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RESUMO

A ambnia ndo ionizada pode ser um interferente nos testes de
toxicidade com a agua instersticial de sedimentos marinhos e estuarinos.
Com o objetivo de se encontrar uma alternativa que minimizasse o efeito da
amoénia avaliou-se, em paralelo a agua intersticial, o método que utiliza a
interface sedimento/agua. Foram analisadas 25 amostras de sedimento
através do teste de toxicidade crénica de curta duragdo com Lytechinus
variegatus. Foi observada correlagdo significativa entre os efeitos toxicos
para os diversos estagios embrio-larvais e a concentragdo de amoénia nao
ionizada para os dois métodos avaliados. Quando comparadas com a
interface sedimento/agua, foram observadas concentragbes superiores de
amoénia nao ionizada em todas as amostras de agua intersticial que,
isoladamente, poderiam causar os efeitos toxicos observados. Concluiu-se
que o teste de toxicidade na interface sedimento/agua é o método mais
adequado para avaliacdo de sedimentos marinhos e estuarinos, pois
possibilitou a utilizagdo de um maior niumero de resultados de testes de
toxicidade do que aquele com a agua intersticial, uma vez que minimizou a
influéncia da aménia. Foi evidenciada correlagdo significativa entre os
resultados das concentracbes de HPAs determinadas nas amostras de
sedimento bruto e a toxicidade observada nos diversos estagios embrio-
larvais, pelo método da agua intersticial. Para os metais, obteve-se
correlagdo significativa com os efeitos toxicos nos referidos estagios
determinados na interface sedimento/agua. Nao foi evidenciada correlagéao
entre a granulometria e o efeito toxico nas amostras. O registro dos efeitos
nos diferentes estagios embrio-larvais mostrou-se bastante util, pois além de
oferecer informagdes a respeito da toxicidade da amostra (auséncia ou
presencga), possibilitou a hierarquizagado, em termos da intensidade de efeito

adverso, daquelas amostras téxicas.



ABSTRACT

Un-ionized ammonia is considered a confounding factor in interstitial
water toxicity tests with marine and estuarine sediment. In order to find an
alternative in which the ammonia influence is minimized an evaluation of the
sediment/water interface method was performed. Sediment samples from 25
sites were analized with the chronic toxicity test with the sea urchin
Lytechinus variegatus. There was a significant correlation between both
toxicity test results and un-ionized ammonia. Un-ionized ammonia
concentrations, which could be responsible for the toxic effects, were higher
in all interstitial samples when compared with sediment/water interface. It
was concluded that the use of the sediment/water interface toxicity test can
minimize the ammonia influence and more toxicity test results could be used.
A significative correlation between PAHs in the whole sediment and the
toxicity observed on interstitial water was shown. For metals the correlation
occurred with sediment/water interface. There was no correlation between
grain size and both toxicity test. It was possible to know about the toxicity
(presence or absence) and classify the toxic samples in terms of toxic effects
with the different stages of L. variegatus.

Vi



1. INTRODUCAO

O crescimento das cidades e sua urbanizacdo aliado ao
desenvolvimento de novas tecnologias e do processo de industrializagéo
geraram, consequentemente, uma quantidade cada vez maior de

substancias de caracteristicas diversas, cujo destino final € o ambiente.

A poluigdo organica, proveniente de efluentes domésticos ou
industriais, a lixiviagao de solos agricolas, a utilizagdo de metais, produgao
de moléculas organicas sintéticas e despejos radioativos tém sido algumas
das formas de poluicdo predominantes nos ecossistemas aquaticos, tanto
nas aguas continentais quanto nos ambientes marinhos. A maioria das
substancias e os seus subprodutos podem causar efeitos adversos ao
homem, assim como as biocenoses dos ecossistemas aquaticos ou
terrestres (MEYBECK et al.,1990).

Deve ser considerado que os efeitos dos poluentes sado variaveis,
observando-se desde danos de ordem estética e econémica, a danos graves
a saude do homem e aos ecossistemas. Os efeitos dependem do clima, de
condi¢des locais como a densidade populacional, a taxa de liberacao dos
poluentes, padrdes de dispersdo, variabilidade espacial e temporal das
concentracdes, suscetibilidade e sensibilidade das espécies presentes no
corpo receptor (PASCHOAL, 1996).

Atualmente, existe um grande esforgo no sentido de se conhecer e
encontrar formas de preservagdo dos ambientes aquaticos, uma vez que
estes sdo receptores de uma grande carga poluidora proveniente das mais
diversas fontes antropogénicas. Embora nos diferentes ambientes naturais
existam comunidades adaptadas capazes de suportar as condi¢des
existentes, bem como suas flutuagdes naturais (TOMMASI, 1979), a
mudanca nos fatores ambientais, como aquelas decorrentes da introdugao

1



de compostos quimicos, pode induzir alteragbes na estrutura e acarretar

situagdes criticas que levam a extingao de diferentes organismos.

Em resposta a necessidade de se conhecer o destino e o efeito
dessas substancias no ambiente aquatico surgiu a Ecotoxicologia, que se
utiliza principalmente da Toxicologia, uma ciéncia reducionista, que
apresenta grande capacidade preditiva, e da Ecologia, uma ciéncia holistica,
mas de baixa capacidade preditiva e de diagnostico. A finalidade dessa
ciéncia é avaliar os efeitos das substancias toxicas nos ecossistemas,
visando primordialmente a sua protecdo como um todo e ndo apenas dos
componentes isolados (HARRIS et al., 1990).

No campo da Toxicologia Aquatica, Forbes foi um dos primeiros
pesquisadores a reconhecer o significado da presenga ou auséncia de
espécies e comunidades dentro de um ecossistema aquatico e a relatar
pesquisas para a classificacao de rios em zonas de poluicdo baseadas em
espécies tolerantes (FORBES, 1925 apud HOFFMAN et al.,1995).

Segundo PETTS & CALOW (1996), a presengca de poluentes
aquaticos pode ser detectada diretamente, através de determinagdes
quimicas, ou indiretamente em fungdo dos efeitos que causam nos

organismos presentes no préprio corpo d’agua e no ambiente que os cerca.

SOARES (1990) ressalta, ainda, que a) alguns agentes quimicos
produzem efeitos bioldgicos adversos em concentragdes bastante inferiores
as detectadas pelos atuais métodos analiticos; b) nos sistemas aquaticos as
substancias quimicas n&o sao encontradas, normalmente, em
concentragdes constantes, podendo ocorrer picos ocasionais de
concentragdes elevadas, as quais terdo, obviamente, um significado
biolégico muito maior do que os niveis normais; (c) ambientes aquaticos
contém misturas complexas de substancias quimicas cuja toxicidade nao

pode ser atribuida a um ou varios componentes isolados, de forma que,



devido aos efeitos antagbnicos e sinérgicos, a toxicidade pode ser maior,
menor, ou igualar a soma da toxicidade dos seus constituintes; (d) os efeitos
biolégicos de um agente quimico sao fungdo da sua concentragdo e das

caracteristicas do sistema em que atua.

Dessa forma, os testes de toxicidade, que refletem o efeito da
somatéria das condigdes ambientais sobre organismos ecologicamente
representativos, sdo instrumentos importantes no controle da qualidade do
ambiente aquatico. O resultado obtido por esse tipo de avaliacdo esta
vinculado a capacidade natural dos organismos de responderem ao estresse

a que estdo submetidos no seu ambiente.

Os testes de toxicidade tém sido utilizados para responder muitos
tipos de questdes (SPRAGUE, 1973; BRUNGS & MOUNT, 1978; MACEK,
1980; REISH, 1987):
= A substancia é letal ao organismo-teste e em que concentragao?

* Quais sado os efeitos de uma substancia toxica sobre os organismos
expostos a concentragbes subletais durante uma parte ou todo o ciclo de
vida?

» Qual organismo é mais sensivel?

= Sob quais condigbes os despejos sao mais toxicos?

= A toxicidade pode mudar quando a substancia entra no ambiente?

= Em que grau o recurso hidrico é afetado, seja por meio de liberagdes
acidentais ou episddicas?

= Quais componentes do despejo sao toxicos?

* Quais sao os limites aceitaveis para uma emiss&o segura?

Além disso, através desses testes € possivel monitorar a qualidade de
um despejo existente ou do corpo hidrico receptor através do uso de testes
simples, geralmente avaliando a mortalidade em periodos de 48 a 96 horas,
ou ainda de testes crénicos, abrangendo todo o ciclo vital ou parte dele. O

monitoramento ambiental incluindo avaliagdes ecotoxicolégicas auxilia o



gerenciamento dos recursos hidricos, uma vez que fornece informacdes a
respeito dos impactos causados pela poluicdo e fornece subsidios para
avaliar a eficiéncia das medidas adotadas que visam a eliminagdo ou
Na

mencionados diversos métodos, aplicados no controle da qualidade da agua

reducdo dos efeitos no ambiente. literatura internacional sao

doce e marinha, utilizando varias espécies. Alguns exemplos estédo

mencionados na Tabela 1.

TABELA 1 - Testes de toxicidade aguda ou crbénica para avaliacdo da
qualidade da agua, padronizados por organizagdes internacionais.

TIPO DE i A
TESTE DE ORGANII\/?XAROH\?H?AE AGUA ORGANISS/IOOCSEDE AGUA PADRONIZADO POR
TOXICIDADE]
Mysidopsis bahia, M. beryllina, . . .
M. menidia, M. peninsulae, Ceriodaphnia dubia U.S. EPA (WEBER,1993)
) ) Pimephales promelas
Cyprinodon variegatus
] U.S. EPA (WEBER,1993)
o Daphnia pulex e D. magna ENVIRONMENT CANADA (1990a)
[m] ; U.S. EPA (WEBER,1993)
=) Oncorhynchus mykiss e - !
O Salvelinus fontinalis ENVIRONMENT CANADA (1990b)
<
Gasterosteus aculeatus - ENVIRONMENT CANADA (1990c)
] ENVIRONMENT CANADA (1992a)
Selenastrum capricornutum U.S.EPA (LEWIS et al, 1994)
Arbacia punctulata, Mysidopsis
bahia, Cyprinodon variegatus, - U.S. EPA (KLEMM etal, 1994)
- ; U.S.EPA (1995)
Menidia beryllina
Strongylocentrotus purpuratus
(@) S. droebachiensis, Arbacia ENVIRONMENT CANADA (1992b)
®) punctulata, Lytechinus pictus, - ASTM (1995)
% Dendraster excentricus
<«
% Pimephales promelas, U.S. EPA (LEWIS et al, 1994),
Ceriodaphnia dubia ENVIROMENT CANADA (1992c)
_ Selenastrum capricornutum ENVIROMENT CANADA (1992d)
Oncorhynchus mykiss, Salmo | £/ 12 MENT CANADA (1992¢)
salar e Oncorhynchus kisutch

Especificamente no Estado de Sao Paulo, a partir da década de 70,

através da implantagdo de um laboratorio de ecotoxicologia na CETESB,
foram desenvolvidos e padronizados testes de toxicidade com organismos
de agua doce (NAVAS-PEREIRA et al.,, 1987). Esses testes tém sido
utilizados em varios estudos como instrumento de controle da qualidade
ambiental, principalmente em uma rede de monitoramento de aguas

continentais com mais de 100 pontos de amostragem (CETESB, 2000).



