5 P3.8

Estagio de copepodito C1 C2 C3 C4 C1 C2 C3 C4
Baseline | 150 # 180+ 1 206 £ 11 241+ 24 - 168+5 198+10 222+16
EDTA 160 # 176 £ 9 20319 221 £ 17** - 175+ 21 203+ 9 229+ 18
Tiossulfato de sodio - 170+ 10 202 £13 23721 - - 198 +11 251 +38*
Zedlita Purina - - 202+ 21 241+ 12 - 155+7 194 £ 15 237+9
Aeracdo 150 # 175+ 10 205+ 6 238 +17 160 # 190+1 201 +5 231 +17
Filtracdo - - 185+ 17** 223 £ 12** - 170 # 203+5  241+12*
Baseline Il 153+6  180+11 200 + 14 238 + 32 - 175+ 8 196+ 7 226 + 23
pH 6 24h - - 207 £ 15 257 + 33 160 # 177+ 10 198+ 8 237 £ 15
pH 9 24h - 200 # 203 £ 15 286 + 31* 150 # 160 # 195+15 284 +38*
Ulva sp. - 160 # 2058 242 + 27 150 # 178+ 4 1977 244 £ 22
Coluna Polimérica - 180 # 193+6 245+ 32 - 170+ 17 202+4 23624
Coluna C18 - 160 + 8** 194 +5 227 £ 23 - 145+7** 190+ 9 233+30

(*) Diferenca estatistica significativa Teste t (p< 0,05); (**); Tratamento acarretou toxicidade a amostra;

(#) Apenas um individuo, ndo entrou na analise estatistica; (-) Nao apresentou o estagio.
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Tabela 5.7- Médias (+SD) do comprimento da cabeca (ium) por estagio de copepoditos de T. biminiensis observados ao final das manipulagdes do estudo de

AIT com as amostras de agua superficial coletadas em Suape em Setembro de 2013.

Ponto PO P15 P3.8
Estagio C1 C2 C3 C4 C1 C2 C3 C4 C1 C2 C3 C4
Baseline 150+11 159+11 188+18 239*14 160# 169%+24 170+18 220+32 - 184 + 24 221 +24 259 + 29
EDTA 148+5 174+14* 191+14 228+34 153+5 172+10 197+10* 225+7 123+21 159+16** 210+33 228 +25**
188 +
Tiossulfato 175+35 185+ 14* 199+11 236+33 143+19 176+18 202+24* 255+7 - 174 £ 12 Lg 246 £ 21
ZeoOlita Purina 149+ 10 171+12* 203*10 245+7 153+7 175+14 203+15* 250+1 120+28 165%12 205+ 15 233+29
ZeGtica Multi 143+17 158 +10 193+9 218+17 1501 175+11 194+17* 223+15 - 152 £ 17** 209 +27 221 +28**
Aeracéo 150+ 8 158 +9 192+16 221+18 150+1 172+14 183+18 219+26 147+6 210 £ 1* 195+ 19 240 = 27
Filtracéo - 168 +15* 199+11 245+29 152+8 167+17 185+17 212+22 - 174 £ 25 217 £15 257 +31
pH 6 24h 153+5 178+9* 200+13 231+31 146+12 170+14 215+21 2357 - 170+ 8 229 +51 238+ 21
182 +
pH 9 24h 140+1 159+14 190+12 212+8** 152+15 181+23 187+31 220 # - 158 + 12** . 234 + 30**
pH 6 1h 148+9 177+10* 206+14 233+21 139+11 172+17 194+13 210+10 170# 183+ 10 211 +£13 244 £ 22
pH 9 1h 147+6 170+12* 198+11 234+17 1448 172+12 177+23 210+10 - 177 +19 216 + 15 261 + 28
Ulva sp. - 160 # 215+ 14* 251+30 156+13 156+8 181+17 198+11 - 175+7 208 + 30 242 + 20
Col. Polimérica - 166 +22 202+15 245+36 128+26 159+18 202+ 11* 257+43 150# 186 + 16 210 + 22 272 + 56
Coluna C18 145+7 176 £13* 195+9 278+44* 155+6 165+11 186+9* 223+20 - 180+1 226 + 33 251+25

(*) Diferenca estatistica significativa Teste t (p< 0,05); (**): Tratamento acarretou toxicidade a amostra; (#) Apenas um individuo, ndo entrou na analise

estatistica; (-) N&o apresentou o estagio.
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5.4.4.3 Frequéncia dos estagios de desenvolvimento

O parametro de frequéncia de estagios de desenvolvimento dos copepoditos indicou
diferencgas estatisticas significativas (Teste G, p< 0,05) entre o baseline e as manipulacdes
realizadas com as amostras de agua coletadas em Suape (Tabela 5.8 e 5.9), sendo observados

casos de reducdo ou aumento da toxicidade apds algumas manipulagoes.

Tabela 5.8- Frequéncia (C1:C2:C3:C4 em %) de estagios de copepoditos de T. biminiensis antes e

apos as manipulacdes de AIT com amostras coletadas em Suape em Abril de 2013.

Ponto P15 P3.8
Baseline | 2,5:7,5:57,5:32,5 0:10:65:25
EDTA 2,5:22,5:35:40** 0:5:57,5:37,5
(G=13,5817; p=0,0035) (G=4,6754; p=0,1972)
Tiossulfato de sddio 0:7,5:37,5:55* 0:0: 35:65*
(G=12,5478; p=0,0057) G=41,4179; p<0,0001
Zeoblita Purina 0:0:47,5:52,5* 0:5:60:35
(G=17,9251; p=0,0005) G=3,5735; p=0,3114
Aeracéo 2,5:15:37,5:45** 2,5:5:40:52,5*
(G=8,4456; p=0,0376) G=19,5696; p=0,0002
Filtracéo 0:0:55:45* 0:2,5:20:77,5*
(G=14,6044; p=0,0022) G=58,1157; p<0,0001
Baseline 11 7:15:23:55 0:25:37,5:37,5
pH 6 24h 0:0:20:80* 2,5:17,7:30:50
(G=28,2252; p<0,0001) (G=6,9108; p=0,0748)
pH 9 24h 0:2,5:32,5:65* 2,5:2,5:42,5:52,5*
(G=22,1822; p<0,0001) (G=25,7088; p<0,0001)
Ulva sp. 0:2,5:25:72,5* 2:13:25:60*
(G=22,0564; p<0,0001) (G=14,3939; p=0,0024)
Coluna Polimérica 0:3:10:87* 0:10:20:70*
(G=24,4541; p<0,0001) (G=22,034; p<0,0001)
Coluna C18 0:10:12,5:77,5* 0:5:22,5:72,5*

(G=17,5429; p=0,0005)

(G=29,6776 p<0,0001)

(*) Redugdo da toxicidade: Teste G (p<0,05) e > C3C4manipulacio = 2 C3Cpaseline-
(**) Aumento da toxicidade da amostra: Teste G (p<0,05) e > C1C2maniputacio = 2-C1C2paseline-
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Tabela 5.9- Frequéncia (C1:C2:C3:C4 em %) de estagios de copepoditos de T. biminiensis antes e

apos as manipulacdes de AIT com amostras coletadas em Suape em Setembro de 2013.

Ponto PO P15 P3.8
Baseline 15:42,5:15:27,5 2,5:45:27,5:25 0:17,5:32,5:50
EDTA 10:25:32,5:32,5* 17,5:55:22,5:5** 7,5:17,5:35:40**

Tiossulfato de

sédio

Zeolita Purina

Zeollita Multi

Aeracgéo

Filtracdo

pH 6 24h

pH 9 24h

pH 6 1h

pH 9 1h

Ulva sp.

Coluna Polimérica

Coluna C18

(G=12,4336,p=0,006)
5:20:47,5:27,5*
(G=30,7872,p<0,0001)
32,5:47,5:15:5**
(G=23,6682,p<0,0001)
32,5:37,5:20:10**
(G=15,9015 ,p=0,0012)
10:45:27,5:17,5
(G=6,9438,p=0,0737)
0:47,5:27,5:25*
(G=24,4527,p<0,0001)
10:20:32,5:37,5*
(G=17,1874,p=0,0006)
5:42,5:37,5:15*
(G=18,6178,p=0,0003)
25:45:22,5:7,5*%*
(G=16,0265,p=0,0011)
7,5:37,5:30:25*
(G=7,9537,p=0,047)
0:2,5:15:82,5*
(G=90,7358,p<0,0001)
0:17,5:45:37,5*
(G=47,8965,p<0,0001)
5:45:27,5:22,5*
(G=9,3799,p=0,0246)

(G=28,2035,p<0,0001)
22,5:40:32,5:5**
(G=33,1354,p<0,0001)
20:52,5:22,5:5**
(G=30,6022,p<0,0001)
20:37,5:35:7,5**
(G=26,5847,p<0,0001)
12,5:42,5:25:20**
(G=7,8747,p=0,0487)
12,5:65:10:12,5**
(G=23,6741,p<0,0001)
60:30:5:5**
(G=98,9165,p=<0,0001)
42,5:40:15:2,5*%*
(G=67,4673,p<0,0001)
20:47,5:25:7,5**
(G=25,2018,p<0,0001)
25:42,5:25:7,5**
(G=31,0211,p<0,0001)
25:37,5:25:12,5**
(G=26,0305,p<0,0001)
10:37,5:37,5:15**
(G=9,3735,p=0,0247)
10:37,5:35:17,5
(G=7,5742,p=0,0557)

(G=11,2601,p=0,0104)
0:22,5:40:37,5
(G=3,1957,p=0,3624)
5:27,5:37,5:30
(G=14,0133,p=0,0029)
0:35:30:35
(G=8,7075,p=0,0334)
7,5:5:17,5:70*
(G=25,671,p<0,0001)
0:12,5:22,5:65
(G=4,6277,p=02012)
0:10:25:65
(G=5,0148,p=0,1707)
0:15:30:55
(G=0,5307,p=0,9121)
2,5:10:37,5:50
(G=5,4787,p=0,1399)
0:17,5:47,5:35
(G=5,4902,p=0,1392)
0:5:37,5:57,5*
(G=8,236,p=0,0414)
2,5:17,5:50:30
(G=11,4075,p=0,0097)
0:7,5:20:72,5*
(G=11,2753,p=0,0103)

(*) Redugdo da toxicidade: Teste G (p<0,05) e > C3C4manipulacio = 2 C3Cpaseline-

(**) Aumento da toxicidade da amostra: Teste G (p<0,05) e > C1C2maniputacio = 2-C1C2paseline-
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As frequéncias dos estdgios de copepoditos de T. biminiensis do baseline e das
manipulagdes das amostras de 2013 estdo na Figura 5.5. No més de Abril, o teste de G
indicou que no ponto P1.5 as manipulacdes de Tiossulfato, Zeolita Purina, Filtracdo,
pH6/24h, pH9/24h, Ulva sp., Coluna Polimérica e Coluna C-18 resultaram em reducao
significativa da toxicidade considerando este pardmetro (Figura 5.5A). Ja as manipulacGes
com EDTA e Aeracdo causaram aumento da toxicidade. Para o P3.8 (Figura 5.5B), houve
reducdo significativa da toxicidade apds as manipulacdes de Tiossulfato, Aeracdo, Filtracao,
pH9/24h, Ulva sp., Coluna Polimérica e Coluna C-18. Nenhuma das manipulacGes acarretou
toxicidade a amostra em questéo.