Posteriormente, a partir do final da década de 80, testes com

organismos marinhos comecaram a ser desenvolvidos, tendo sido
implantados e normalizados nesta Companhia (PROSPERI & NIPPER,
1989a,b; NIPPER et al., 1990, 1991, 1992, 1993; NIPPER & PROSPERI,
1992,1993; PROSPERI, 1998; CETESB, 1992, 1999). Enquanto ferramenta
de avaliacdo ambiental, os testes de toxicidade tém sido utilizados em
diagnosticos especificos tanto de areas marinhas quanto estuarinas
(PROSPERI et al.1996, 1998). Na Tabela 2 encontra-se uma relagdo dos

testes de toxicidade aguda e crénica ja padronizados pela CETESB .

TABELA 2 - Testes de toxicidade aguda e cronica para avaliagdo da
qualidade da agua doce e marinha, padronizados pela CETESB.

TIPO DE
ORGANISMOS DE ORGANISMOS DE .
TESTE DE . : REFERENCIA
TOXICIDADE AGUA MARINHA AGUA DOCE
Daphnia similis CETESB, 1991a
Selenastrum
o - ; CETESB, 1989
a capricornutum
3
< Danio rerio CETESB, 1990a,b
Mysidopsis juniae CETESB, 1992
8 - Ceriodaphnia dubia CETESB, 1991b
pd
Q
o Lytechinus variegatus - CETESB, 1999

De acordo com RAND & PETROCELI (1985), o grande objetivo dos

esforcos cientificos em Toxicologia Aquatica se concentrou na

caracterizacdo de efeitos téxicos na coluna d’agua resultantes da
contaminacdo de origem terrestre. Hoje em dia existe um crescente
reconhecimento de que a contaminagcdo localizada em sedimentos pode
apresentar efeitos adversos significativos nos ecossistemas aquaticos, com

impactos na estrutura das comunidades bentdnicas, sendo os efeitos



associados a agua superficial da interface sedimento/agua (GIESY et al.,
1990; LONG et al., 1990).

ADAMS et al. (1985) mencionam que a protegao da qualidade dos
sedimentos tem sido vista como uma extensdo da qualidade da agua, uma
vez que além de sua importancia como habitat para diversos organismos
aquaticos também pode ser o maior depdsito de varios agentes quimicos
persistentes introduzidos no ambiente. Além disso, estudos geoquimicos, no
campo ou laboratdrio, ttm mostrado que o sedimento apresenta potencial de
formar associagbes com varias classes de poluentes antropogénicos
(PRUELL & QUINN, 1985).

Na verdade, os sedimentos servem tanto como reservatério de
contaminantes como fonte de contaminagcdo para a coluna d agua.
Entretanto, niveis elevados de contaminantes no sedimento podem ou nao
ocasionar efeitos sobre a boita aquatica, uma vez que dependem de uma
série de fatores que irdo promover ou nao sua biodisponibilidade e

consequentemente a toxicidade.

Deve ser lembrado que sedimentos com misturas de contaminantes
podem produzir efeitos toxicos diferentes daqueles com contaminantes
individuais. Além disso, ha muitas circunstancias onde sedimentos
considerados altamente contaminados, com base nos resultados de
determinacbes quimicas, ndo apresentam efeito tdxico porque a toxicidade
varia com a concentragdo e as condicbes encontradas num sedimento

especifico.

Sedimentos contaminados com nutrientes, metais, substancias
organicas ou aquelas que consomem oxigénio podem ser encontrados em
sistemas marinhos, estuarinos e de agua doce. Enquanto alguns desses
contaminantes estdo presentes em elevadas concentragdes como resultado

de um processo natural, na maioria dos casos a acumulagao € proveniente



de atividades antropogénicas. Sao varias as rotas pelas quais os
contaminantes chegam aos ecossistemas aquaticos, tais como efluentes
industriais, derrames de petréleo, fontes nado pontuais, etc. (POWER &
CHAPMAN, 1992).

Muitas das substancias quimicas encontradas nos sedimentos podem
ser imediatamente letais ou apresentar efeitos a longo prazo, por exemplo,
na reproducédo dos organismos (POWER & CHAPMAN, 1992). De acordo
com MIX (1986), organismos residentes no fundo, como caranguejos e
peixes demersais, podem desenvolver lesbes cancerosas como resultado do

contato com sedimentos contaminados.

Os sedimentos podem ser constituidos de quatro componentes
principais, sendo a maior parte ocupada pela agua intersticial, que preenche
0 espaco entre as particulas (FOSTNER, 1987 apud POWER & CHAPMAN,
1992). A fase inorgénica inclui rochas, fragmentos de conchas e particulas
minerais resultantes da erosao natural de materiais terrestres. Ja a matéria
organica ocupa um pequeno volume, mas é um importante componente,
uma vez que pode regular a adsor¢gédo e biodisponibilidade de muitos
contaminantes e, como ultimo componente, estdo as substancias derivadas
de atividades antropogénicas (POWER & CHAPMAN, 1992).

Varias ferramentas sdo utilizadas para avaliar a extensdo da
contaminacdo dos sedimentos e determinar os efeitos nas comunidades,
incluindo estudos de bioacumulagéo, biomarcadores, avaliacdo da estrutura
de comunidades bentbnicas, medidas de concentracbes quimicas de
contaminantes e testes de toxicidade. Juntas, essas medidas fornecem uma
avaliagao integrada para definir a qualidade do sedimento (ANDERSON et
al., 1996).

Com relacdo aos testes de toxicidade, seu principal objetivo é

determinar se o sedimento, em um dado momento, apresenta efeito adverso



aos organismos aquaticos. Os testes podem ser usados para avaliar efeitos
téxicos interativos de misturas complexas de contaminantes no sedimento;
determinar a relagdo entre efeito toxico e biodisponibilidade; investigar
interagbes entre contaminantes; comparar sensibilidade entre organismos
diferentes; indicar a distribuicdo espacial e temporal da contaminacgao;
avaliar a qualidade de material dragado; classificar areas para priorizar
medidas de limpeza (recuperagéo) e estimar eficiéncia da remediagdo ou
das praticas de manejo (USEPA,1997). Além disso, ndo é necessario o
conhecimento das rotas especificas de interagdes entre sedimento e
organismos-teste para que os experimentos sejam realizados (KEMP &
SWARTZ, 1988).

Nos testes de toxicidade geralmente tém sido analisadas trés matrizes
de exposicao: fase solida (sedimento integral), agua intersticial e elutriatos
onde, na grande maioria, sdo utilizados testes agudos. Enquanto todas as
matrizes de exposicdo tém aplicagdes especificas, existe um consenso da
necessidade do desenvolvimento de metodologias com amostras na fase

solida que utilizem parametros subletais (ANDERSON et al., 1996).

Os testes com o sedimento na fase sdélida consistem na exposigao
dos organismos-teste diretamente as amostras de sedimento. Ja nos testes
com elutriato, uma sub-amostra do sedimento é homogeneizada, sendo que
a agua de diluicdo é acrescentada, em geral na proporgao 1:4, seguindo-se
uma vigorosa agitacdo dessa mistura. Apds esse processo o sobrenadante é
retirado e utilizado nos testes de toxicidade (LAMBERSON et al., 1992).

Com relagdo a agua intersticial, formada durante o processo de
sedimentacdo, a quantidade de agua disponivel depende diretamente da
porosidade e indiretamente do tamanho de particula e do grau de
compactacao. Ela é definida como a agua que ocupa os espagos entre o

sedimento ou particulas de solo, sendo que existem varios métodos para



sua obtengao tais como centrifugagao, compressao, pressurizagdo, sucgao,
etc. (ASTM, 1994).

Varios estudos sdo encontrados na literatura internacional, com
diferentes espécies e matrizes de exposicdo. Avaliacdbes da qualidade
ambiental (CARR & CHAPMAN, 1992; NOAA, 1991; ENVIRONMENT
CANADA, 1994a), além de estudos que visam a classificagao e definicdo do
destino de sedimentos de areas dragadas ou receptoras do material dragado
(USEPA & USACE, 1991; HOFSTRA, 1995; JAAGUMAGI & PERSAUD,
1995; PEDDICORD et al., 1995), tém se tornado mais frequentes. No Estado
de Sao Paulo o orgao de controle ambiental, CETESB, vém utilizando a
agua intersticial de sedimentos marinhos e estuarinos para avaliagdo de
areas costeiras e de sedimentos dragados (PROSPERI et al., 1996, 1998). A
Tabela 4 apresenta os testes de toxicidade toxicidade aguda ou crdnica
utilizados na avaliacdo da qualidade de sedimentos, padronizados por

diferentes organizagoes.

TABELA 3 - Testes de toxicidade aguda ou crbnica utilizados na avaliagao
de sedimentos, padronizados por diversas organizagoes.

TIPO DE i
TESTE DE O NLACS A | ORGANISMOS DE AGUA DoCEe | PAPROTIZADO
TOXICIDADE
Rhepoxynius abronius, Foxiphalus
xiximeus, Corophium volutator, ENVIRONMENT
Leptocheirus pinguis, Eohaustorius B CANADA (1992f,g)
estuarius, E. washingtonianus, ’
Amphiphoreaia virginiana e
8 Photobacterium phosphoreum
=) ) Hexagenia limbata, Chironomus ENVIRONMENT
2 tentans Pimephales promelas ONTARIO (1992)
Ampe]lsca abdita, Rhepoxynlu_s Hyalella azteca, C. tentans e USEPA (1994d,e)
abronius, Eohaustorius estuarius e . )
. Lumbriculus variegatus
Leptocheirus plumulosus
) H_yale_lla azteca, _C. tentan_s eC. ASTM (2000)
Riparius, Daphnia sp, variegatus
) Hexagenia limbata, Pimephales ENVIRONMENT
8 promelas ONTARIO (1992)
6 - Hexagenia spp, Ceriodaphnia sp ASTM (2000)
X
(&)
Lytechinus variegatus - CETESB (1999)




Segundo BURGESS & SCOTT (1992), é necessaria uma ampliagao
do escopo da pesquisa para reconhecimento do potencial de interagao entre
os ambientes da coluna d’agua e do sedimento. Essa interagdo, como
funcdo de varios processos bioldgicos, quimicos e fisicos, pode resultar em
eventual efeito adverso num compartimento (coluna d’agua) como resultado

do estado da contaminagéo do outro (sedimento).

Com relagao aos metais, por exemplo, VAN CAPPELLEN & WANG
(1995), mencionam que sedimentos superficiais ndo sao recipientes
passivos de metais particulados depositados através da coluna d’agua. Ao
invés disso, funcionam como reatores biogeoquimicos, onde o metal
depositado participa numa variedade de processos, incluindo reacdes
microbiologicas, transformagdes redox, troca adsorgcao-desor¢do e
precipitacdo e dissolugdo de minerais. Esses processos controlam a
especiagao de metais e, portanto, controlam o retorno dessas substancias

ao ambiente da interface sedimento/agua ou sua retengao no sedimento.

A mais intensa atividade biogeoquimica & concentrada na camada
superficial do sedimento. Essa é também a por¢ao do sedimento que afeta
diretamente a qualidade do corpo d’agua na interface com o sedimento,
através da troca de solutos. A agua da interface separa a coluna d’agua,
com seu movimento fluido em larga escala e mistura turbulenta, do
sedimento superficial onde a difusdo molecular tipicamente domina o
transporte de solutos. Para particulados, a interface sedimento/agua
corresponde a transicdo de uma taxa de deposigcédo relativamente rapida
para uma taxa de deposicado muito mais lenta. Dessa forma, comparado a
coluna d’agua, a interface sedimento/agua pode ser vista como um ambiente
semiconfinado caracterizado por um longo tempo de residéncia de material
particulado. Essas condigbes favorecem um extenso processo
biogeoquimico de materiais depositados e o estabelecimento de um
gradiente na composi¢cado da agua intersticial (VAN CAPPELLEN & WANG,
1995).
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Deve ser enfatizado que a liberacdo de poluentes dos sedimentos
contaminados para a agua intersticial e para a interface sedimento/agua
representa um risco potencial dos sedimentos contaminados (REUBER et
al.,, 1987; SALOMONS et al., 1987). Dependendo do grau de contaminagao
do sedimento, a liberagdo podera causar efeito adverso sobre os organismos
da coluna d’agua (SALOMONS et al., 1987). Segundo BURGESS & SCOTT
(1992), poucos estudos tém investigado a forma como os poluentes séo

liberados e, consequentemente, sua disponibilidade e toxicidade.

As vias de exposigao para os organismos bentdnicos ocorrem através
do contato com a &agua intersticial, da agua localizada logo acima do
sedimento, através das paredes do corpo e superficie respiratéria ou da
ingestao de particulas de sedimento contaminado. Nem todos os organismos
bentbnicos ingerem sedimento e a maior fonte de substancias organicas
para a maioria € através da agua intersticial ou a agua da interface
sedimento/agua (ADAMS et al., 1985).

A interface sedimento/agua é um importante habitat onde ocorre uma
densidade significativa de espécies bentbnicas e epibenténicas. Além disso,
gametas e estagios embrionarios de varias espécies, inclusive daquelas que
habitam a coluna dagua, podem passar fases criticas do seu
desenvolvimento nesse ambiente. Devido ao fluxo de contaminantes do
sedimento, a constante deposi¢cdo de novos materiais da coluna d’agua e
remineralizagdo de matéria organica no sedimento, esse habitat tem
potencial de apresentar concentragdes toxicas de contaminantes (REIDEL et
al., 1989).

Os sedimentos das zonas costeiras sofrem uma continua
ressuspensao por forgas hidrodindmicas, além da agao biolégica e dos
processos fisicos. Como resultado desses processos ocorre a mistura de

particulas com o sedimento por bioturbacdo ou correntes, filtragcdo ou
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ingestdo por organismos benténicos, agregacdo de particulas ou
coagulacao, advecgao da agua intersticial através da filtragdo da agua sub-
superficial ou bombeamento pelos organismos, crescimento de macro ou
microrganismos que alteram a geometria da interface e isolamento da
superficie do sedimento por uma camada limite de agua (SANTSCHI et al.,
1990).

Segundo FARMER (1991) e SANTSCHI et al. (1990), as relagdes
dindmicas que ocorrem constantemente na interface sedimento/agua, como
por exemplo, os processos naturais fisicos e biogeoquimicos e os impactos
antropogénicos, podem alterar a caracteristica tradicional dos sedimentos
como “depésito”, de tal forma que pode ocorrer a reciclagem de substéncias
antes da sua deposicdo permanente, além de afetar a mobilizagdo de
contaminantes como metais tracos. Dessa forma, o sedimento pode agir
nao somente como depdsito, mas como uma fonte de contaminantes,
podendo disponibilizar para o0s organismos aquaticos substancias
acumuladas durante décadas (BURGESS & SCOTT, 1992).

HARGIS et al. (1984), num estudo com a agua da interface exposta
ao sedimento contaminado com hidrocarbonetos aromaticos do Rio
Elizabeth, Virginia, USA, mostrou que essa agua ocasionou a mortalidade, o
apodrecimento das barbatanas, o desgaste das branquias e efeitos
deletérios no desenvolvimento, além de alteragcdes histopatologicas em
peixes da espécie Leiostomus xanthurus. Outro estudo indicou que a
reproducdo, crescimento e sobrevivéncia de algas, misidaceos e ourigos
foram afetados quando expostos a agua superficial de sedimentos marinhos
contaminados (BURGES et al.,1992 apud BURGES et al., 1993).

A exposicéo de organismos ao fluxo de contaminantes oriundos do
sedimento pode ser avaliada através do método apresentado por
ANDERSON et al. (1996). Neste trabalho séo enfatizadas varias vantagens
da utilizagao deste método, que contempla a interface sedimento/agua:

12



= Complementa o conjunto de matrizes de exposigdo para testes de
toxicidade com sedimento, avaliando um importante habitat em que os
efeitos toxicos ndo tém sido adequadamente estudados;

= Facilita o uso de protocolos de testes de toxicidade ja estabelecidos que
utilizam paradmetros subletais, preenchendo a lacuna de testes com a fase
solida;

= Pode ser utiizado para avaliar a toxicidade de sedimentos sem
homogeneizagao, eliminado assim os artefatos que podem ser resultado
da manipulagdo de amostras de sedimento e agua intersticial;

= O sistema de exposi¢ao utilizado minimiza qualquer interagdo entre a
fauna residente que pode estar presente em amostras intactas;

» Reduz os efeitos do tamanho das particulas de sedimento, eliminando
possiveis resultados falso-positivos;

= Embora desenvolvido para organismos marinhos, sua aplicacdo para

espécies de agua doce pode ser avaliada.

Conforme mencionado anteriormente, a CETESB vem usando a agua
intersticial como matriz de exposicdo na avaliagao de sedimentos costeiros
(PROSPERI et al., 1996, 1998), uma vez que essa representa a maior rota
de exposigdo para organismos benténicos (ADAMS et al, 1985;
WHITEMAN et al., 1996) e, substancialmente, influencia a biodisponibilidade
de contaminantes (DI TORO et al., 1991).

Embora os testes de toxicidade sejam utilizados internacionalmente,
algumas incertezas sao associadas a agua intersticial, tais como a forma de
extracdo e o momento adequado para sua obtencdo. Algumas correntes
cientificas acreditam que o sedimento deve ser armazenado a 4°C e a agua
intersticial deve ser retirada 24 horas antes do teste (ENVIRONMENT
CANADA, 1994b). Outros pesquisadores realizam esse procedimento logo
apos a coleta e congelam a amostra (CARR & CHAPMAN, 1995).
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Além disso, varias caracteristicas dos sedimentos como salinidade,
oxigénio dissolvido, pH, carbono organico total ou dissolvido, sulfeto e
amdnia, podem agir como fatores que influenciem os resultados dos testes
de toxicidade com a agua intersticial. Esses parametros também podem
afetar a biodisponibilidade de contaminantes ou transforma-los numa forma
téxica. O pH, a salinidade e a temperatura, por exemplo, afetam a toxicidade
da amoénia, enquanto o pH afeta a toxicidade de alguns metais. Uma vez que
cada organismo tolera somente uma determinada faixa de variagado de cada
parametro, € impossivel eliminar todos os interferentes dos testes de
toxicidade. No entanto, algumas variaveis, tais como temperatura, oxigénio
dissolvido e salinidade, podem ser controladas através de procedimentos de
testes de toxicidade bem estabelecidos (CARR et al., 2001).

Especificamente com relagcdo a aménia, varios estudos tém enfatizado
que a sua presenga nas amostras de sedimento tem sido um interferente
consideravel na avaliagcédo final do resultado dos testes ecotoxicoldgicos,
uma vez que os efeitos toxicos observados podem ser devidos a presenga
dessa substaéncia e ndo aos contaminantes mais persistentes (BAY, 1994;
MOORE et al., 1997; HUNT et al., 1998; CARR et al., 2001).

A amébnia é um constituinte comum de ambientes aquaticos, sendo
oriunda tanto da quebra de produtos nitrogenados quanto da contaminagéo
antropogénica, como por exemplo da entrada de dejetos provenientes do
uso de fertilizantes em terras adjacentes. Essa substancia apresenta-se, ao
mesmo tempo, na forma ionizada (NH4") e n&o ionizada (NH3). A prevaléncia
de qualquer dessas duas formas é dependente da temperatura, pH e
salinidade da agua. Em fungao das condigbes comumente encontradas no
ambiente marinho, mais de 95% da aménia total esta na forma ionizada
(GREESNTEIN et al., 1994).

A amébnia ndo ionizada pode estar presente em sedimentos andéxicos

e pode ser formada durante o transporte e armazenamento do sedimento,
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tanto pelos organismos residentes que excretam produtos metabdlicos, bem
como pelo metabolismo bacteriano da matéria organica (ASTM, 1994). A
amodnia na agua intersticial € instavel e dependente de numerosas variaveis,
incluindo o método de coleta do sedimento, o método de extracéo,
condicées de armazenamento, temperatura, pH e concentragdo de oxigénio
dissolvido (SARDA & BURTON, 1995).

Por outro lado, nas décadas de 20 e 30 , a utilizacido de ouricos do
mar em testes ecotoxicolégicos foi bem estabelecida por diversos
pesquisadores, que investigaram os efeitos de metais na fertilizagdo e
desenvolvimento desses organismos (DINNEL et al.,, 1988). Segundo
KOBAYASHI (1971), essas fases s&o criticas para o crescimento normal dos
ouricos e sensiveis para detectar efeitos da poluigio em ambientes
marinhos. Além disso, gametas e embrides de ourigcos tém sido utilizados
como sistema bioldgico basico para pesquisa por fisiologistas, bioquimicos e
biologistas experimentais desde meados de 1800 (GIUDICE, 1973;
MONROY, 1986).

A expansdo da utilizagdo desses organismos ocorreu devido a
sensibilidade, facilidade de obtengdo de gametas, baixo custo, rapidez na
execugao dos experimentos e ocorréncia cosmopolita (DINNEL & STOBER,
1985).

Varios métodos utilizando células espermaticas e/ou embrides
indicaram que os ouricos do mar sao sensiveis e adequados como
organismos-teste. Sao encontrados na literatura resultados de experimentos
com diversas espécies de equinodermos que incluem substancias quimicas
(LILLIE, 1921; HOADLEY, 1923; KOBAYASHI, 1981, 1990; DINNEL et al.,
1989; HIS et al., 1999), petréleo (ALLEN, 1971; CHIA, 1973; LONNING &
HAGSTRON, 1975; STRAUGHAN, 1976), oleos e dispersantes
(KOBAYASHI, 1981), esgotos municipais (MUCHMORE & EPEL, 1973;
DINNEL et al., 1981, 1987), entre outros.
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Estudos com a espécie de ourico do mar Lytechinus variegatus
podem ser encontrados na literatura brasileira a partir da década de 70,
referentes a analises fisio-farmacoldgicos com pedicelarias, atividades de
enzimas ou processos inflamatorios (BIANCONCINI, 1978; ALTIMARI, 1987;
SAWAYA, 1987, 1989a,b; MANGIATERRA, 1997). No campo da Toxicologia
Aquatica, alguns pesquisadores tém utilizado essa espécie como objeto de
estudo nas avaliagbes de substancias quimicas (NIPPER et al.,, 1993,
MASTROTI, 1999), efluentes industriais (PROSPERI, 1993; RACHID, 1996),
dgua de producdo de petroleo (BADARO-PEDROSO,1999), petroleo
(LOPES et al.,, 1997) e agua e sedimentos marinhos (ZAMBONI, 1993;
PROSPERI et al., 1998).

Portanto, devido a existéncia da norma “Teste de toxicidade crbnica
de curta duragdo com Lytechinus variegatus”, padronizada pela CETESB
(1999), aliado ao reconhecimento de que a aménia pode ser um interferente
nos testes de toxicidade com sedimentos, especialmente quando se utiliza a
agua intersticial, tornou-se oportuno realizar o presente trabalho, para avaliar
o método indicado por ANDERSON et al. (1996). Por meio desse método
supbe-se que o efeito da ambnia seja minimizado sobre os resultados dos
testes de toxicidade e, dessa forma, espera-se o aprimoramento da

avaliacdo da qualidade de sedimentos marinhos e estuarinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

v

Indicar o método de teste ecotoxicolégico mais adequado a ser
utilizado nos processos de avaliagcdo da qualidade de sedimentos

marinhos e estuarinos.