Para 0 més de Setembro, foi verificado que a toxicidade do PO foi reduzida ap6s as
manipulacdes de EDTA, Tiossulfato, Filtracdo, pH6/24h e pH9/1h. As manipulacGes com as
duas zedlitas e pH 6/1h aumentaram a toxicidade desta amostra (Figura 5.5C). Para o P1.5
(Figura 5.5D) foi observada maior incidéncia do estadgio de copepodito C1 apds todas as
manipula¢des, com indicacdo de aumento significativo da toxicidade da amostra, exceto apds
as Colunas Polimérica e C-18. O P3.8 teve sua toxicidade reduzida significativamente apds as
manipulacdes de Aeracao, Ulva sp. e Coluna C-18. As manipulacGes com EDTA e as zeo6litas
causaram aumento da toxicidade (Figura 5.5E).

Os resultados obtidos no estudo de AIT com as amostras de dgua coletadas em Suape
no meses de Abril e Setembro de 2013 encontram-se resumidos nas tabelas 5.10 e 5.11,
respectivamente. Em Abril, os pardmetros de comprimento médio da cabeca e frequéncia de
estagio de copepoditos forneceram mais respostas quanto a reducdo da toxicidade do P1.5. A
frequéncia de estagios também foi o pardmetro mais sensivel a redugéo da toxicidade do P3.8.
Em Setembro, o comprimento médio da cabega por estagio (C2) e a frequéncia de estagios
foram os parametros que mais se aproximaram das respostas quanto a indicacao da reducdo da
toxicidade do PO comparados aos parametros de mortalidade, desenvolvimento e inibicéo.
Para o P1.5, o parametro de comprimento médio da cabeca no estagio de copepoditos C3 foi 0
que mais se aproximou das respostas obtidas para os parametros. Para o0 P3.8, a frequéncia de
estagios indicou reducdo da toxicidade da amostra apos as manipulacdes de Aeracdo, Ulva sp.
e coluna C-18, sendo observada reducdo da toxicidade para as duas Ultimas manipulacGes

apenas para 0 parametro em quest&o.
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Tabela 5.10- Sintese dos resultados obtidos no estudo de AIT com as amostras de Suape coletadas em Abril de 2013 utilizando o teste com néuplios de T.

biminiensis e os pardmetros de Mortalidade (M), Desenvolvimento (D), Inibicéo (1), Comprimento Médio da Cabeca (CM), Comprimento Médio por Estagio (CME)

e Frequéncia dos Estégios (FE).

Ponto  Parametro EDTA  Tiossulfato [Zji(r)l:]t: Aeracdo Filtragdo pH624h pH924h Ulvasp. P(SI:?r::’er:?ca Cgliga
P1.5 M (%) - T - - - - - - R -
D (%) - - - - - - - - - -
I (%) - T - - - - - - R -
CM (um) - - - - - R R R R -
C1 - - - - - - - - - -
CME C2 - - - - - - - - - T
(um) C3 - - - - T - - - - -
C4 T - - - T - R - - -
FE T R R T R R R R R R
P3.8 M (%) - - - R R - - R R -
D (%) - - - - - - - - - -
I (%) - - - R R - - R R -
CM (um) - R - - R - R - - -
C1 - - - - - - - - - -
CME C2 - - - - - - - - - T
(um) C3 - - - - - - - - - -
C4 - R - - R - R - - -
FE - R - R R - R R R R

(R): Reducéo da toxicidade; (T): Aumento da toxicidade apds a manipulacdo; (-): Sem diferenca estatistica significativa.
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Tabela 5.11- Sintese dos resultados obtidos no estudo de AIT com as amostras de Suape coletadas em Setembro de 2013 utilizando o teste com nauplios de T.

biminiensis e os pardmetros de Mortalidade (M), Desenvolvimento (D), Inibicéo (1), Comprimento Médio da Cabeca (CM), Comprimento Médio por Estagio (CME)

e Frequéncia dos Estégios (FE).

Ponto  Parametro EDTA Tiossulfato Zedlita  Zedlita  aeracio  Filtragio PH 6 pH9  pH6 pHY9  yjyasp. Coluna Coluna
Purina  Multi 24h 24h 1h 1h Polimérica C-18
PO M (%) - - R R R R - - R R R - R
D (%) R R R R R R R R R R R R R
| (%) - - R R R R - R R R R - R
CM (um) - R - - - - R - - - R R -
CME C2 R R R - - R R T R R - - R
(pm) C3 - - - - - - - - - - R - -
c4 - - - - - - - - - - - - R
FE R R T T - R R R T R R R
P15 M (%) - R - R R R R - R - - R R
D (%) - - - - - - - - R R - - -
| (%) - R - R R R R - R R - R R
CM (um) - - - - - - T - - - - - -
C1 - - - - - - - - - - - - -
CME C2 - - - - - - - - - - - - -
(um) C3 R R R R - - R - R - - R R
c4 - - - - - - - - - - - -
FE T T T T T T T T T T T - -
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Ponto Parametro EDTA Tiossulfato Ze€olita  Zedlita  aeragio  Filtragao PH6 ~ pH9  pH6  pHI9  yjyasp, Coluna  Coluna
Purina  Multi 24h 24h 1h 1h Polimérica C-18
P38 M (%) - - - - - - - - - - - R -
D (%) - - - - - - - - - - - - -
| (%) - - - - - - - - - - - R -
CM (um) T - T T - - - T - - - - -
CME C2 T - - T R - T - - - - -
(um) C3 - T - - - - - T - - - - -
c4 T - - T - - - T - - - - -
FE T - T T R - : : : : R . R

(R): Reducéo da toxicidade; (T): Aumento da toxicidade ap6s a manipulacéo; (-): Sem diferenca estatistica significativa.
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5.4.5 Analises Quimicas
5.4.5.1 Anélise de Nitrogénio Amoniacal Total Dissolvido

Os resultados do NAT para os pontos coletados em Setembro de 2013 (Tabela 5.12)
indicam que apos o tratamento com a macroalga Ulva sp. houve reducdo na concentracdo do

NAT para PO e P1.5 e aumento para o P3.8.

Tabela 5.12- Concentracdo (mg L™) de NAT nas amostras de agua coletadas em Setembro de 2013
antes e depois do tratamento com Ulva sp.

Amostra Antes Depois

PO 0,0045 £ 0,0003 0,0033 £ 0,0007
P1.5 0,0033 £ 0.0004 0,0017 £ 0.0008
P3.8 0,0014 + 0,0006 0,0046 + 0.0006

5.4.5.2 Anélise de HAPDDs

As concentracdes totais dos HAPDDs nas amostras coletadas em Suape em Setembro
de 2013 foram 0,13+0,02; 0,24+0,05 e 0,08+0,02 g L™ de equivalentes de criseno para PO,
P1.5 e P3.8, respectivamente.

5.4.5.3 Anélise de Metais

Os resultados das analises de metais nas amostras de agua e de algas (antes e depois do
tratamento com Ulva sp.) encontram-se na Tabela 5.13. As amostras estdo em conformidade
com a Resolucdo n°® 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005)
para Fe, Mn, Zn (limites maximos de 0,3; 0,1 e 0,09 mg L™, respectivamente -Aguas Salinas
Classe 1) e V (limite de 0,1 mg L™-Aguas Doces, uma vez que ha limite estabelecido para
Aguas Salinas). As concentrages do metal Fe de todas as amostras de agua estudadas foram

reduzidas apos o tratamento com Ulva sp.
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Tabela 5.13- Concentracio de metais totais nas amostras de 4gua (mg L™) e algas (mg Kg™) antes e depois da manipulacéo de AIT com Ulva sp.

Ponto PO P1.5 P3.8

Amostra Agua  Agua Alga Alga Agua Agua Alga Alga Agua Agua Alga Alga
Metal Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois

Al - 0,0924** 2535 441 - 0,1635** 253,5 470,5 - 0,0729** 260,5 236
As - - 4,1 - - - 4,1 3,7 - - - -
Cd - - - - - - - - - - - -
Cu - - 4,55 4,05 - - 455 49 - - - -
Cr - - - - - - - - - - - -
Pb - - - - - - - - - - - -
Fe 0,1999 0,1048* 371 372 0,1754 0,1585* 371 4155 0,154 0,0705* 2445 2495
Mn 0,021 0,0876** 13 135 - 0,0678** 13 10,25 - - 10,35 10,75
Zn 0,005 -* 12,45 8,45 0,0055 -* 12,45 155 - 0,0262** 215 19
\% 0,023 0,1025** - - 0,0224 0,1055** - - 0,0216 0,044** - -
Co - - - - - - - - - - - -
Sn - - - - - - - - - - - -

Hg - - - - - - - - - - - -

(-) Concentracéo inferior ao limite de deteccdo do método. (*negrito) Houve reducdo da concentracdo do metal apés

a manipulacédo; (**) Houve aumento da concentragdo do metal apds a manipulag&o.
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5.4.5.4 Andlise de Agrotdxicos
N&o foram detectados nenhum dos 175 agrotoxicos analisados nas amostras coletadas

em Suape em Setembro de 2013 (Anexo 1).

5.4.6 Andlise dos Componentes Principais

A figura 6.6 mostra os graficos obtidos por ACP, onde as duas componentes principais
PC1l e PC2 explicam 71% da informacdo do sistema. Analisando inicialmente PC1, que
contém 42% da informacdo, observou-se a formacdo de trés grupos distintos, sendo que na
porgéo positiva do seu eixo encontraram-se todas as amostras ndo manipuladas (baseline) e
apenas uma amostra manipulada (P3.8 Ulva sp.). As outras amostras tratadas com a
macroalga Ulva (PO Ulva sp. e P1.5 Ulva sp.) permaneceram na porcdo negativa de PC1
(Figura 5.6A). Tal comportamento sugere que, considerando os parametros avaliados, a
manipulacdo ndo acarretou alteragdes significativas na amostra P3.8. Verificou-se também
que o agrupamento apenas do ponto P3.8 sugere que este apresente um comportamento
distinto, uma vez que, foi coletado no rio Massangana e apresenta certo isolamento em
relagdo aos outros pontos (PO e P1.5).