2.2 - Objetivos especificos

v

Comparar os métodos e resultados dos testes de toxicidade na
interface sedimento/agua e agua intersticial, para avaliacédo da

qualidade de sedimentos;

Estabelecer a faixa de sensibilidade da espécie Lytechinus variegatus

a amonia nao ionizada;

Registrar os diversos estagios embrio-larvais de L. variegatus em cada
amostra e avaliar a possibilidade de hieraquizacdo, em termos da
intensidade do efeito adverso, das amostras classificadas como

toxicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Area de estudo

A Baixada Santista, Sdo Paulo, apresenta uma situagdo ambiental
bastante complexa em fungao de varios fatores, incluindo a diversificacdo da
atividade portuaria, a poluigcdo gerada pelo complexo industrial de Cubatéo,
a caréncia de saneamento basico, as constantes dragagens no estuario e a
disposicdo de residuos sélidos industriais e domésticos em locais
impréprios, além dos frequentes derramamentos de 6leo e outras

substancias toxicas nos cursos d’agua.

Considerando que amostras de sedimento da Baixada Santista foram
coletadas pela CETESB, para avaliagdo do grau de contaminagdo ambiental
desta regiao (LAMPARELLI, et al. 2001), incluindo analises ecotoxicoldgicas
com a agua intersticial, as mesmas foram utilizadas no presente estudo.
Dessa forma, os testes de toxicidade com a interface sedimento/agua foram
realizados em paralelo aos testes com agua intersticial, viabilizando a
avaliagdo do método ecotoxicolégico mais adequado para diagndstico da

qualidade de sedimentos marinhos e estuarinos no futuro.

Salienta-se que o estudo realizado em 1999 por LAMPARELLI et al.
(2001), abrangeu 26 pontos de amostragem, incluindo rios, estuarios e o mar
em toda a regiao de influéncia da poluicao hidrica. Foram realizados coletas
de amostras de agua, sedimentos e organismos aquaticos. Cerca de 120
parametros foram determinados, incluindo metais pesados e arsénio,
pesticidas organoclorados, organoclorados aromaticos, organofosforados,
herbicidas e outros pesticidas, compostos fendlicos, hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAs), solventes aromaticos e halogenados, bifenilas

policloradas (PCBs), dioxinas e furanos.
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3.1.2 - Pontos de amostragem

No presente estudo foram utilizados sedimentos de 18 pontos de

amostragem coletados no periodo de margo a maio de 1999, conforme

descritos abaixo (Tabela 4) e representados na Figura 1.

TABELA 4 - Localizagado dos pontos de amostragem na Baixada Santista.

DATA DA

PONTO COLETA LOCALIZACAO

1 06/mai 23°52'59,1" S e 46°24'28,4"W Rio Cubatéo

2a 05/mai 23°52'22,6"S e 46°23'34,6"W Rio Piacaguera

2b 05/mai 23°52'28,2"S e 46°23'34,1"W

3a 22/mar  |23°52'31,1"S e 46°22'35,9"W Canal de evolugio da Cosipa
3b 22/mar 23°52'33,3"S e 46°22'24,2"W

4a 22/mar 23°54'42,8"S e 46°20'33,2"W Largo dos Caneus

4b 22/mar 23°54'44"S e 46°19'50"W

5a 22/mar 23°54'58,7"S e 46°18'5,2"W L.

5b 22/mar |23°55'10,8"S e 46°18'8,3"W Canal do Estuario. de Santos
6 29/abr 23°59'0,4"S e 46°16'57,6"W Rio Santo Amaro

7a 28/abr 23°59'39"S e 46°18'35"W , L.

7b 28/abr  |23°59,3'37"S e 46°18'34,7"W Saida do estudrio de Santos
8 05/mai 23°55'7,1"S e 46°23'49,2"W Rio Casqueiro

9 26/abr 23°54'29,8"S e 46°26'54,6"W Rio Santana

10 26/abr 23°57'1,1"S e 46°28'23,9"W Rio Branco

11 27/abr 23°57'15,1"S e 46°25'47,1"W Largo de Sao Vicente

12 27/abr 23°59'8,2"S e 46°26'14,6"W Rio Mariana

13 03/mai 23°58'28,4"S e 46°24'48,7"W Canal de Barreiros

14 03/mai  [23°5827,6"S e 46°23'6"W Egtr;enggﬁép‘mhat e praia

15a 23/mar 24°0'15,4"S e 46°20'54,2"W Saida do emissério de Santos

15b 23/mar  |24°0'9,3"S e 46°20'58,2"W

16 23/mar 24°1'0,9"S e 46°22'32,5"W Morro de ltaipu

17 23/mar 24°0'51,8"S e 46°19'41,2"W Ponta grossa da barra

18a 28/abr 23°57'35,2"S e 46°15'51,8"W llha da Mosla

18b 28/abr 24°2'48,7"S e 46°15'38,2"W
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FIGURA 1 - Localizagao dos pontos de amostragem na Baixada Santista.
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3.2 - Coleta do sedimento

Procurou-se, em cada ponto de amostragem, selecionar sedimento de
zonas de deposicdo, uma vez que nessas regides ocorre a acumulagédo de
contaminantes. Nos pontos 2 a 5, 7, 15 e 18 foram obtidas duas amostras de
locais distintos, para verificacdo da possivel variabilidade dentro de cada
regidao escolhida, enquanto que nos demais pontos coletou-se apenas uma

amostra, perfazendo um total de 25 amostras de sedimento.

Em fungcdo do grande volume de sedimento necessario para a
realizagao das analises quimicas e ecotoxicoldgicas, foram efetuadas varias
tomadas de sedimento superficial, com pegador Van Veen. Essas amostras
foram transferidas para bandejas plasticas e homogeneizadas, e apds a
composicao do volume total, as aliquotas foram separadas e acondicionadas
em frascos especificos, de acordo com o parametro a ser avaliado. A tabela

5 sumariza as andlises quimicas efetuadas no presente projeto.

TABELA 5 - Substancias quimicas analisadas nas trés matrizes (sedimento
bruto, agua intersticial e agua da interface sedimento/agua).

MATRIZ PARAMETRO

Sedimento bruto, agua
intersticial e interface
sedimento/agua

cromo, niquel, cobre, zinco, cadmio, mercurio e
chumbo; sulfeto (somente agua intersticial)

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno,
Fenantreno, Antraceno, Fluranteno, Pireno,
Sedimento bruto Benzo-antraceno, Benzo-b-fluoranteno, Benzo-k-
fluoranteno, Benzo-a-pireno, Benzo-ghi- pirileno,
Benzeno-1.2.3.cd-pireno, Criseno Dibenzeno-an-
antraceno) e aménia total

Agua intersticial e interface
sedimento/agua (durante
0s experimentos)

Oxigénio dissolvido, pH, salinidade, amoénia total e
nao ionizada
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Salienta-se que as determinagbes de metais (sedimento integral e
agua intersticial), sulfeto (agua intersticial), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) e aménia total (sedimento) foram realizadas pelos
laboratérios do CEGEC/CENPES, no Rio de Janeiro. As determinacdes de
metais das amostras da interface sedimento/agua e amodnia total da agua
intersticial e interface foram efetuadas pelo Laboratério de Quimica
Inorganica da CETESB.

3.3 - Determinacdo das variaveis fisicas e quimicas nas amostras da

agua intersticial, interface sedimento/agua e sedimento integral

3.3.1 - Amodnia
A determinagédo de amoénia total no sedimento foi realizada de acordo
com procedimentos descritos no Standard Methods (APHA et al., 1995).

Para a determinagdo de amdnia total nas amostras de agua intersticial
e na interface sedimento/agua efetuou-se a preservagéo com acido sulfurico
(pH < 2). Posteriormente, foi utilizado o método colorimétrico automatico com
nitroprussiato de sédio, segundo Standard Methods (APHA et al., 1989). A
conversao para aménia ndo ionizada foi realizada associando-se os valores
de aménia total, pH, temperatura e salinidade de cada amostra, através de
uma planilha do Microsoft Excel originaria do Southern California Coastal
Water Research Project (California). A referida planilha produziu os mesmos
resultados, calculados manualmente, conforme descrito por BOWER &
BIDWELL (1978).

3.3.2 - Metais e Sulfeto
Para o sedimento bruto, uma amostra representativa de até 0,5g foi
digerida em 10 mL de &cido nitrico concentrado por 10 minutos, num sistema

fechado e sob pressdo, usando aquecimento por radiacdo de microondas.
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Apos resfriamento, a amostra digerida foi filtrada e diluida pelo método
descrito em USEPA (1994a).

Para a andlise, a amostra foi introduzida por nebulizagdo pneumatica
para um plasma de radio freqiéncia, onde o processo de transferéncia de
energia causa dessolvatacao, atomizagao e ionizagédo. Os ions sao extraidos
do plasma para o interior de um espectrdbmetro de massas quadruplo,
mantidos sob baixa pressao e sao detectados por um detetor de dinodos, de
acordo com ASTM (1996).

Com relagdo as amostras de agua intersticial, apés obtengao por
centrifugacao, foram utilizados os mesmos procedimentos descritos para o

sedimento bruto.

No que se referiu especificamente as amostras da interface
sedimento/agua, uma vez que o laboratério quimico ndo poderia efetuar a
determinacdo de metais nos 25 pontos de amostragem, somente as
amostras 1 a 5, 15 e 18 (réplica a), 7 e 14 foram analisadas. A escolha foi
feita em funcdo de informagdes anteriores do potencial de contaminagao
desses locais. Nessas amostras, os metais foram determinados por
espectrometria de absorcdo atébmica, conforme procedimentos descritos no
Standard Methods (APHA et al., 1992).

As determinagbes de sulfeto na agua intersticial também foram
realizadas de acordo com os procedimentos do Standard Methods (APHA et
al.,, 1992).

3.3.3 - Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)
As amostras de sedimento foram submetidas a extracdo com
diclorometano e o extrato final analisado por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas, para a presenga dos compostos orgéanicos
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prioritarios semivolateis. A andlise foi quantitativa, baseada no uso de
hidrocarbonetos poliaromaticos deuterados como padrbes internos e

padrdes certificados dos compostos em questédo, segundo USEPA (1994Db).

3.3.4 - Granulometria

A determinagcdo de granulometria por peneiramento e o tempo de
decantagdo para as particulas finas seguiu a Norma Técnica L6.160
(CETESB, 1995). As amostras foram primeiramente tratadas com peréxido
de hidrogénio para a eliminagdo de todo o seu conteudo organico.
Posteriormente procedeu-se a determinagdo granulométrica propriamente
dita, realizada por peneiramento a seco para a fragdo de areia e
sedimentacdo por pipetagem para as fracbes de silte e argila. Na
determinagcdo da distribuicdo granulométrica foi empregada a escala de
Wentworth .

A classificagdo dos sedimentos foi realizada de acordo com
SHEPARD apud SUGUIO (1973), empregando-se o “software” desenvolvido
pelo Prof. Dr. Jorge Yamamoto, do Instituto de Geociéncias da Universidade

de Sao Paulo.