Os elementos Mn, V e Al apresentaram uma relacdo inversa com o0s parametros de
mortalidade e inibicdo, mas direta com o desenvolvimento, sugerindo assim que podem ter
contribuido para o maior desenvolvimento dos copépodos, atuando possivelmente como
micronutrientes ou ser um efeito do enriquecimento da &gua provindo da macroalga, que
retirou alguns metais toxicos e aumentou outros, sendo um artefato estatistico (Figura 5.6B).
Ainda neste contexto, verificou-se que os parametros pH, oxigénio dissolvido e NH;
apresentaram maior variancia no eixo positivo de PC1, e atuaram de forma antagbnica aos
elementos Mn, V e Al e ao parametro de desenvolvimento.

Analisando a segunda componente PC2, com 29% da informacao, observa-se que o Fe
possui maior variancia na porcao positiva deste eixo. Em oposi¢do ao Fe estdo o comprimento
médio da cabeca e o comprimento da cabega nos estagios C3 e C4. Isso pode indicar que este
elemento pode estar associado diretamente com a reducdo do comprimento médio dos
individuos, e também reduzindo os comprimentos nos estagios C3, C4 e C2, nesta ordem de
relevancia. Também é possivel observar em PC2 que a diminuicdo dos niveis de amdnia nao-
ionizada (NH3), estimados pelo kit colorimétrico, acarretou maior desenvolvimento dos

copepoditos tratados com a Ulva sp. em relacdo aos baselines. Salinidade, NAT e Zn foram os



parametros menos significativos
ecotoxicoldgicos de mortalidade, inibicdo e comprimento da cabeca no estagio de C2 foram

para a distribuicio dos dados.
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parametros

agrupados, indicando que as respostas obtidas para estes parametros foram semelhantes, e

representaram mais significativamente as amostras do P3.8.
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Figura 5.6- Analise dos Componentes Principais (ACP) das variaveis hidrolégicas (pH, SAL =
salinidade, NH; = am6nia ndo-ionizada e OD = oxigénio dissolvido), quimicas (metais [Al, Fe, Mn,
Zn, V] e NAT) e dos parametros ecotoxicologicos para os nauplios de T. biminiensis
(MOR=mortalidade, DES=desenvolvimento, INI=inibi¢gdo, CC=comprimento médio da cabe¢a, CC2=
no estagio C2, CC3=no estagio C3 ¢ CC4=no estagio > C4) obtidas nos PO, P1.5 e P3.8 coletados em
Setembro de 2013 antes (baseline) a apos o tratamento com Ulva sp.
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Estes resultados sugerem que um sistema mais rico em Fe, mais oxidado, mais
alcalino e com maior teor de amdnia nao-ionizada pode resultar em um ambiente com
condicdes desfavoraveis ou mais toxico para os nauplios de T. biminiensis. Desta forma,
sugere-se que a amonia ndo-ionizada e os metais, mais especificamente o Fe, podem estar

envolvidos com a toxicidade das amostras de dgua superficial de Suape.

5.5 Discusséo
5.5.1 Teste com nauplios de T. biminiensis e sensibilidade a substancia de referéncia

Testes de toxicidade tém sido sugeridos para aplicacdo da AIT, onde podem ser
empregados desde testes padronizados até adaptacdes de métodos largamente difundidos, de
novos organismos ou de novas técnicas. O objetivo é aplicar ensaios simples, rapidos, de
baixo custo e com organismos-teste sensiveis, pois estes estudos geralmente sdo longos e
bastante trabalhosos.

Dentre os novos testes utilizados em estudos de AIT, Strom et al. (2009) avaliaram o
bioensaio de fluorescéncia da colorofila o da microalga marinha Isochrysis galbana que
conseguiu detectar contaminantes em concentracdes ambientalmente relevantes e tolerar as
manipulacgdes fisicas e quimicas necessarias para a fase de caracterizacdo da AIT. Zhang et al.
(2012) desenvolveram um método para estudo de AIT baseado no efeito sobre o crescimento
da alga de agua doce Pseudokirchneriella subcapitata imobilizada em alginato e avaliaram
amostras de sedimento integral. Biales et al. (2013) observaram os efeitos sobre a expressdo
génica do anfipodo Ampelisca abdita utilizando sedimento tdxico e ressaltam a importancia
do uso de parametros ecotoxicolédgicos sensiveis e informativos nos estudos de AIT.

No presente trabalho, o teste com nauplios do copépodo benténico T. biminiensis
possibilitou o desenvolvimento do estudo de AIT com as amostras de agua coletadas em
Suape. Desta forma, a utilizacdo de organismos sensiveis ou de fases de vida mais sensiveis,
como os estagios naupliares dos copépodos, possibilitou a avaliacdo ecotoxicolégica e a
caracterizagéo da toxicidade das amostras estudadas.

Os resultados dos testes de sensibilidade dos nauplios a substancia de referéncia
obtidos neste estudo corroboram aqueles apresentados por Lavorante et al. (2013) realizados
para a mesma substancia e empregando 0 mesmo teste de toxicidade. Desta forma, conclui-se
gue a sensibilidade dos nauplios empregados nos testes desenvolvidos permaneceu dentro da

faixa de variacdo esperada e, portanto, contribui para a aceitabilidade dos resultados.
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5.5.2 Sensibilidade dos nauplios do copépodo T. biminiensis aos reagentes do AIT

A adicdo de agentes quimicos pode causar reducdo da toxicidade nos estudos de AIT,
mas a toxicidade destas substancias aos organismos empregados nos ensaios deve ser
determinada visando eliminar a possibilidade de utilizar concentragdes tdxicas dos reagentes
aos organismos-teste, o que levaria a conclusdes erradas.

A sensibilidade de alguns organismos marinhos aos reagentes frequentemente utilizados
nas manipulacbes de AIT € indicada pelo protocolo da U.S.EPA (U.S.EPA, 1996; 2007),
sendo considerada norteadora para realizacdo de vérios estudos. Hogan et al. (2005),
visando manter consisténcia com o protocolo da U.S.EPA (1996), utilizaram concentra¢oes
superiores as CENOs previamente estimadas para o0 EDTA e o tiossulfato para a diatomacea
marinha Nitzschia closterium e indicaram que sempre haja monitoramento para observacédo de
efeitos toxicos das manipulacdes. Ja Nilin (2008) avaliou a toxicidade de amostras de elutriato
do rio Ceara empregando o teste embriolarval com ouri¢co-do-mar Lytechinus variegatus e
utilizou as concentragdes de 3 mg L™ e 10 mg L* para o EDTA e o tiossulfato,
respectivamente, abaixo da indicacdo da U.S.EPA (1996).

No presente estudo, os testes de sensibilidade dos nauplios de T. biminiensis ao EDTA e
ao tiossulfato de sédio nortearam as condi¢fes especificas para realizagdo dos ensaios, e
mesmo assim em alguns momentos causaram aumento de toxicidade nas amostras. A CLso.72n
obtida para 0 EDTA (390 mg L™) foi cinco vezes superior & do tiossulfato de sédio (72 mg L’
1), enquanto a menor CENO obtida nos testes foi de 100 mg L™ para o EDTA foi dez vezes
superior aquela de 10 mg L™ para o tiossulfato de sédio, indicando que os nauplios de T.
biminiensis sdo mais sensiveis ao tiossulfato de sédio que ao EDTA. A concentra¢do final de
EDTA definida para exposicdo dos nauplios foi de 100 mg L™ e foi a mesma utilizada por
Resgalla Jr et al. (2012) em testes com embriBes de ourigo-do-mar Arbacia lixula, porém
superior a definida pelo guia da U.S.EPA (1996) (60 mg L™). A concentracéo final definida
para o tiossulfato foi de 15 mg L™, inferior & empregada por Resgalla Jr et al. (2012) (100 mg
L™ e & indicada no guia da U.S.EPA (1996) (50 mg L™).

A sensibilidade dos nauplios de T. biminiensis ao EDTA foi superior a do bivalve
Crassostrea gigas (CEsyss de 750 mg L™), semelhante a do misidaceo Mysidopsis bahia
(CLso72 de 318 mg L™ e inferior a do anfipodo Ampelisca abdita (CLsg7 de 164 mg L™)
(U.S.EPA, 1996), dos embrides do ourico-do-mar L. variegatus e dos nduplios de Nitocra sp.
(CENO 25 mg L™) (FERRAZ , 2013). Para o tiossulfato de sédio, os nauplios de T.

biminiensis apresentaram maior sensibilidade que M. bahia (CLsy7, de 121 mg L™Y), A. abdita
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(CLso72 de 223 mg L) e C. gigas (CEsous de 500 mg L™) (U.S.EPA, 1996),embrides de L.
variegatus (CENO 3200 mg L™) e nauplios de Nitocra sp. (CENO 50 mg L™) (FERRAZ,
2013).

5.5.3 Estudo de AIT

Os parametros ecotoxicoldgicos do teste com nauplios de Tisbe biminiensis permitiram
confirmar e também obter novas informacdes acerca da toxicidade das amostras estudadas.
Baseado nos resultados da fase de caracterizagdo e das analises quimicas, 0s possiveis agentes

causadores da toxicidade dos pontos estdo indicados na tabela 5.14.
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Tabela 5.14- Indicacdo dos possiveis agentes toxicos causadores da toxicidade apds o estudo de AIT realizado com as amostras coletadas em Abril (A) e

Setembro (S) de 2013 na area de Suape.