3.4 - Testes de toxicidade
3.4.1 - Matrizes utilizadas nos testes de toxicidade

CARR et al. (2001) elaboraram um documento compilando
orientacbes de diversos pesquisadores para a realizacdo de testes de
toxicidade com agua intersticial. Dentre elas, recomenda-se que amostras de
sedimento devem ser manuseadas o mais rapido possivel apds a coleta, nao
ultrapassando 14 dias. Caso a agua intersticial seja a matriz a ser testada, a
mesma deve ser removida do sedimento o quanto antes, sendo que o
congelamento da amostra pode ser efetuado na impossibilidade de

realizagao imediata do teste. No presente trabalho, as amostras de agua
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intersticial foram extraidas no prazo de 2 a 8 dias, enquanto que as amostras
com a interface sedimento/agua foram manuseadas num prazo de 3 a 8 dias
apos a coleta. Em ambos os casos, o teste de toxicidade foi iniciado no

maximo apos 24 horas.

3.4.1.1 - Agua intersticial

Para extracdo da agua intersticial, o sedimento foi homogeneizado em
cubas de polietileno com o auxilio de colheres e espatulas do mesmo
material, sendo transferido para frascos de 500mL da centrifuga,
devidamente pesados. Utilizou-se a velocidade de rotacdo de 4000 rpm
durante 30 minutos e no final desse periodo, apos a retirada da agua
intersticial, foi efetuada uma segunda centrifugacdo na mesma velocidade
durante 15 minutos. As amostras foram entdo transferidas para frascos
descartaveis de polietleno com 250mL de capacidade, devidamente
rotulados e mantidos sob refrigeragao até o inicio do teste, que ndo excedeu

0 prazo maximo de 24 horas apos a centrifugagéao.

3.4.1.2 - Interface sedimento/dgua

O método utilizado foi baseado em ANDERSON et al. (1996), com
modificacdes quanto ao tamanho e tipo de material utilizado na confec¢ao do
frasco-teste. Esse frasco, de vidro com formato cilindrico, apresenta 14,5cm
de altura e didmetro interno de 4cm. A 3cm da base contém uma rede de
malha 60pum e a 1 cm da base apresenta um furo de aproximadamente

0,5cm de diametro, para evitar a formacao de bolhas (Figura 2).
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Agua de
diluicao

FIGURA 2 - Frasco-teste utilizado nos testes de toxicidade na interface
sedimento/agua (a); Sistema-teste (b).

No dia anterior ao inicio do experimento, o sedimento foi
homogeneizado em cubas de polietleno com o auxilio de colheres e
espatulas do mesmo material, sendo transferidos cerca de 150g de
sedimento, que n&o ultrapassaram 2cm de altura, a partir da base dos
béqueres de 1L. Em seguida, cuidadosamente, para minimizar a
ressuspensao do sedimento, foram adicionados 750mL de agua do mar de
boa qualidade, proveniente de Sao Sebastido, litoral do estado de Séao
Paulo, filtrada em cartuchos de celulose de 1 e 5um e carvao ativado, e

aeracéao suave (Figura 3).
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FIGURA 3 - Vista parcial da montagem experimental do teste de toxicidade
na interface sedimento/agua.

Salienta-se que a agua marinha deste local tem sido utilizada ha
varios anos em testes de toxicidade com L. variegatus, nos trabalhos
realizados pela CETESB, e como meio de cultura para o crustaceo
misidaceo Mysidopsis juniae, mantido em laboratério (PROSPERI &
NIPPER, 1989a,b; NIPPER et al., 1990, 1991, 1992, 1993; NIPPER &
PROSPERI, 1992,1993; PROSPER!I et al., 1996, 1998).

Em seguida aguardou-se cerca de 12 horas, para estabilizagdo do
sistema, sendo posteriormente instalado, no interior dos béqueres, os

frascos-teste (Figura 2), onde os ovos de L. variegatus foram adicionados.

Previamente a execugdo do presente estudo, foi realizada uma
avaliagdo preliminar do método ‘“interface sedimento/agua”, referente ao
manuseio do sedimento e treinamento da metodologia. O objetivo foi
verificar os possiveis problemas técnicos para sua execugédo, de tal forma
que os eventuais acertos pudessem ser realizados antes do inicio deste

estudo. Através deste ensaio prévio verificou-se que:
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= béqueres de 1L, modelo Griffin, sdo mais adequados em funcao da altura
e didmetro;

» frascos com capacidade para 20mL sdo mais apropriados para o
armazenamento das amostras com formol, pois a retirada dos organismos
do tubo-teste ocorre através da lavagem do mesmo, gerando maior
volume final de amostra a ser armazenada, quando comparado ao teste
com agua intersticial;

= a transferéncia da amostra do tubo-teste para o frasco de armazenamento
é facilitada através do uso de um funil acoplado ao mesmo;

= apods a retirada do tubo-teste do interior do béquer que contém a amostra
de sedimento, a lavagem da parte externa deste tubo é facilitada se o
mesmo for introduzido numa cuba com agua marinha limpa, evitando,
dessa forma, que os organismos fiquem fora do meio liquido enquanto

esse procedimento é realizado.

3.4.2 - Ajuste de salinidade

Testes prévios indicaram que L. variegatus apresenta taxa de
fecundagdo normal em salinidades acima de 30%. (NIPPER et al., 1991).
Uma vez que neste projeto foram utilizadas amostras de areas estuarinas,
aquelas amostras que apresentaram salinidade inferior a 30%o, nos testes
com agua intersticial, foram ajustadas para esta salinidade, antes do inicio

dos experimentos.

Esse ajuste foi realizado por acréscimo de quantidade conhecida de
salmoura, preparada por congelamento da agua do mar, seguido de
descongelamento, com retencdo de fragdo da amostra que derreteu
inicialmente, sendo que a salinidade final da salmoura n&o foi superior a
100%0. Para calculo da quantidade de salmoura a ser adicionada nas

amostras utilizou-se a formula, sugerida por SALOMAO (1978):
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Y
V=55 54
— +1
Sd-Se
Onde:

Vs = volume de salmoura
Vt = volume total da amostra a ser preparada
Ss = salinidade da salmoura
Sd = salinidade desejada
Se = salinidade original da amostra

Quando foi necessario o ajuste de salinidade (amostras 1, 2a a 5a, 6,
8 a 14), além do controle com agua de diluicdo, também foi preparado um
controle com salmoura e agua desionizada, para verificagdo da influéncia da

salmoura sobre 0s organismos-teste.

3.4.3 - Variaveis fisicas e quimicas controladas durante os testes de
toxicidade

Tanto o teste com 4&gua intersticial quanto com a interface
sedimento/agua foram mantidos durante todo o periodo experimental em

banho-maria para manutencéo da temperatura constante (24+2°C).

Para cada amostra e controle experimental, no inicio e término de
ambos os testes, foram efetuadas medidas de temperatura (com termémetro
de imersado); salinidade (com refratbmetro com compensagdo de
temperatura); oxigénio dissolvido (por método eletroquimico); pH (com

potencidmetro) e amdnia total.

Para cada amostra, em ambos os testes, foram preparadas trés
réplicas. No experimento com agua intersticial, também foram preparados
dois frascos adicionais para leitura das variaveis fisicas e quimicas
anteriormente mencionadas, no final do periodo de exposi¢ao. Ja nos testes

de toxicidade da interface sedimento/agua foram retiradas sub-amostras de
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10mL de cada uma das trés réplicas, para realizacado das referidas medidas.
Essas sub-amostras foram obtidas com o auxilio de uma pipeta automatica,

posicionada a aproximadamente 1cm acima do sedimento.

3.4.4 - Sensibilidade dos organismos

Os resultados dos testes de toxicidade, expressos através da
concentragao de inibicdo mediana a 50% dos organismos expostos, apos
24h de exposicao (C150;24 horas), devem situar-se no intervalo delimitado
por duas vezes o desvio padrao em relagdo aos valores médios obtidos

anteriormente para a mesma espécie (WEBER, 1993).

A sensibilidade do lote de organismos foi avaliada através de testes
de toxicidade com a substancia de referéncia sulfato de zinco heptahidratado
(ZnS04.7H20). Esses experimentos foram realizados em paralelo as
amostras ambientais, num total de nove testes. Resultados obtidos
anteriormente para essa espécie e substancia estdo apresentados em
PROSPERI (1998).

Também foram realizados cinco experimentos com cloreto de aménio,
para determinacdo da faixa de sensibilidade do organismo-teste a amdnia
nao-ionizada, uma vez que esta substincia é considerada um interferente

nos resultados dos testes com sedimento.

3.4.4.1 - Solugdes

Todas as solugdes foram preparadas no dia da realizagdo dos testes
utilizando-se baldes volumétricos e pipetas automaticas, a temperatura de
25+2°C.

Foram analisadas cinco concentracbes-teste para sulfato de zinco
heptahidratado (0,018; 0,032; 0,058, 0,1 e 0,18 mg Zn/L) e cloreto de
amoénio (0,5; 0,95; 1,8, 3,4 e 6,5 mg NHs/L), com trés réplicas por

concentracgao.
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3.4.5 - Organismo-teste

A espécie indicada na norma CETESB (1999), Lytechinus variegatus
(Figurad4), pertence ao Filo Echinodermata, Classe Echinoidea, Subclasse
Euechinoidea, Superordem Echinacea, Ordem Temnopleuroida (BARNES,
1984). Ocorre na regiao litorédnea, sobre substratos arenosos e lodosos, e
apresenta-se fértil o ano todo, viabilizando assim a execucido de ensaios

com gametas e embrides.

Os individuos ndo apresentam dimorfismo sexual, tendo carapaca
regularmente hemisférica e achatada inferiormente, de cor verde com as
zonas inter-ambulacrais e 0s espagos entre 0os poros mais claros, e
coloracdo dos espinhos variando desde o verde até purpura arroxeado com
tons esverdeados. Essa espécie é bastante comum na regiao do Caribe € na
Costa Atlantica da América do Sul, ocorrendo desde a Carolina do Norte
(EUA) até a Costa Sudeste do Brasil (GIORDANO, 1986).

Os exemplares de ourigos-do-mar foram coletados por mergulho em
Sao Sebastido/SP e mantidos em aquarios com fluxo continuo de agua do
mar, contendo macroalgas oriundas do mesmo local, no Centro de Biologia
Marinha da Universidade de S&o Paulo, Sdo Sebastido/SP, onde os testes

foram realizados.

FIGURA 4 - Lytechinus variegatus adulto
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3.4.6 - Planejamento experimental para a realizagdo dos testes de
toxicidade

A Figura 5 apresenta as etapas do planejamento experimental
utilizado para a realizagcdo dos experimentos. As metodologias estédo

detalhadas nos itens a seguir.

INTERFACE

AGUA INTERSTICIAL SEDIMENTO/AGUA

1) Centrifugagdo a 4000rpm durante 30 minutos || 1) Adigdo de sedimento ao tubo-teste(cerca de
2) Centrifugagdo a 4000rpm durante 15 minutos [| 150g), ndo ultrapassando 2cm da base
3) Manuteng&o das amostras sob refrigeragédo 2) Adigao de 750mL de 4gua do mar e aeragéo
até o inicio dos experimentos suave no dia anterior ao inicio do teste

Obtengéo de gametas e
fecundagéo dos 6vulos
segundo CETESB (1999)

Exposig&o de ovos por 24 horas no
sistema interface sedimento/agua

Exposig&do de ovos por 24 horas em
agua intersticial

Preservagéo dos organismos e
analise estatistica segundo
CETESB (1999)

FIGURA 5 - Etapas do planejamento experimental utilizado para a realizagéo
dos testes de toxicidade.

O teste de toxicidade foi realizado segundo CETESB (1999). O
referido ensaio consistiu na exposicédo de ovos do organismo-teste a varias
concentragdes de um agente toxico ou amostra ambiental, durante a
totalidade do periodo de desenvolvimento embrionario, que é de 24 a 28
horas. Tal procedimento permitiu a obtengcdo da concentracido de inibicdo a
50% dos organismos (CI50) das substéancias sulfato de zinco heptahidratado
e do cloreto de amdnio ou indicou se a amostra de sedimento apresentou,
ou nao, efeito tdxico, durante o periodo de exposicdo. Salienta-se que para o
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teste
modificagdes
Tabela 6.

referente a

para

interface sedimento/agua foram

feitas algumas

adequacdo da metodologia, conforme indicado na

TABELA 6 - Procedimentos utilizados durante a realizagdo dos testes
ecotoxicoldgicos com L. variegatus.

CONDICOES

AGUA INTERSTICIAL/SULFATO DE
ZINCO/CLORETO DE AMONIO
(CETESB, 1999)

INTERFACE SEDIMENTO/AGUA

Sistema

Estatico

Estatico

Agua de diluigao

Agua do mar natural filtrada em
cartuchos de celulose de 1 e 5 pm e
carvao ativado

Agua do mar natural filtrada em
cartuchos de celulose de 1 e 5 um e
carvao ativado

Temperatura 25+2°C 25+2°C
pH 7,8a8,3 7,8a8,3
Salinidade 3313 %o 3313 %o

Fotoperiodo

16h luz e 8h escuro

16h luz e 8h escuro

Volume da amostra

10mL de agua intersticial

180 mL de agua de diluicdo (no
interior do frasco-teste) (*)

Tempo e velocidade
de centrifugagédo da
amostra

30 minutos a 4000 rpm + 15 minutos
a 4000rpm

Amostra nao é centrifugada (*)

Presenca de
sedimento durante o
teste

Nao

Sim (cerca de 150g, néao
ultrapassando 2cm da base do
béquer) (*)

Idade_dos ovos de L. variegatus ovos de L. variegatus
organismos

Aeragao Nao Sim (*)

Alimentagao Nenhuma Nenhuma

Frasco-teste

Tubo de ensaio com capacidade
para 10mL

Erlenmeyer + frasco-teste, conforme
Figura 2 (*)

N° organismos/

frascos-teste 300 ovos 1000 (%)

Duragao do teste 24 a 28 hs 24 a 28 hs

Preservacio dos Formol tamponado com bérax|Formol tamponado com bérax

embriéesg (concentragago de 0,4% nas|(concentragdo de 0,4% nas
amostras) amostras)

Efeito observado

Desenvolvimento embrio-larval

Desenvolvimento embrio-larval

Expresséo do
resultado

= CI50 para sulfato de zinco e
cloreto de aménio;

= Toéxica ou ndo tdéxica, para
amostras de agua intersticial

Toxica ou ndo toxica

(*) - modificagcdes em relagéo ao método com agua intersticial
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3.4.6.1 - Preparo das amostras

Os frascos-teste foram numerados aleatoriamente e registrados na
ficha de controle do teste. Nos testes com agua intersticial e substancia de
referéncia foram utilizados tubos de ensaio com capacidade para 10mL e
nos testes de interface sedimento/dgua foram usados béqueres de 1L e

frascos-teste (Figura 2), conforme ja descritos anteriormente.

Frascos de 11 mL (para os testes com agua intersticial e substancia
de referéncia) e de 20mL (para os testes com a interface sedimento/agua),
com tampa, receberam a mesma numeracao dos frascos-teste, pois foram
utilizados ao final do experimento para preservagcao das amostras com

formol.

Nos experimentos com agua intersticial foram preparadas trés réplicas
para cada amostra, além de duas réplicas para as medidas das variaveis
fisicas e quimicas analisadas no final do teste. Para o controle experimental
também foram preparadas outras cinco réplicas adicionais, utilizadas para
avaliacdo do momento adequado para encerramento do teste. No caso de
amostras cuja salinidade foi ajustada, foram preparadas, também, cinco

réplicas com salmoura e agua desionizada.

Para os testes com sulfato de zinco heptahidratado e cloreto de
amoénio foram preparadas 3 réplicas por concentracdo, e uma réplica extra
da menor e da maior concentracdo, devidamente identificadas e utilizadas
ao final do teste, para verificagdo da salinidade, concentracédo de oxigénio

dissolvido e pH.
As amostras de sedimento foram preparadas de acordo com o

procedimento descrito em 3.4.1.1 e 3.4.1.2, e as solugdes de sulfato de

zinco heptahidratado e cloreto de aménio conforme descrito no item 3.4.4.1.
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3.4.6.2 - Obtencao dos gametas

Cerca de 15 a 20 animais adultos foram coletados, de modo a serem
obtidos gametas de no minimo trés individuos de cada sexo. A superficie
dos animais foi previamente lavada com agua do mar, para remogao de

fezes e outros detritos.

Foram injetados 2,5 mL de KCI em pontos diametralmente opostos na
regido perioral de cada ourigo. O animal foi agitado suavemente, para que o
KCIl se espalhasse pela cavidade celémica. Os gametas dos individuos
maduros foram entdo liberados através dos gondporos (Figura 6),
localizados na superficie aboral do animal. Esse procedimento promove a
liberagdo de todos os gametas (maduros e imaturos), de tal forma que o
organismo nao podera ser reutilizado num curto espago de tempo. Apds a
injecao de KCI, os ourigos foram colocados em bandejas plasticas, para que
os procedimentos de coleta dos gametas, distintos entre machos e fémeas,

pudessem ser obedecidos.

gonoporo

FIGURA 6 - Carapaca de L. variegatus adulto, com detalhe do gondporo.

Machos e fémeas sao identificados pela diferenca na coloracdo dos

gametas. Os 6vulos, amarelo-alaranjados, foram coletados diretamente em
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agua do mar. Para tanto, as fémeas foram apoiadas sobre a superficie de
béqueres de 400mL contendo agua de diluicdo a temperatura de teste, com
a superficie aboral voltada para baixo. Utilizou-se um béquer, com diametro
menor que o didmetro do ourico, para que este permanecesse pousado na
abertura do béquer, com os gondporos imersos na agua. Os ovulos foram
coletados durante 15 minutos aproximadamente, para evitar que os
imaturos, geralmente liberados com a desova prolongada, se misturassem

aos 6vulos maduros.

O esperma, identificado por sua cor branca, foi coletado com conta-
gotas de ponta fina, diretamente dos gondporos, e mantidos em béquer de
30 mL sobre gelo até o inicio dos experimentos. Esse procedimento deve
ser obedecido, pois os gametas masculinos, ao entrarem em contato com
agua do mar, vao perdendo a capacidade de promover a fecundagao
(STEARNS, 1973).

3.4.6.3 - Tratamento dos gametas
3.4.6.3.1 - Ovulos

Com conta-gotas, retirou-se uma sub-amostra dos 6vulos de cada
fémea, coletados nos diferentes béqueres. As amostras foram observadas
ao microscopio. Os évulos utilizados apresentaram-se redondos, lisos e de
tamanho homogéneo (Figura 7a). Lotes de Ovulos de tamanho ou formato

irregular, que € indicio de évulos inviaveis, foram descartados.

Apds sedimentacdo dos lotes de dvulos viaveis, o sobrenadante foi
descartado e o restante filtrado através de malha de 150um e reunidos em
um béquer de 1L. Acrescentou-se agua de diluicao a temperatura de teste,
elevando-se o volume para 600 mL. Esse procedimento de lavagem foi

repetido trés vezes, para facilitar a fecundagao.
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3.4.6.3.2 - Espermatozoéides

O esperma de todos os machos selecionados foi homogeneizado com
um bastdo de vidro para o preparo da suspensao em agua do mar, na
proporgéo de 0,5 mL de esperma (coletado com seringa de 1mL) para 25mL
de agua marinha, misturando-se bem para dissolu¢do de grumos. A
suspensao de espermatozoides foi preparada apds o término da lavagem

dos dvulos, e usada imediatamente para o processo de fecundacao.

3.4.6.4 - Fecundacéo e calculo do volume da solugédo de ovos

Foram acrescentados 1 a 2 mL da suspensao de espermatozoides ao
béquer contendo os 6vulos e, apdés aproximadamente cinco minutos, foi
preparada uma diluicdo de 100x (1mL da suspenséo contendo os ovos em
99mL de agua de diluicdo, em proveta de 100 mL). Dessa suspensao trés
sub-amostras de 1mL foram retiradas e transferidas para a cémara de
Sedgewick-Rafter, onde o numero de ovos, identificados pela membrana de

fecundacao a sua volta (Figura 7b) foi anotado.

Apds a contagem, foi calculada a média dos valores obtidos nas trés
sub-amostras, multiplicado-se por 100 (fator de diluicao), obtendo-se assim o
numero de ovos fecundados por mL da suspensdo. A partir dessa
informacéo foi calculado o volume desta suspensdo que continha 300 ovos,
que posteriormente foram adicionados ao teste com agua intersticial. No
teste da interface sedimento/agua foram adicionados 1000 ovos. Salienta-se
que sempre foi utilizado, em cada teste, um lote de ovos com no minimo

80% de fecundagéo.

3.4.6.5 - Adicao dos organismos aos frascos-teste
Com uma pipeta automatica, foi transferido para os frascos-teste o
volume da suspensao que continha 300 ovos (agua intersticial ou substancia

de referéncia) ou 1000 ovos (interface sedimento/agua), no prazo maximo de

37



30 minutos apods o inicio do processo de fecundacdo, sendo que esse
volume nao excedeu 100uL. O horario de inicio do teste foi devidamente

registrado.

Posteriormente, foram medidos os valores de salinidade, oxigénio
dissolvido e pH de uma sub-amostra do controle e de cada amostra
ambiental, bem como da maior e menor concentracdo de teste com sulfato
de zinco e cloreto de amobnio. As aliquotas para leitura da amoénia foram
preservadas com acido sulfurico (pH<2). Os testes foram mantidos a

2512°C, em fotoperiodo de 16h luz-8h escuridao, por 24 horas.

3.4.6.6 - Encerramento do teste de toxicidade

Ao final de 24 horas, separou-se o0 conteudo de uma das réplicas
extras do controle dos ensaios com agua intersticial, e uma sub-amostra do
controle dos experimentos de interface sedimento/agua, retirada com o
auxilio de uma pipeta Pasteur. Em ambos os casos, essas amostras foram
transferidas para um dos frascos com tampa contendo cerca de 5 gotas de

formol.

Essas amostras foram analisadas ao microscopio, para verificagdo do
estagio de desenvolvimento de 100 embribes e, se as larvas se
apresentavam em estagio de pluteus bem desenvolvido, com bragos de
comprimento no minimo igual ao comprimento do corpo de larva (Figura 7j),
o teste era encerrado. Caso contrario na 25% e, subseqiientemente, até a
28% hora, esse processo poderia ser repetido sem que o teste fosse

invalidado.
Apés a verificagdo, nos experimentos com 4agua intersticial, o

conteudo de cada tubo de ensaio (exceto os tubos preparados para as

analises fisicas e quimicas) foi entdo transferido para o frasco
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correspondente, contendo 5 gotas de formol. Cada frasco foi imediatamente

tampado e agitado suavemente, para preservagcéo dos embrides.