Pont o Al imi icach 5
Caracterizacao (fase 1) Analises Quimicas (fase I1) Indicagéo dos agentes toxicos
0 Amdnia HAPDDs Metais Agrotoxicos
PO Compostos Organicos Compostos Organicos
Metais Metais
Amonia Amonia
Material Particulado Material Particulado
Oxidantes Baixa Concentracdes em Concentragdes de Fe Oxidantes
Substéncias degradadas/ < 5 . ¢ e Zn reduzidas ap6s - Substéncias degradadas/
L concentracao nivel sub-letal L
transformadas em pH acido e Ulva sp. transformadas em pH acido e
béasico bésico
Compostos volateis e/ou Compostos volateis e/ou
surfactantes surfactantes
P1.5 Compostos Organicos (A, S) Compostos Organicos
Metais (A, S) Metais
Amonia (A, S) Amonia
Material Particulado (A, S) Material Particulado
Oxidantes (A, S) . n Concentragdes de Fe Oxidantes
A - Baixa Concentragdes em . , A
Substancias degradadas/ . . e Zn reduzidas apés - Substancias degradadas/
. concentracdo* nivel sub-letal L .
transformadas em pH acido e Ulva sp. transformadas em pH acido e
basico (A, S) basico
Compostos volateis e/ou Compostos volateis e/ou
surfactantes (S) surfactantes
P3.8  Compostos Organicos (A, S) Baixa Concentragdes em  Concentragéo de Fe - Compostos Organicos
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Metais (A, S) concentracao™ nivel sub-letal reduzida apos Ulva Metais

Amonia (A, S) sp. Amonia

Material Particulado (A) Material Particulado
Oxidantes (A) Oxidantes

Substancias degradadas/ Substancias degradadas/
transformadas em pH basico (A) transformadas em pH basico
Compostos voléateis e/ou Compostos voléateis e/ou
surfactantes (A, S) surfactantes

PO coletado apenas no més de Setembro. (-) Concentragdo abaixo do limite de quantificacdo do método. (*) Possivelmente, devido a estocagem das amostras.
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No P1.5, situada no estuario do rio Tatuoca, 0s principais agentes suspeitos de causar a
toxicidade em Abril foram compostos organicos, metais, material particulado, oxidantes,
substancias degradadas/ transformadas em pH acido e basico. Em Setembro, a caracterizagdo
da toxicidade foi mais complexa, adicionando-se os compostos volateis e/ou surfactantes
como possiveis agentes toxicos. A manipulagdo que acarretou diminuicdo da toxicidade em
mais pardmetros toxicoldgicos foi a da coluna polimérica, capaz de reduzir 0s compostos
organicos das amostras. O P1.5 esta situado numa area sob influéncia direta de atividades de
estaleiros e de industrias que trabalham com petroleo. Além disto, recebe carga de poluentes
transportados pelo rio Tatuoca, que conta com varios tipos de atividades industriais.
Confirmando estes resultados, Souza-Santos e Araujo (2013) levantaram a hipdtese de que no
rio Tatuoca ocorreria acumulacdo dos contaminantes do periodo chuvoso no inicio do periodo
seco.

O P3.8, localizado no estuério do rio Massangana, apresentou maior complexidade na
caracterizagdo da toxicidade no més de Abril que foi relacionada principalmente a possivel
presenca de compostos organicos, metais, material particulado, oxidantes, substancias que
podem ser degradadas/transformadas em pH basico e compostos volateis. Em Setembro,
houve reducdo da toxicidade em menor nimero de manipulacdes, sugerindo apenas 0s
compostos organicos, metais e compostos volateis e/ou surfactantes como 0s principais
agentes toxicos. Embora préximo ao ponto ndo haja influéncia direta de atividades
potencialmente poluidoras, este fato também pode estar relacionado a presenca de varias
industrias localizadas ao longo do curso do rio que lancam seus efluentes neste corpo hidrico
e ao periodo de chuvas que aumentam as descargas de agua que podem transportar mais
contaminantes do continente para 0 ambiente aquatico.

O ponto PO, situado num local proximo ao dique portuario e de recebimento de
efluentes relacionados a industria petroguimica, respondeu a todas as manipulacdes
empregadas no estudo de AIT, sendo considerado o ponto de maior complexidade quanto a
caracterizacdo toxicoldgica dentre os pontos avaliados. Dentre as manipulac@es, a Coluna C-
18, a Ulva sp e a Filtragdo se destacaram pois foram as que mais produziram resultados de
reducdo para os diferentes pardmetros estudados, indicando como principais agentes toxicos
0S compostos organicos, metais, aménia e o material particulado. As analises quimicas
realizadas indicaram a presenca de HAPDDs, metais e NAT em baixas concentracfes para
todos os pontos estudados no més de Setembro de 2013.

A manipulagdo com EDTA apresenta especificidade para alguns agentes toxicos como
os cations de Al, Ba, Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni, Sr, Zn, etc. O EDTA néo forma complexos
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com metais anidénicos e forma apenas fracamente com Ag, Cr e Tl (U.S.EPA, 1996). Apesar
da preocupacdo com a salinidade da agua, adicdes de EDTA sdo eficazes na remogédo de
cations toxicos em amostras aquosas marinhas (STUMM e MORGAN, 1981). O EDTA
também pode reduzir a toxicidade de surfactantes cationicos, portanto € importante observar
0s resultados da etapa de aeracdo (MATOS, 2011). No més de Abril, ndo houve reducéo da
toxicidade das amostras ap6s a manipulagdo com EDTA. Em Setembro, a reducdo da
toxicidade apds esta manipulacdo foi observada principalmente no PO (considerando o0s
parametros de desenvolvimento, CME no estagio C3 e frequéncia de estagios), mas também
no P1.5 (apenas para o pardmetro do CME no estagio C3) indicando os metais como possiveis
causadores da toxicidade.

Os metais traco presentes nos ambientes costeiros tém seus ciclos biogeoquimicos
complexos e abrangentes. Muitos metais podem se apresentar na agua sob diferentes formas
quimicas e também podem sofrer reacfes de oxidacdo, reducdo, precipitacdo, adsorcgdo,
agregacado, etc (BAPTISTA-NETO, 2008). Metais podem ser adsorvidos pelo material em
suspensdo, podem formar complexos com indmeros compostos organicos nhaturais ou
sintéticos. O equilibrio desses processos é influenciado principalmente pelo pH, temperatura,
estado de oxidacdo e tipo de ligante (LYMAN, 1995). O aumento das concentragdes de
metais no ambiente pode ser ocasionado por lancamentos indevidos de efluentes industriais,
como os gerados em industrias de galvanizacdo, de quimicos diversos, de ferro e aco, de
couro, tintas, lavanderias e industrias de petréleo. Estes metais podem ocasionar desequilibrio
para 0 ecossistema e risco potencial para biota e saide humana (CETESB, 2006).

Os metais detectados nas andlises das amostras de agua coletadas no complexo
estuarino de Suape em Setembro foram Fe, Mn, Zn e V. Estes elementos constituem os metais
traco, encontrados em concentracées inferiores a 1 mg L™, e sdo considerados essenciais para
alguns seres vivos atuando em diversos processos fisiologicos, porém em concentracdes mais
elevadas podem ser toxicos (MEC, 2013). As concentracdes de metais presentes em todas as
amostras permaneceram abaixo dos limites estabelecidos na legislagdo ambiental vigente
(CONAMA, 2005).

O Fe é um metal essencial muito abundante na crosta terrestre e bastante utilizado na
producdo de ligas metélicas e de aco, sendo estes materiais empregados pela indudstria
automotiva e naval e pela construgéo civil (MEC, 2013). A legislacdo ambiental brasileira
determina apenas o valor maximo para Fe na sua forma dissolvida permitindo concentracfes
de até 0,3 mg L? em &guas salinas (CONAMA, 2005). No presente estudo, foram

quantificadas as concentracdes de Fe total nas amostras de dgua cujos valores permaneceram
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abaixo deste limite. Entretanto, dados da Pesticides Action Network —-PAN (PAN, 2014) , base
de dados de estudos de toxicidade com organismos aquaticos, relatam uma CEsg entre 0,0004
e 0,004 mg L™ de Fe total para o ourico-do-mar Arbacia punctulata e de 0,008 mg L™ de Fe
total para larvas do camardo marinho Litopenaeus vannamei, concentracdes bem abaixo dos
valores detectados nas amostras ambientais deste estudo. Desta forma, mesmo estando abaixo
do limite CONAMA, o ferro pode estar causando parte da toxicidade nas amostras coletadas
na regido de Suape.

O Mn é bastante utilizado pela industria siderargica, principalmente na producdo de
ligas metélicas. Além disto, participa na composicdo de fertilizantes, racdo animal e
fabricacdo de pilhas (CETESB, 2012). No presente estudo, foi verificado teor inicial de Mn
apenas na amostra do PO (0,021 mg L™), contudo o valor esta abaixo do limite maximo
permitido em &guas salinas que é de 0,1 mg L™ de Mn total (CONAMA, 2005) e da CLsosn
para larvas do copépodo Harpacticoida Canthocamptus sp. que é de 0,049 mg L™ de Mn total
(PAN, 2014). Nos pontos P1.5 e P3.8 ndo foram observados niveis detectaveis deste metal,
porém ap6s o tratamento com Ulva sp foi constatada sua presenca no P1.5. Diante do
exposto, 0 Mn ndo pode ser considerado um dos agentes toxicos dos pontos em questdo uma
vez que houve reducdo da toxicidade dos PO apds a manipulagdo com a macroalga e a
toxicidade do P1.5 ndo foi alterada, mesmo com o incremento das concentracdes deste
elemento em ambas as amostras de dgua ap0s a exposicdo a macroalga, indicando que houve
transferéncia deste elemento da alga para a agua.

O Zn ¢ bastante empregado em revestimentos e galvanizacdo do aco e do ferro para
prevenir corrosdo (CETESB, 2012). A CLsy de Zn para nauplios de Tisbe biminiensis é de
0,79 mg L™ (LAVORANTE et el., 2013) e a CEs para larvas do ourico do mar Lytechinus
variegatus é de 0,048 mg L™ (ROSSATO et al., 2009). A concentragdo do Zn nas amostras de
agua de Suape permaneceram bem abaixo das concentracdes acima descritas e do teor de 0,09
mg L™ de Zn total considerado o valor maximo permitido pelo CONAMA (CONAMA,
2005).

O V é empregado na metalurgia, principalmente na producéo de acos especiais de alta
resisténcia, na industria de cerémicas, vidros, tintas e esmaltes. Altas concentra¢fes deste
elemento costumam ser encontradas em Oleo bruto de petréleo (CETESB, 2012). O teor
maximo deste elemento é definido apenas para &guas doces, sendo considerada a
concentracéo de 0,1 mg L™ de V total. Dados da PAN relatam que a CEsq do \V para 0 ourigo-
do-mar Paracentrotus lividus foi de 0,028 a 0,056 mg L™ (PAN, 2014). As concentracdes

inicias das amostras de 4gua coletadas em Suape foram em média de 0,02 mg L™ de V total,
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aproximadamente o valor da CE para o ouri¢o. Entretanto, houve um incremento destas
concentragfes apds a manipulagdo com a macroalga, sugerindo que pode ter ocorrido uma
contaminacdo externa ja que a alga ndo apresentou niveis detectaveis de V. Deste modo,
observa-se que ndo ha como afirmar a contribuicdo deste metal para a toxicidade observada
inicialmente nas amostras.

Além das fontes industriais, 0s metais podem estar presentes nos efluentes domesticos,
pois sdo constituintes de varios produtos como remédios, materiais de limpeza e higiene
pessoal, tintas, Oleos lubrificantes e combustiveis. Desta forma, o aporte destes efluentes
constitui uma importante fonte de metais para o ambiente costeiro e marinho. Observou-se
que os PO e P15 apresentaram maior diversidade de espécies de metais quantificados
comparado ao P3.8. As andlises de metais indicaram situa¢fes de comportamento distinto
durante o estudo de AIT com as amostras. A amostra de agua do PO (localizado préximo a
zona de dique portuario e da liberacdo de efluente petroquimico) apresentou maior
diversidade de metais: Fe, Mn, Zn e V. Apdés o tratamento com a macroalga Ulva sp, houve
reducdo dos niveis de Fe e Zn e reducdo da toxicidade considerando seis dos nove parametros
ecotoxicoldgicos avaliados. Nesta amostra foi observada contaminacdo por Al apo6s esta
manipulacdo. Em relacdo a amostra coletada no P1.5, esta apresentou inicialmente Fe, Zn e V
e apds o tratamento, houve reducdo das concentracfes de Fe e Zn e contaminacgdo por Al e
Mn, porém n&o foi observada reducdo da toxicidade. Na amostra do P3.8, coletada no estuario
do rio Massangana, observou-se inicialmente apenas a presenca de Fe e V com posterior
diminuicdo da concentracdo de Fe e da toxicidade considerando o parametro de frequéncia de
estagios de copepoditos ap6s o tratamento com Ulva sp.. Entretanto, foi observado o aumento
dos niveis de Al, Zne V.

Vale ressaltar que a alga utilizada nos tratamentos, coletadas na praia de Boa Viagem,
regido metropolitana no Recife, apesar de permanecer em agua do mar controle sob aeracdo
por 24 horas antes dos testes, apresentou concentrages elevadas de Al, Fe, Mn e Zn e
apresentou também As e Cu para os testes do PO e P1.5. Este fato pode explicar a
contaminagdo nas amostras de 4gua apos o tratamento com a macroalga, principalmente por
Al.

O Al ¢ bastante abundante no ambiente terrestre, porém em &aguas marinhas nao €
encontrado em elevadas concentracdes devido a sua baixa solubilidade em &gua. E utilizado
na industria automobilistica, construcdo civil, elétrica e eletrénica, na fabricagdo de ligas
metalicas, utensilios domésticos e embalagens. Os sais de aluminio sdo também muito

empregados como coagulantes no tratamento da agua para reduzir matéria organica, cor,
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turbidez e microrganismos (CETESB, 2012). A concentragdo maxima de Al permitida para
4guas salinas é de 1,5 mg L™ de Al dissolvido (CONAMA, 2005).

As aguas intersticiais podem apresentar altas concentracfes de elementos traco e sao
capazes de influenciar a concentracdo em aguas superficiais por meio de Vvarios processos
naturais como difusdo e bioturvacdo e também por processos antropicos como a dragagem
(BAPTISTA-NETO, 2008), atividade frequente em regides portuérias, como a de SUAPE. As
concentracdes de metais no sedimento de Suape foram estudadas por diferentes autores que
afirmam que os niveis de metais sdo considerados baixos quando comparados com valores
encontrados em areas consideradas contaminadas (MARQUES et al., 2011), porém
concentragdes de risco foram observadas para Cd (TEODULO, 2004; ARAUJO-CASTRO,
2008), Cr e Pb (CHAGAS, 2003). Araujo-Castro (2008) empregou o teste com fémeas de T.
biminiensis e analisou os teores de metais em amostras de sedimento coletadas em Suape no
ano de 2003. A autora observou que dentre 0s metais, apenas o Cd, na estacdo localizada na
baia sob influéncia do Porto, apresentou concentracdo na qual efeitos toxicos poderiam ser
ocasionalmente esperados. Estes elementos ndo foram detectados nas amostras de agua
analisadas neste trabalho. Estudando metais em amostras de sedimento do mesmo local,
Marques et al. (2011) relatam que, apesar de ainda serem consideradas baixas, as
concentracdes de metais vem aumentando ao longo dos anos, fato que pode estar associado ao
incremento das atividades industriais na area que contribuem para o acréscimo da carga de
poluentes. Os mesmos autores observaram que 0s metais analisados possuiam baixas
variabilidades espaciais, com distribuicdo absoluta: Fe>Al>V>Mn>zZn>Cr>Cu>Pb~Cd,
corroborando as espécies de metais detectadas nas amostras de agua do presente estudo.

Os metais podem apresentar elevada toxicidade para os copépodos, podendo ser
acumulados através de seu fino exoesqueleto e pelos tecidos moles especialmente durante a
muda, ou por ingestdo e assimilacdo de particulas associadas a metais (HAGOPIAN-
SCHLEKAT et al., 2001). Vale ressaltar que os quatro metais quantificados nas amostras de
agua deste estudo podem ser constituintes de compostos organometalicos presentes como
impurezas do petroleo e sdo encontrados em efluentes originarios da indudstria de refino e
guimica deste composto (DANTAS-NETO e GURGEL, 2013; SOUZA, 2012), sendo estas
atividades realizadas proximas aos pontos PO e P1.5. O padrdo de circulacdo das aguas
superficiais da regido, que ocorre no sentido Norte para Sul (Moacyr Araujo, dados nédo
publicados), também é um fator que pode contribuir para as menores concentra¢fes de

contaminantes no P3.8 e para 0 maior acimulo destes proximos aos pontos PO e P1.5.
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A adicdo de tiossulfato de sddio promoveu reducdo da toxicidade das amostras aos
nauplios de T. biminiensis, exceto do ponto P3.8 em Abril. O tiossulfato é um agente redutor e
sua presenca pode reduzir a toxicidade causada por compostos oxidantes, a exemplo dos
compostos clorados, 0z6nio, dioxidos, mono e dicloroaminas, brometos, iodetos, ions de
manganés, alguns metais catibnicos e compostos organicos eletrofilos. Dentre 0s metais
catibnicos, citam-se cadmio, chumbo, cobre, prata, mercdrio, selénio e zinco (HOCKETT e
MOUNT, 1996; U.S. EPA, 2007; MATQOS, 2011). Diante da reducdo da toxicidade das
amostras ap0s a manipulacdo com agente redutor, 0s compostos oxidantes sao suspeitos de
causarem toxicidade nas &guas da regido do complexo estuarino de Suape. Entretanto, sdo
necessarios mais estudos acerca da identificacdo e quantificacdo dos possiveis agentes toxicos
envolvidos.

As manipulacGes realizadas com zedlitas visaram reduzir a toxicidade relacionada a
presenca de amdnia e/ou metais. As zeolitas podem remover metais em solucdo e a sequéncia
de seletividade idnica, bem como a eficiéncia de adsor¢éo e a capacidade de troca catidnica
estdo inteiramente relacionados a estrutura cristalina das zeolitas e as caracteristicas quimicas
dos ions encontrados em solucdo (SHINZATO, 2007). As zeolitas também podem adsorver o
nitrogénio amoniacal em matrizes aquosas (LIMA et al., 2008). Das amostras coletadas em
Abril de 2013, apenas o P1.5 apresentou reducdo da toxicidade apés manipulacdo com a
zedlita Purina®, considerando o parametro de frequéncia de estagios de copepoditos,
entretanto ndo houve diminuicdo da concentracdo de aménia ndo ionizada apds esta
manipulacdo. Ndo houve alteracdo da toxicidade do P3.8 apds a manipulacdo, porém foi
verificado aumento do teor de amonia ndo ionizada (Tabela 6.2). Em Setembro, foram
empregadas zeolitas das marcas Multi e Purina que promoveram reducdo da toxicidade para
o0s pontos PO e P1.5, sendo observada reducédo dos niveis de aménia ndo ionizada apds ambas
manipulacdes no P1.5 e apds a zeolita Purina no PO. A toxicidade do P3.8 aumentou apds a
manipulacdo com ambas as zedlitas (Tabela 6.3). Deste modo, indica-se a utilizacdo de
qualquer uma das duas marcas de zedlita para aplicacdo na manipulacdo de AlT e observa-se
que o ponto P1.5 teve sua toxicidade reduzida apos a aplicagdo deste tratamento para os dois
periodos de coleta. Conforme discutido anteriormente, apesar das baixas concentracfes de
metais quantificadas nas amostras coletadas em Setembro, processos de interacdo entre 0s
contaminantes podem ocorrer e promover toxicidade nas amostras relacionadas a presenca de
metais. Desta forma, a etapa de caracterizagdo ap06s as manipulagdes com as zeolitas indica

que, em Abril, a toxicidade do ponto P1.5 pode ter relagdo com a presenca de metais e que,
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em Setembro, a toxicidade dos pontos PO e P1.5 pode ter relacdo com a presenca de metais e
/ou amdnia.

A amonia apresenta-se no ambiente aquatico como sub-produto da excrecdo de
animais e como resultado da decomposicdo bacteriana da matéria organica. Também pode ser
resultante do lancamento de fertilizantes, de efluentes industriais e de esgotos domésticos
(BAUMGARTEN et al., 1996). O Nitrogénio Amoniacal Total (NAT) pode estar presente na
agua sob duas formas dissolvidas: a am6nia ndo-ionizada-NHs e o ion amonio-NH,4", cujas
proporcdes sdo muito variaveis no ambiente marinho e dependem do pH, da temperatura e da
salinidade. A amdnia ndo-ionizada (NH3) é considerada a forma mais toxica para 0S
organismos marinhos, enquanto que o ion amdnio (NH,") é a forma mais utilizada pelo
fitoplancton. Vale ressaltar que em aguas marinhas a forma predominante € a do ion aménio,
considerando pH inferior a 9,5 (GRASSHOFF et al., 1983).

Aminot e Chaussepied (1983) consideram que aguas costeiras ndo poluidas geralmente
apresentam concentraces de fon amonio-NH;" abaixo de 0,014 mg L. Ja para Day et al.
(1987) apenas concentragdes acima de 0,07 mg L™ caracterizam estuéarios poluidos. A
legislacdo ambiental brasileira estabelece através da Resolugdo CONAMA n°357/2005 o
limite de 0,40 mg L™ de NAT para aguas salinas e salobras. A analise quimica da etapa de
identificacdo indicou que os pontos estudados (baseline e ap6s a manipulagdo com Ulva sp.)
apresentaram teor de NAT muito abaixo destas concentragdes (Tabela 6.12).