Nos testes de toxicidade da interface sedimento/agua, seguiu-se o
seguinte procedimento :
= Para composicdo da amostra a ser avaliada quanto as variaveis fisicas e
quimicas, cerca de 30mL de cada réplica foram retirados, com o auxilio
de uma pipeta automatica de 10mL, posicionada a aproximadamente 1cm
do sedimento. Quando foi o caso (pontos 1, 2 a 5a, 7, 14, 15a e 18a), foi
retirado com o auxilio de um sifao (tubo de aeragéo, acoplado a um pipeta
de boca arredondada) o volume de 1L, composto das 3 réplicas, para

determinagéao de metais (Cd, Pb, Cu, Cr, Hg, Ni e Zn);

= O frasco-teste que continha os embrides foi retirado do béquer e lavado
externamente, quando necessario, com agua do mar limpa, para

eliminagdo do sedimento aderido nas bordas externas;

= Os embrides foram transferidos do frasco-teste com o auxilio de uma
pisseta de agua do mar e um funil plastico, acoplado ao frasco de 20mL ja

contendo 10 gotas de formol.

3.4.6.7 - Leitura das amostras

Na leitura do teste embrio-larval, de acordo com norma CETESB
(1999), primeiramente deve ser registrado o numero de larvas pluteus
normais (tamanho do corpo igual ao comprimento do corpo) (Figura 7j) e
anormais no controle, num total de cem individuos. A seguir, a leitura das
amostras € realizada através da comparagdo das larvas pluteus com

aquelas do controle.

No presente estudo, a leitura foi ampliada através da introdugédo do
registro dos estagios anteriores a pluteus normais. Para tanto, foram

também anotados o niumero de pluteus pequenos (tamanho menor do que a
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larva normal), gastrula (Figura 7i), moérula (Figura 7g), blastula (Figura 7h),
outras divisdes (divisdes anteriores a moérula, por exemplo ovo com 2, 4 ou 8

células, Figuras 7c a 7f) e individuos deformados.

Para a leitura propriamente dita, foram observados os 100 primeiros
organismos, de cada réplica, que apareceram no campo do microscépio
(aumento 100x), em camara de Sedgewick-Rafter. Primeiramente procedeu-
se a leitura do controle, que serviu como referéncia para as demais
amostras. Posteriormente, a leitura do teste foi realizada aleatoriamente,

sendo que esses dados foram registrados na ficha de teste.

1} “n" ti'.r siu gh morula h]hlustuln

J} larva pluteus

FIGURA 7 - Estagios do desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus
avaliados durante a leitura dos testes de toxicidade.
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3.4.6.8 - Aceitabilidade dos resultados dos testes ecotoxicoldgicos
Foram considerados validos os testes nos quais:
= A porcentagem de pluteus normais no controle experimental foi

superior ou igual a 80%;

» resultado do teste de toxicidade com a substancia de referéncia
sulfato de zinco heptahidratado, realizado em paralelo as amostras
ambientais, encontrou-se dentro do intervalo delimitado por dois
desvios-padrdao em relacdo aos valores médios obtidos

anteriormente para a mesma espécie.

3.5 - Anédlise estatistica dos resultados
3.5.1 - Sulfato de zinco heptahidratado e cloreto de amdnio

Para analise dos resultados dos testes de toxicidade com as
substancias sulfato de zinco heptahidratado e cloreto de amoénio foi
calculada a CI50; 24h. Esse calculo foi realizado através do método de
interpolacgéo linear ICP (NORBERG-KING, 1993).

3.5.2 - Amostras de sedimento

Para a anadlise estatistica dos resultados dos testes de toxicidade
cronica de curta duragdo com L. variegatus em aguas superficiais e
sedimentos, a norma CETESB (1999) indica o teste “t” de Student.
Entretanto, devido a possibilidade de obtengao de “falsos positivos”, onde os
efeitos sdo estatisticamente significativos, mas nao importantes do ponto de
vista biolégico, bem como de “falsos negativos”, onde existem efeitos
adversos, mas ndo sao detectados por imprecisdes na realizagdo do teste,
como variagao bioldgica intrinseca dos organismos experimentais, numero
inadequado de réplicas, etc., optou-se pelo uso do teste “t” por
bioequivaléncia (ERICKSON & MCDONALD, 1995), disponivel no programa
estatistico Toxstat 3.5 (WEST& GULLEY, 1996). Assim, para analisar a
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ocorréncia ou nao de efeito toxico comparou-se o resultado do teste do
controle experimental (amostra 4b) com os resultados dos testes das

diversas amostras.

O teste de hipoteses por bioequivaléncia permite detectar, para o
parametro considerado, neste caso, o desenvolvimento embrio-larval, se as
meédias obtidas no controle e na amostra diferem significativamente. Essa
avaliagdo requer a definicdo da porcentagem de efeito acima da qual é
considerada ndo sé estatistica, mas também biologicamente significativa.
Assim, para a aplicacdo do teste de bioequivaléncia foi necessario o
estabelecimento da constante r, a qual incorpora a porcentagem de efeito
biologicamente relevante. Um dos métodos para definicdo dessa constante
r, fundamenta-se no estabelecimento da DMS (Diferenga Minima
Significativa) e que, segundo THURSBY et al. (1997), constitui uma
abordagem que pode ser aplicada a grande maioria dos procedimentos

estatisticos.

Para o estabelecimento do r, foi efetuado o levantamento dos valores
da DMS obtidos nos calculos dos testes de hipbéteses convencionais de
ensaios de toxicidade com efluentes, substancias quimicas e amostras
ambientais realizados no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica da

CETESB, totalizando 167 dados para L. variegatus.

Os testes de hipoteses convencionais foram efetuados através do
programa Toxstat 3.5 (WEST & GULLEY, 1996) foram conduzidos,
primeiramente, testes de normalidade (Shapiro Wilks e xz). Em seguida, para
a analise de homogeneidade de variancia, aplicou-se o teste de Levene,
utilizando os dados transformados para arco seno, obtidos com amostras de
efluentes e substancias quimicas. Para as amostras ambientais, onde os
dados nao foram transformados, utilizou-se o teste “F”. Posteriormente, para
efluentes e substancias quimicas, foi aplicado o método de comparacdes

multiplas entre as médias dos tratamentos e do controle (procedimento de
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Dunnett) e para amostras ambientais, incluindo uma unica concentragéo e o

controle, foi aplicado o teste “t” de Student.

Para todos os tipos de amostra, foram obtidos os valores de DMS
como uma porcentagem em relagéo a resposta obtida no controle (% DMS =
DMS/ média do controle x 100). Estes foram ordenados para identificacéo
da DMS critica (75° percentil), ou seja, 75% dos dados s&o iguais ou
inferiores a este valor, de acordo com o intervalo de dados de DMS
analisados. Finalmente, o r foi calculado subtraindo-se de 100 o valor de

DMS critico (correspondente ao 75° percentil).

Utilizando-se os valores ordenados, foi definido que o valor da DMS
corresponde a 12%, ou seja, 75% dos resultados foram iguais ou menores
que esse valor. Subtraindo-se o0 mesmo de 100, obteve-se 88% e, portanto,
o valor de r utilizado nos testes de bioequivaléncia aplicados aos resultados
de testes de toxicidade crénica com L. variegatus e amostras ambientais
pela CETESB foi de 0,88. Da mesma forma, no presente estudo, também foi

utilizado este valor de r.

Para a analise de correlagao dos resultados dos testes de toxicidade
e das analises de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), metais,
granulometria e amoénia foi utilizada a técnica de correlagdo canénica, cujo
principio basico é desenvolver uma combinacido linear em cada um dos
conjuntos de variaveis, tal que a correlagédo entre os dois conjuntos seja
maximizada. Na correlagcdo candnica nao existe a distincdo entre variavel
independente e dependente, existem somente dois conjuntos de variaveis

em que se busca a maxima correlagédo entre ambos (MORRISON, 1990).

Primeiramente, dentre os dados observados, foram excluidos aqueles
que possuiam alta correlagdo (acima de 0,997) para evitar problemas de
multicolinearidade. Parametros que apresentaram resultados constantes

para todos os pontos de amostragem também foram excluidos por nao
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serem informativos no sentido estatistico. Quando o valor de concentragao
foi, em algumasamostras, inferior ao limite de detecgdo do método, foi
considerado este limite como indicativo da respectiva concentragcdo. Nessa
avaliagéo o valor de “p” indica o nivel de significancia, e o valor obtido na
correlacdo, quanto mais préximo de 1, evidencia que a mesma é mais

elevada.

No caso especifico da avaliacdo do efeito da aménia ndo ionizada nos
diversos estagios de desenvolvimento embrio-larval, foi aplicada a analise de

regressao linear simples com estimadores de minimos quadrados.
As analises de correlagdo candnica e regressao linear simples foram

realizadas com o auxilio do programa estatistico Statistica (STATSOFT,

1998). O nivel de significancia adotado para os testes foi de 5%.
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4. RESULTADOS

Avaliagbes ecotoxicolégicas de sedimentos devem incluir um controle
negativo, que € o sedimento livre de contaminantes. Esse controle negativo
€ usado para avaliar a aceitabilidade do teste, evidenciando a saude dos
organismos. Por outro lado, um sedimento referéncia também pode ser
utilizado, sendo proveniente da area de estudo e apresentando-se como um
indicador das condi¢des locais (ASTM, 2000).

No inicio do presente projeto foi definido que o sedimento controle
(controle negativo) seria aquele proveniente de Sdo Sebastido, S&o Paulo,
local de coleta de L. variegatus, uma vez que no experimento preliminar com
a interface sedimento/agua, realizado em janeiro/99, o sedimento dessa

regidao nao apresentou efeito toxico sobre os embrides desse equinodermo.

Entretanto, durante a realizacdo deste estudo, com ambos os
métodos empregados, foram observados efeitos adversos sobre L.
variegatus nas amostras provenientes desse sedimento controle. A
porcentagem de pluteus normais presente nos testes com agua intersticial
foi de 0% (em margo e maio) e, na interface sedimento/agua, realizado em
maio, foi de 55%, inviabilizando o uso desse sedimento como controle
negativo. Ja, com relagdo ao sedimento referéncia, ndo havia indicativo de
um ponto de amostragem que, a principio, pudesse ser utilizado para esta

finalidade.

Apdés a realizacdo dos experimentos e do levantamento das
informacdes referentes a granulometria e caracteristicas quimicas, optou-se
por considerar a amostra da llha dos Canéus (ponto 4b) como sedimento
referéncia e, consequentemente, como controle experimental a ser utilizado
nas andlises estatisticas. Também foi considerado para essa escolha, o fato

da amostra 4b apresentar porcentagem de pluteus normais similar aquela
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observada na agua marinha (agua de diluigdo) utilizada para verificacdo do
estagio de desenvolvimento embrio-larval, no final do experimento (Figura
8).
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FIGURA 8 - Porcentagem de pluteus normais de L. variegatus na agua do
mar (1 e 2), em paralelo aos testes com o sedimento referéncia (ponto 4b),
na interface sedimento/agua e agua intersticial.

No estudo “Sistema Estuarino da Baixada Santista” (LAMPARELLI et
al., 2001), os autores optaram por adotar os critérios estabelecidos pelo
Canada e Estados Unidos (FDEP,1994; ENVIRONMENT CANADA, 1999)
(Anexo 1), para classificagdo da qualidade dos sedimentos analisados, uma
vez que a legislagdo ambiental brasileira ndo dispde de critérios especificos
e também n&o existiam dados de valores basais, isto &, anteriores a
contaminagao antropogénica, para as substancias quimicas nos sedimentos

da regido de estudo.