Para a amonia ndo-ionizada, a EPA (1989) indica que em média a exposicdo a
concentraces superiores a 0,035 mg L™ seria suficiente para acarretar danos aos organismos
marinhos. Utilizando a tabela que relaciona a concentragdio de NAT em funcdo da
temperatura, pH e salinidade das amostras (JOHANSSON e WEDBORG, 1980), estimou-se
que os valores de aménia ndo-ionizada nas analises quimicas (etapa de identificacdo) foram
inferiores a 0,0003 mg L™ para todos os pontos estudados, considerando os resultados do
baseline e apds a manipulacdo com Ulva sp (Tabela 6.12). Entretanto, quando observados 0s
valores estimados com o kit colorimétrico no dia dos testes de AIT constata-se que as
concentracdes desta substancia para o baseline do PO e P1.5 em Setembro (0,025 mg L™)
estavam proximas do nivel capaz de causar toxicidade para organismos marinhos (Tabela
6.3). Foi observada reducdo na concentracdo do NAT para PO e P1.5, apés tratamento com
Ulva sp. em ambos os métodos de analise. Desta forma, a amonia poderia ter relacdo com a
toxicidade verificada nas amostras. Apesar da confiabilidade dos resultados obtidos pelo kit
colorimétrico ser discutivel, o fato da analise quimica de amonia (etapa de identificacdo) ter

sido realizada com amostras estocadas/congeladas (baseline e ap6s as manipulacfes) pode ter
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acarretado diminuicdo da concentracdo deste composto devido a sua instabilidade, relatada
pela UNESCO (1996).

Concentragdes de 0,16 mg L™ de aménia ndo-ionizada reduziram o crescimento de
fémeas do misidaceo Mysidopsis bahia (salinidade 30,5; pH 7,95; temperatura 26,5°C) (EPA,
1989). Li (1997) em levantamento dos estudos de sensibilidade realizados para esta
substancia, observaram que copépodos, anfipodas e misidaceos apresentam CLsgg6 Na faixa
de 0,82 a 1,54 mg L™, sendo considerados mais sensiveis a este composto do que moluscos e
vertebrados marinhos. Alguns estudos acerca dos efeitos letais da amo6nia ndo-ionizada a
copépodos marinhos foram realizados. Sullivan e Ritacco (1985) descrevem que a CLsoyagn
para nauplios do copépodo da espécie Acartia tonsa variou entre 0,14 e 0,21 mg L™ (pH 7,7 -
8,7, temperatura 20°C, salinidade 30-32). Araujo (2005) observou uma CLsg/72n de 3,57 mg L
1 (3,12 — 3,92) para fémeas do copépodo T. biminiensis (pH 8,0+0,2, temperatura 27,5 +
0,5°C, salinidade 36+1) e Souza et al. (2013) verificaram que a CLsgoen para 0 copépodo
Nitocra sp foi de 1,70 + 0, 97 mg L™ (pH 7,5-8,7, temperatura 17-28°C, salinidade 23 -27).
Estes dados indicam maior tolerancia de T. biminiensis a amo6nia ndo-ionizada, porém existe a
necessidade de testes de toxicidade com estagios larvais e de avaliacdo de efeitos subletais,
uma vez que a toxicidade da amonia pode ser diagnosticada pela redugéo do crescimento dos
organismos aquaticos e ndo somente pela observacao de efeitos letais (BOYD, 1998).

A manipulacdo com a macroalga Ulva sp. reduziu a toxicidade de todos os pontos
coletados, exceto a do P1.5 do més de Setembro. A macroalga Ulva sp. possui habilidade de
absorver, armazenar e utilizar grandes quantidades de amoénia, tendo sido empregada na
limpeza de efluentes e 4gua marinha (U.S.EPA, 1996; PELLETIER et. al, 2001). Além de
reduzir a toxicidade devido a amdnia, varios estudos vém demonstrando que estas clorofitas
também podem retirar alguns metais como Cadmio, Cromo, Chumbo e Niquel de matrizes
aquosas, funcionando como um bioindicador seletivo (KAMALA-KANNAN et al., 2008;
RYBAK et al., 2012).

Num estudo de AIT utilizando o tratamento com Ulva lactuca em amostras de agua
intersticial, Pelletier et al. (2001) verificaram que a exposi¢cdo & macroalga ndo afetou a
concentracdo de compostos organicos das amostras, porém diminuiu levemente a
concentracdo de metais e reduziu significativamente a toxicidade devido a amonia para
anfipodos e misidaceos. Os autores concluiram que a absor¢do de amdnia independe da
presenca de metais ou de contaminantes organicos nas amostras. Diante disto, nota-se que a
amonia é considerada o principal composto afetado pela manipulacdo com a macroalga,

seguida dos metais. Estes estudos corroboram a suspeita de que os metais, principalmente o
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Fe, e a amonia estejam envolvidos com a toxicidade das amostras de agua superficial de
Suape.

A manipulacdo de aeracdo pode proporcionar remocdo dos efeitos toxicos por
volatilizacdo, remocao de surfactantes por emulsdo e alteracdo quimica da substancia toxica
por oxidacdo. Algumas substancias com estas caracteristicas seriam o sulfeto de hidrogénio, a
amonia e os hidrocarbonetos volateis (U.S.EPA, 1991; 1996). Perdas consideraveis de amonia
em meio aquoso ocorrem por volatizacdo e/ou aumento de pH (WHO, 1992). Foi observada
reducdo da toxidade em todos os pontos estudados, exceto no P1.5 do més de Abril, sugerindo
que compostos susceptiveis a estes processos podem estar envolvidos com a toxicidade
inicialmente verificada.

Burgess et al. (2003) realizaram um estudo comparando manipulacdes de AIT com
aeracdo, Ulva sp. e zeolita na diminuicdo da concentracdo e reducdo da toxicidade causada
por amdnia utilizando amostras de agua intersticial, sugerindo que as manipulagdes com Ulva
sp. e com a zedlita apresentaram boa performance na reducdo da toxicidade para o anfipoda
Ampelisca abdita, entretanto, para o misiddceo Americamysis bahia o tratamento com a
macroalga foi considerado mais efetivo. Os autores ressaltaram que houve maior remocéo da
amonia no tratamento da aeracdo quando este foi utilizado em conjunto com o ajuste de pH
10, contudo, pouca amonia foi removida em pH em torno de 8.

A manipulacdo de pH pode gerar redugdo, perda ou aumento da toxicidade,
fornecendo informacgfes importantes acerca da natureza quimica do agente toxico. Por
exemplo, a amdnia em pH basico apresenta-se na sua forma ndo-ionizada (mais toxica que a
forma do ion amdnio, porém com maior volatilidade) e os sulfetos em pH &cido apresentam-
se na forma de gas sulfidrico ou sulfeto de hidrogénio (mais toxica que a forma do ion
hidrossulfeto, porém com maior volatilidade), nestas condi¢cdes podem ser removidos nesta
manipulacdo (U.SEPA, 1991; 1996). As alteracdes de pH também podem afetar a toxicidade
de muitos pesticidas ionizaveis e alterar a biodisponibilidade e toxicidade de alguns metais e
surfactantes (MATOS, 2011). Neste estudo, a comparacdo da duragdo da manipulagéo do pH
com as amostras coletadas em Setembro indicou que os resultados obtidos foram semelhantes,
considerando todos os parametros ecotoxicoldgicos estudados. O ajuste realizado por 24 horas
é muito laborioso devido a necessidade do monitoramento no decorrer da manipulacéo, sendo
mais indicado o ajuste do pH das amostras por uma hora. Considerando que foram verificadas
reducdes da toxicidade em todos os pontos nos dois meses de coleta apds o ajuste para pH 9,
indica-se que substancias degradadas/transformadas em pH béasico estdo mais associadas a

toxicidade das amostras estudadas que as degradadas/ transformadas em pH &cido. Estas
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ultimas foram indicadas como suspeitas no P1.5 de Abril e nos PO, P1.5 em Setembro. A
reducdo de pH pode aumentar a toxicidade de alguns metais, como Cu e Pb, e diminuir a
toxicidade de outros, como Zn (U.S.EPA, 2007). Foi observada que a toxicidade do P3.8 ndo
esteve relacionada a substancias degradadas/ transformadas em pH acido em nenhuma das
coletas.

A manipulacdo de filtragdo pode sugerir que o agente toxico tenha relagdo com o
material particulado presente nas amostras. Embora o material particulado apresente,
geralmente, menor biodisponibilidade que o material dissolvido, é importante salientar que a
toxicidade também pode estar associada a ingestdo de particulas pelos organismos (U.S.EPA,
2007). Nas amostras estudadas, observou-se que todas as amostras coletadas tiveram sua
toxicidade reduzida ap6s esta manipulacao, exceto o P3.8 em Setembro. As amostras do més
de Abril, periodo chuvoso, estariam mais propicias a apresentarem maior teor de material
particulado devido ao maior aporte de materiais transportados pelas chuvas. As areas do PO e
do P1.5 sdo mais expostas a atividades de dragagens que também poderiam contribuir para
aumento de particulas em suspenséo.

A utilizacdo de cartuchos de clean up € uma técnica indicada quando a toxicidade
pode estar relacionada com a presenca de compostos organicos apolares numa amostra.
Compostos toxicos apolares incluem hidrocarbonetos, metais quelados, agrotoxicos,
dibenzodioxinas policloradas (PCDD, dioxinas), dibenzofuranos policlorados (PCDF, furanos),
bifenilas policloradas (PCB), resinas, fa&rmacos, etc. No presente estudo foram utilizados dois
tipos de cartuchos, o de silica C-18 e o polimérico, que estdo entre os mais utilizados
(CALDAS et al., 2011). Desta forma, este trabalho foi realizado na perspectiva de ampliar a
possibilidade de constatar que compostos organicos poderiam ter relacdo com a toxicidade
verificada nas &guas da regido de Suape. A manipulacdo com os dois tipos de cartuchos
reduziu a toxicidade de todas as amostras analisadas nos dois periodos de coleta,
evidenciando gue os compostos organicos podem ser considerados um dos principais agentes
causadores da toxicidade das dguas da regido.

Dentre as analises quimicas relacionadas a estes compostos, foram analisados o0s
HAPDDs e agrotoxicos. Os hidrocarbonetos no ambiente aquatico podem ser oriundos de
atividades antropicas como exploracdo, producdo e transporte de petréleo e derivados;
processos de combustdo, como queima de petroleo e de combustiveis fdsseis; escoamento
urbano; derrames de 0leo, deposicdo atmosferica e lancamento de efluentes domeésticos e
industriais ndo tratados (UNEP, 1992; NCR, 2003). As analises dos HAPDDs em regides

costeiras sdo importantes, pois algumas moléculas apresentam potencial carcinogénico e
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mutagénico para humanos e animais selvagens (WHO 1983; SAMIULLAH, 1985). Os
HAPDDs estdo relacionados com algumas alteracbes em crustaceos, como modificacdes
fisioldgicas e celulares em caranguejos (DISSANAYAKE e BAMBER, 2010) e mortalidade
em larvas de camardes (BECHMANN et al., 2010). Bang et al. (2009) observaram os efeitos
do hidrocarboneto benzo(a)pireno sobre o desenvolvimento, o crescimento e a morfologia do
urossoma do copéepodo harpacticdide Tigriopus japonicus utilizando o teste com placas multi-
pocos. Quando expostos a determinadas concentracbes do composto, 0s copepoditos
apresentaram maior tempo de desenvolvimento, menor crescimento (medido através de um
programa analisador de imagens) e deformidades no urossoma.

O PO, localizado na Baia de Suape e proximo ao dique interno do porto e a area de
lancamento de efluente de uma petroquimica, apresentou concentracdo meédia de HAPDDs
inferior a da area de influéncia do rio Tatuoca. O P1.5 (rio Tatuoca) foi a area mais
contaminada por HAPDDs, sendo esta regido diretamente influenciada por atividades de
estaleiro (onde produtos de petroleo, como lubrificantes, graxas e tintas contendo
hidrocarbonetos sdo utilizados), por industrias que descarregam seus efluentes no rio e por
outras atividades localizadas na Baia de Suape, como navegacdo, dragagens e transporte de
petroleo e derivados. O P3.8, sujeito a maior diluicdo gerada pelo aporte do Rio Massangana e
localizado mais distante das atividades de SUAPE, apresentou a menor concentracdo de
HAPDDs. E importante ressaltar a possivel influéncia de fontes atmosféricas, como a fuligem
de industrias e a queima da cana-de-acUcar da regido, bem como o aporte atmosférico advindo
de centros urbanos adjacentes, sendo necessarios mais estudos para inferir sobre as origens
desta contaminagéo.

A presenca de HAPDDS, mesmo em baixas concentragfes, pode causar efeitos
deletérios aos organismos aquaticos dependendo das propriedades fisico-quimicas especificas
dos seus componentes e da sua capacidade de interferir nos sistemas bioldgicos (GESAMP,
1993). O método de fluorescéncia empregado para analise de HPA totais tem sido Gtil em
regides sujeitas a acOes antrdpicas e tem gerado resultados expressivos mesmo em baixas
concentracBes (ZANARDI et al., 1999a; ZANARDI et al., 1999b; BICEGO et al., 2009;
LEMOS et al., 2014). O método fornece uma visdo geral e qualitativa sobre a contaminacéo,
servindo como base para realizacdo de estudos futuros em pontos considerados criticos,
porém sdo necessarias analises quantitativas acerca de quais oS compostos podem estar
presentes na agua superficial de Suape.

Algumas concentragcdes de HAPDDs determinadas nas amostras de Suape (em eq.

Criseno) estiveram acima do limite maximo estabelecido pela legislacdo ambiental
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(CONAMA, 2005) que define a concentracio maxima de 0,018 pg L™ de criseno para aguas
salinas de classe 1 destinadas para a pesca ou cultivo de organismos para consumo. Por se
tratar de uma andlise qualitativa, ndo é possivel afirmar que as concentracfes de HAPDDs
determinadas nas amostras eram apenas do composto criseno, porém os resultados indicam
que estes compostos encontram-se acima do limite permitido para todos os pontos estudados
(Tabela 6.12).

Alguns trabalhos confirmam a elevada toxicidade de alguns hidrocarbonetos para
crustaceos. Forget e Leray et al. (2005) demonstraram que os nauplios do copépodo
calandide Eurytemora affinis expostos a 12 pug L™ de benzo(a)pireno cresceram mais
lentamente quando comparados ao controle. Semelhantemente, Bang et al. (2009) reportaram
gue houve retardo do crescimento em nauplios do copépodo Tigriopus japonicus expostos a 1
ng L do mesmo composto. A base de dados da PAN (2014) relata que a Clsogsn de
benzo(a)antraceno foi de 10 pg L™ para o microcrustaceo Daphnia pulex. Deste modo,
dependendo do hidrocarboneto presente e da sua toxicidade, ndo se pode descartar a
possibilidade de que estes compostos possam ter contribuido para a toxicidade aos nauplios
de T. biminiensis expostos as amostras de dgua superficial coletadas em Suape.

Araujo-Castro (2008) analisou hidrocarbonetos em amostras de sedimento na regido de
Suape coletadas em 2003. A concentracdo de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos - HPA
totais no sedimento foi considerada baixa (variando entre 31 e 1049 pg Kg™) em comparacéo
a outras regides classificadas como poluidas. A autora relatou ainda que os compostos
benzo(b)fluoranteno, fenantreno, fluoranteno, perileno, pireno foram os mais comuns em
todas as amostras, sendo que o benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno e criseno apresentaram as
concentracfes médias mais elevadas. Estes resultados indicam que a regido de Suape
apresentou hidrocarbonetos classificados como altamente toxicos para organismos aquaticos,
como o benzo(a)antraceno, o benzo(a)pireno e o benzo(b)fluoranteno.

Em estudo mais recente realizado na mesma regido, Lemos et al. (2014) coletaram
amostras de dgua em Vvarios pontos nos periodos chuvoso (Agosto de 2011) e seco (Fevereiro
de 2012) e verificaram que no periodo chuvoso, em geral, as concentracbes de HAPDDs
foram menores, variaram entre 0,02 - 0,77 pg L™ (eq. criseno), que no periodo seco, que
foram de 0,01 - 1,39 pg L™ (eq. criseno), sugerindo que o aumento das descargas de agua
doce no periodo de chuvas aumentaria o processo de diluicdo dos contaminantes. Os autores
informam que a concentracdo de HAPDDs no ponto proximo ao Porto de Suape apresentou,
por outro lado, concentragdo mais elevada no periodo chuvoso, possivelmente associada a

intensa navegacao e as constantes operacfes de dragagem que ocorrem na area, contudo o
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estuédrio de Suape apresentou concentra¢cbes menores de HAPDDs que areas intensamente
poluidas. Entretanto afirmam que a introducdo constante destes compostos pode ocasionar
contaminac&o cronica, levando a problemas futuros para a biota e a saude humana.

Os agrotoxicos ndo foram detectados (< 0,03 pg L™) nas amostras coletadas neste
estudo o que, a principio, sugeriria que 0s agrotdxicos ndo seriam 0s responsaveis pela
toxicidade verificada. No entanto, sugere-se a realizacdo de novas andlises destes produtos
com técnicas amostrais mais apropriadas (maior volume da amostra) e etapas de pré-
concentracdo, pois estas substancias encontram-se bastante diluidas em amostras de agua e
podem estar presentes na regido porquanto a principal fonte de agrotoxicos para 0 meio
aquatico é a atividade de agricultura que, na regido costeira de Pernambuco, é bem
representada pela cultura da cana-de-actcar (GUNKEL et al., 2006). Brown et al. (2003)
afirmam que alguns agrotdxicos podem interferir no desenvolvimento de copépodos,
aumentando o tempo de desenvolvimento dos nauplios.

Apesar de ter tornado o ensaio mais laborioso, a adicdo dos parametros
ecotoxicoldgicos de crescimento no teste com nauplios de T. biminiensis empregado no
estudo de AIT permitiu a obtencdo de respostas mais sensiveis em relacdo a observacdo da
reducdo da toxicidade ap6s as diferentes manipulacdes utilizadas. Lesueur et al. (2013)
observaram que os parametros de crescimento dos nduplios foram mais sensiveis que a
mortalidade num estudo de avaliacdo da toxicidade de diferentes compostos organicos,
incluindo alguns hidrocarbonetos, aos nauplios do copépodo calandide Eurytemora affinis. Os
autores sugerem que estes parametros podem ser utilizados na avaliacdo da toxicidade de
amostras ambientais.

O desenvolvimento e o crescimento dos copépodos sdo processos regulados por
horménios, entretanto, pouco se sabe acerca do sistema endocrino dos invertebrados (PORTE
et al., 2006). Estudos realizados com crustaceos indicam que existem hormonios responsaveis
pela regulacdo das mudas, os ecdiesterdides, e pelo controle da metamorfose, hormonio
juvenil (JH). Também podem ocorrer distirbios dos mecanismos necessarios ao crescimento,
como interagbes com receptores ou modificacOes da atividade de enzimas (LAUFER e
BORST, 1988; ANDERSEN et al., 2001; OECD, 2006). Estes processos podem ser inibidos
ou alterados por vérias substancias, mesmo em baixas concentra¢cbes, como 0s metais
(BROWN et al., 2005; POYNTON et al., 2007), os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(FORGET-LERAY et al., 2005; BANG et al., 2009); os agrotoxicos (BROWN et al., 2003,
CHANDLER et al., 2004; FORGET-LERAY et al., 2005; Di MARZIO et al., 2013) e 0s
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hormonios (ANDERSEN et al., 2001; HUTCHINSON et al., 2002; FORGET-LERAY et al.,
2005).

As baixas concentracdes determinadas para a maioria das substancias quimicas
pesquisadas neste trabalho remetem a possiveis processos de interacdo que podem ocorrer
entre 0s contaminantes organicos e inorganicos presentes numa amostra ambiental, ainda mais
considerando que se trata de uma area que estd sob influéncia de grandes empreendimentos
com elevados potenciais poluidores. Os efeitos toxicos das amostras coletadas para a biota
podem ser reflexos de interacBes sinérgicas, aditivas, antagdnicas ou de potenciacdo que
podem ocorrer entre diferentes contaminantes presentes na dgua. A exposicao resultante da
mistura de contaminantes presentes numa amostra pode acarretar uma resposta bioldgica
guanti e qualitativamente diferente daquela esperada pela acdo dos contaminantes sozinhos
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Dos contaminantes pesquisados, os hidrocarbonetos e 0s metais, como o Fe, parecem
ter ligacdo com a toxicidade das amostras. Os resultados das analises quimicas confirmaram
gue mais de um composto esta relacionado com a toxicidade presente nas amostras de agua
superficial de Suape, sendo necessarias analises de outros compostos que também podem
estar interferindo na toxicidade da &gua na regido, bem com a utilizacdo de outras técnicas
analiticas e de preparo de amostra.

Os dados dos testes de toxicidade corroboram estudos anteriores obtidos para amostras
de &gua superficial (ARAUJO e SOUZA-SANTOS, 2013; SOUZA-SANTOS e ARAUJO,
2013), demonstrando que os contaminantes também sdo introduzidos através dos rios,
enfatizando a necessidade de melhorias de tratamento de efluentes das diversas industrias
localizadas na regido e de um monitoramento constante das condi¢bes ambientais. Os
resultados da AIT forneceram uma visdo da complexidade de interpretar os dados de AIT
envolvendo amostras marinhas onde misturas de substancias desconhecidas podem estar
presentes (MACKEN et al., 2009). Dentre as manipulagdes empregadas no presente estudo, as
Colunas Polimérica e C-18 e a Ulva sp. foram as que, em geral, mais promoveram reducdo da
toxicidade das amostras, considerando os diferentes pardmetros ecotoxicolégicos. Aliando a
estes 0s resultados obtidos na ACP, 0s compostos organicos, os metais, mais especificamente
o0 Fe, e aamonia ndo-ionizada parecem estar mais fortemente envolvidos com a toxicidade das
amostras de agua superficial de Suape. Estes dados sugerem que futuros estudos de AIT com
amostras de agua da regido podem ser aprofundados tendo estes compostos como principais

agentes toxicos suspeitos.
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E importante mencionar que estudos de AIT podem incluir adaptacdes das fases e
utilizacdo de novas técnicas visando realizar a correta identificagdo do agente toxico, uma vez
que procedimentos de AIT podem criar artificios que conduzem a conclusdes errbneas.
Estudos posteriores podem incluir adaptacdes das manipulacdes do estudo de AIT através da
utilizacdo de manipulagdes conjugadas visando estreitar a lista dos agentes suspeitos de
causar toxicidade numa amostra, possibilitando uma avaliagdo mais direcionada para classes
de compostos indicadas em estudos iniciais. Estas manipulac@es sequenciais sdo realizadas
qguando existem suspeitas acerca do agente toxico ou do grupo responsavel pela toxicidade de
uma amostra. Outro fato importante é que a realizacdo da AIT ndo constitui uma prova
irrefutdvel de que determinado agente é o responsavel pela toxicidade de uma amostra, pois
existem varios fatores que podem gerar variacfes nos resultados, principalmente aqueles
relacionados as interferéncias das proprias manipulacdes e ao fato de uma manipulacdo
reduzir ou remover mais de uma classe de compostos (BADARO-PEDROSO e RACHID,
2002).

5.6 Conclusdes

Diante destes resultados, conclui-se que a toxicidade das amostras coletadas em Suape é
variavel e bastante complexa, fato que pode ser atribuido a diversidade de atividades
realizadas na area, as diferentes influéncias sofridas pelos pontos estudados e ao regime de
chuvas e das marés. A toxicidade das amostras de dgua superficial de Suape aos nauplios de
T. biminiensis pode ser atribuida a substancias pertencentes a diferentes grupos quimicos e as
varias relacdes e efeitos que estas podem apresentar quando presentes simultaneamente no
ambiente. Todavia, 0s compostos organicos, 0s metais, mais especificamente o Fe, e a aménia
ndo-ionizada parecem estar mais fortemente envolvidos com a toxicidade das amostras de
agua superficial de Suape.

A toxicidade verificada nas amostras, bem como a reducdo das mesmas, indica que 0s
agentes toxicos podem ser de diferentes origens. Trata-se do primeiro trabalho de AIT
realizado na regido de Suape, cujos estudos necessitam ser aprofundados com a utilizacdo de
amostras de outros compartimentos ambientais, bem como utilizacdo de outras técnicas
analiticas e de preparo de amostra para fornecer mais informacgdes a cerca das possiveis

causas da toxicidade da regido do complexo estuarino de Suape.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das condi¢des do teste com os nduplios do copépodo T. biminiensis forneceu
um protocolo prético, rapido e de baixo custo. O teste de curta duracdo com paradmetros letais
e subletais apresenta uma variacao aceitavel e os nauplios de T. biminiensis sdo tdo sensiveis
ao sulfato de zinco quanto outras espécies de copépodos utilizados em ensaios de toxicidade.

O ensaio com nauplios de T. biminiensis pode ser utilizado na avaliagdo de amostras
de 4gua marinha e estuarina. A adicdo de novos parametros de comprimento dos copepoditos
e de observacdo dos estagios de desenvolvimento contribui para aumento da sensibilidade do
teste, porém é necessario avaliar sua utilizacdo diante do aumento de trabalho. Os parametros
mais sensiveis foram inibicdo, desenvolvimento, comprimento total, relacdo CI/T,
comprimento médio total por estdgio, seguidos do comprimento da cabeca, comprimento
médio da cabeca por estagio e frequéncia de estagio. O protocolo estabelecido por Lavorante
et al. (2013) apresenta sensibilidade semelhante e pode ser executado diante da necessidade
de um teste mais réapido.

A regido de Suape encontra-se comprometida ambientalmente, com ocorréncia de
toxicidade sub-letal mais associada ao inicio do periodo seco. Estudos de monitoramento
ecotoxicoldgico sdo necessarios para se conhecer as possiveis substancias relacionadas com a
toxicidade da regido e para subsidiar medidas de controle, acdes preventivas e corretivas no
tocante as tomadas de decisdo e gestdo ambiental. A toxicidade das amostras de agua
superficial estudadas é variavel e bastante complexa, fato que pode ser atribuido a diversidade
de atividades realizadas na area de Suape, as diferentes influéncias sofridas pelos pontos
estudados e ao regime de chuvas. Substancias pertencentes a diferentes grupos quimicos
podem estar envolvidas com esta toxicidade, e as varias relacfes e os efeitos que estas podem
apresentar quando presentes simultaneamente no ambiente devem ser considerados.

O estudo de AIT indica que os compostos organicos, os metais, mais especificamente
o0 Fe, e aamonia ndo-ionizada parecem estar mais fortemente envolvidos com a toxicidade das
amostras de agua superficial de Suape. A reducdo da toxicidade verificada nas amostras de
agua de Suape indica que os agentes toxicos podem ser de diferentes origens, sendo indicadas
principalmente as manipulacdes envolvendo as colunas polimérica e de C-18, a filtracdo, a
Ulva sp e tiossulfato de sddio. Trata-se do primeiro trabalho de AIT realizado na regido de
Suape cujos estudos necessitam ser aprofundados possibilitando uma avaliacdo mais

direcionada para classes de compostos indicadas no presente estudo. Estes estudos podem
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utilizar amostras de outros compartimentos ambientais, bem como manipulagdes conjugadas e
outras técnicas analiticas visando a obtencdo de informacdes acerca das possiveis causas da

toxicidade da regido e futuras consequéncias para a biota marinha e para satde humana.
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Anexo 1

Relacdo dos agrotéxicos analisados nas amostras de agua superficial de Suape coletadas em
Setembro de 2013.

Acephate, Acetamiprid, Aldicarb, Aldicarb sulfone, Aldicarb sulfoxide, Aldrin, Allethrin, Ametryn,
Azinphos-ethyl, Azinphos-methyl, Azoxystrobin, Binfenthrin, Bioallethrin (1,2), Bitertanol, Boscalid,
Bromopropylate, Bromuconazole, Buprofezin, Captan, Carbaryl, Carbendazim (Benomyl,
Thiophanate-Methyl), Carbofenothion, Carbofuran, Carbosulfan, Chlordane, Chlorfenapyr,
Chlorfenvinphos, Chlorothalonil, Chlorpyrifos, Chlorpyrifos-methyl, Clofentezine, Clothianidin,
Cyfluthrin (1,2,3,4), Cymoxanil, Cypermethrin (1,2,3,4), Cyproconazole, Cyprodinil, Cyromazine,
Dazomet, DDT total, Deltamethrin, Diazinone, Dichlofluanid, Dichlorvos, Dicofol, Dieldrin,
Difenoconazole (1,2), Dimethoate, Dimethomorph, Diniconazole, Disulfoton, Diuron, Dodemorph,
Endosulfan alpha, Endosulfan beta, Endosulfan sulfate, Endrin, Epoxiconazole, Esfenvarelate,
Ethiofencarb, Ethiofencarb sulfone, Ethiofencarb sulfoxide, Ethion, Ethoprophos, Etofenprox,
Etrimfos, Famoxadone, Fenamiphos, Fenarimol, Fenazaquin, Fenhexamid, enitrothion, enpropathrin,
Fenpyroximate, Fenthion, Fenthion Sulfoxide, Fenvarelate, Fipronil, Fluazifop-P-butyl, Flusilazole,
Flutriafol, Folpet, Fosthiazate, Furathiocarb, HCB, HCH (alpha, beta e delta), Heptachlor, Heptachlor
epoxide, Hexaconazole, Imazalil, Imidacloprid, Iprodione, Iprovalicarb, Kresoxim-methyl, Lambda-
cyhalothrin, Lindane, Linuron, Malaoxon, Malathion, Metalaxyl, Metconazole, Methamidophos,
Methidathion, Methiocarb, Methiocarb sulfoxide, Methomyl, Mevinphos (cis and trans), Mirex,
Monocrotophos, Myclobutanil, Nuarimol, Oxadixyl, Oxyfluorfen, Paclobutrazol, Paraoxon-ethyl,
Parathion-ethyl, Parathion-methyl, Penconazole, Pencycuron, Permethrin (cis and trans), Phenthoate,
Phorate, Phosalone, Phosmet, Pirimicarb, Pirimicarb-desmethyl, Pirimiphos-ethyl, Pirimiphos-methyl,
Prochloraz, Procymidone, Profenofos, Propargit, Propiconazole (1 e 2), Propoxur, Pyraclostrobin,
Pyrazophos, Pyridaben, Pyridaphenthion, Pyrifenox, Pyrimethanil, Pyriproxyfen, Quintozene,
Spinosad (A e D), Spiroxamine, Tebuconazole, Tebufenpyrad, Terbufos, Tetraconazole, Tetradifon,
Thiabendazole, Thiacloprid, Thiametoxam, Thiobencarb, Thiodicarb, Triadimefon, Triadimenol,
Triazophos, Trichlorfon, Trifloxystrobin, Triflumizole, Trifluralin, Vamidothion, Vamidothion sulfone

e Vamidothion.