Os valores das substancias apresentadas nesse critério foram

derivados a partir do seu comportamento e persisténcia nos sedimentos,
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potencial de bioacumulacdo e efeitos sobre organismos aquaticos e
discriminam dois niveis de classificacao:

a)TEL (“Threshold Effect Level’), que representa a concentragao
abaixo da qual ndo sao esperados efeitos adversos sobre organismos
aquaticos

b) PEL (“Probable Effect Level”’), que se refere a concentragdo acima
da qual ocorrem efeitos adversos severos sobre a biota aquatica.
Concentracbes intermediarias entre o TEL e o PEL apresentam
probabilidade de ocorréncia de efeitos ocasionais sobre os organismos
(Anexo ).

Através dessa linha de avaliacdo, no ponto 4b, adotado como
sedimento referéncia para os testes ecotoxicologicos, foi verificada a
presenca de mercurio (0,76ug/g) acima do PEL e de acenaftileno (13ug/Kg),

na faixa onde efeitos deletérios ocasionais podem ocorrer.

Com relacdo ao mercurio, ressalta-se que, no teste de solubilizacao
de sedimentos, que ocorre sob condicdes fisicas e quimicas brandas,
simulando a liberacdo de contaminantes para o ambiente, essa substancia
esteve presente em concentragdes abaixo do limite de detecgdo do método
(<0,0002 mg/L) (LAMPARELLI et al.,, dados nao publicados). Embora a
comparagao direta ndo possa ser realizada, essa informagao € um indicativo
de que o mercurio determinado na amostra do sedimento referéncia nao
estaria disponivel acima dessa concentragao. Salienta-se que no trabalho de
KOBAYASHI (1995) a concentracdo de 0,01mg/L de mercurio promoveu
efeito deletério sobre 50% dos individuos da espécie de ourico Anthocidaris

crassispina.

4.1 - Critérios de aceitabilidade dos testes de toxicidade
Conforme apresentado anteriormente, a porcentagem de pluteus bem

desenvolvidos de L. variegatus, nos sedimentos referéncia foi superior a
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80% (Figura 8). Além disso, com relagdo aos testes para avaliacdo da
sensibilidade dos ouricos com sulfato de zinco heptahidratado, os mesmos
indicaram CI150;24h variando de 0,05 a 0,12 mg Zn/L, com média de 0,07mg
Zn/L (Tabela 7). Em PROSPERI (1998), dados anteriormente obtidos para a
mesma espécie indicaram CI50;24h média de 0,07mg Zn/L e o intervalo

delimitado por dois desvios-padrao de 0,03 a 0,12mg Zn/L.

Dessa forma, os resultados dos testes de toxicidade obtidos no
presente estudo apresentaram-se dentro da faixa de sensibilidade

estabelecida anteriormente para os organismos-teste.

TABELA 7 - Valores de CI50;24h obtidos nos testes de toxicidade com L.
variegatus e sulfato de zinco.

SULFATO DE ZINCO
DATA (mg Zn/L)
CI50; 24h
21/01/99 @ 0,05
27/01/99 @ 0,07
24/02/99 @ 0,08
03/03/99 @ 0,09
24/03/99 (! 0,12
25/03/99 (! 0,05
04/05/99 (M 0,05
11/05/99 ! 0,08
07/10/99 @ 0,07
MEDIA 0,07

M
2

testes realizados em paralelo as amostras ambientais.
) testes realizados em paralelo aos testes com aménia ndo ionizada

A norma CETESB (1999) recomenda que no final do experimento a
concentragdo de oxigénio dissolvido deve ser maior ou igual a 3,9mg/L.
Observou-se que a concentragdo de oxigénio dissolvido inicial, nas amostras

de agua intersticial e nas amostras dos testes da interface sedimento/agua,
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durante todo o periodo experimental, estiveram sempre acima do nivel
mencionado (Tabelas 8 e 9). Entretanto, somente no final do experimento
com agua intersticial nas amostras 6, 7b, 11, 15b, 16 e 17 ocorreram

valores inferiores a 3,9mg/L (Tabela 8).

TABELA 8 - Caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de agua
intersticial, provenientes de sedimentos coletados na Baixada Santista,
durante os experimentos com L. variegatus.

INICIO DO TESTE TERMINO DO TESTE
AMOSTRA
TEMPERATURA | SALINIDADE pH 0.D. TEMPERATURA | SALINIDADE pH 0.D.
(°C) (%o0) (unidades) (mglL) (°C) (%o0) (unidades) (mg/L)
1 25,0 31 8,2 6,4 26,0 31 8,1 5,9

2a 25,0 30 8,1 6,3 26,0 30 8,1 59
2b 25,0 31 8,0 6,2 26,0 31 8,1 5,7
3a 25,5 31 8,1 6,2 25,0 31 8,1 5,3
3b 25,5 31 8,2 6,4 25,0 31 8,3 5,4
4a 25,5 30 8,2 6,2 25,0 30 8,0 5,6
5a 25,5 30 8,1 6,0 25,0 30 8,0 53
5b 25,5 31 8,0 5,2 25,0 31 7,9 54
6 25,5 31 8,4 6,5 25,0 31 8,2 1,1
7a 25,5 32 8,0 5,9 25,0 32 7,9 5,2
7b 25,5 33 7,9 4.1 25,0 32 7,9 3,4

8 25,0 30 8,2 6,5 26,0 30 8,2 5,5
9 25,5 32 8,1 6,4 25,0 31 8,2 5,9
10 25,5 31 8,3 6,4 25,0 31 8,2 5,8
11 25,5 31 8,4 6,4 25,0 30 8,3 3,4

12 25,5 31 8,4 6,3 25,0 30 8,2 5,4
13 25,0 30 8,0 6,0 26,0 30 8,0 5,3
14 25,0 30 8,1 6,4 26,0 30 8,1 5,8
15a 25,5 34 8,1 6,2 25,0 34 7,9 5,0
15b 25,5 33 8,2 6,3 25,0 33 8,1 2,8
16 25,5 31 7,9 5,7 25,0 32 7,8 3,3
17 25,5 34 8,0 6,2 25,0 34 7,6 3,4
18a 25,5 34 8,1 5,3 25,0 34 8,0 5,3
18b 25,5 34 8,1 6,0 25,0 34 8,0 5,5

4b* 25,5 30 8,0 6,2 25,0 30 7,9 55

* sedimento referéncia
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TABELA 9 - Caracteristicas fisicas e quimicas da interface sedimento/agua,
provenientes das amostras de sedimentos coletados na Baixada Santista,
durante os experimentos com L. variegatus.

INICIO DO TESTE

TERMINO DO TESTE

AMOSTRA TEMPERATURA | SALINIDADE pH oD TEMPERATURA | SALINIDADE pH Oo.D
cc) (%0) (unidades) | (mglL) () (%0) (unidades) | (mglL)

1 25,0 33 8,1 6,2 26,0 32 7,8 5,0
2a 25,0 33 8,1 6,3 26,0 33 7,8 54
2b 25,0 33 8,0 6,4 26,0 32 7,8 5,3
3a 25,5 33 8,0 6,4 26,0 33 7,8 54
3b 25,5 34 8,0 6,3 26,0 34 7,9 5,2
4a 25,5 33 8,0 6,4 26,0 33 7,8 54
5a 25,5 33 8,0 6,3 26,0 33 7,8 5,2
5b 25,5 33 8,0 6,4 26,0 34 7,8 5,0
6 25,5 34 8,1 6,1 26,5 34 7,9 4,9
7a 24,5 35 8,1 6,2 25,0 35 8,0 53
7b 24,5 35 8,0 6,2 25,0 34 7,9 5,0
8 25,0 34 8,2 6,4 26,0 34 7,9 53
9 25,5 33 8,1 6,2 26,5 33 7,8 5,0
10 25,5 34 8,1 6,3 26,5 34 7,9 54
11 25,5 35 8,1 6,2 26,5 34 7,9 5,1
12 25,5 34 8,1 6,2 26,5 34 8,0 5,1
13 25,0 34 8,1 6,3 26,0 35 8,0 5,3
14 25,0 35 8,2 6,4 26,0 35 8,0 5,7
15a 25,0 34 8,0 6,3 25,0 34 7,9 5,4
15b 25,0 34 8,0 6,1 25,0 34 7,8 5,2
16 25,0 34 8,1 6,1 25,0 34 7,8 5,3
17 25,0 34 8,0 6,1 25,0 34 7,9 54
18a 24,5 35 8,1 6,2 25,0 34 8,0 5,2
18b 24,5 35 8,1 6,2 25,0 35 8,0 54
4b* 25,5 33 8,0 6,3 26,0 34 7,8 5,2

* sedimento referéncia

Os parametros relativos as variaveis temperatura e pH, de ambos os

tipos de experimento,

e salinidade para o teste com a

interface

sedimento/agua, estiveram dentro da faixa de variagao aceitavel para esses

testes (Tabelas 8 e 9). Com relagdo a salinidade, nos testes com agua
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intersticial, as amostras que sofreram o processo de salinizagdo (exceto as
amostras 7a, 7b, 14, 15a, 15b, 16, 17, 18a e 18b) estiveram abaixo da faixa
recomendada pela norma CETESB (1999), que € de 34+2%.. Sabe-se que a
salinizacdo promove a diluicdo da amostra, em funcdo da adicdo de
salmoura e, conforme pode ser observado na Tabela 10, a porcentagem de
agua intersticial, apés o processo de salinizagéo, apresentou uma variagao

de 60 a 93% na concentragéo final das amostras analisadas.

TABELA 10 - Porcentagem de &agua intersticial nas amostras apos o
processo de salinizagao.

% DE AGUA INTERSTICIAL
AMOSTRA NA AMOSTRA FINAL
1 72
2a 77
2b 72
3a 60
3b 82
4a 60
5a 69
5b 69
6 93
7a 100 *
7b 100 *
8 87
9 76
10 79
11 89
12 87
13 76
14 100 *
15a 100 *
15b 100 *
16 100 *
17 100 *
18a 100 *
18b 100 *
4p** 75

* amostras nao foram salinizadas  ** sedimento referéncia
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4.2 - Amonia

Os valores de CI50;24h obtidos nos testes com o cloreto de aménio,

expressos em mg amoénia/L foram convertidos para mg de aménia nao

ionizadallL, e estdo apresentados na Tabela 11.

TABELA 11 - Valores de CI150;24h obtidos nos testes de toxicidade com L.
variegatus e amoénia n&o ionizada.

AMONIA NAO IONIZADA (em mg/L)

DATA
CI50:24hs Cl12; 24hs
21/01/99 0,08 0,09
27/01/99 0,14 0,04
24/02/99 0,12 0,07
03/03/99 0,15 0,11
07/10/99 0,14 0,09
MEDIA 0,13 0,08
5 0,029 0,026
C.V. (%) 23 33

As concentragdes de inibicdo, C150;24h, para a ambnia nao ionizada,

variaram de 0,08 a 0,15mg/L, com média de 0,13mg/L (Tabela 11), ou seja,

50% dos organismos podem ser afetados nessa faixa de concentragdo de

amonia ndo ionizada.

Com o objetivo de verificar a influéncia da ambnia ndo ionizada sobre

o desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus, nos testes de toxicidade

com as amostras de sedimento, optou-se por efetuar o calculo da Cl12;24h,

que corresponde a concentragdao a partir da qual ocorre um efeito

biologicamente significativo. Para isso, considerou-se a DMS (diferenca

minima significativa) critica igual a 12%, detalhada no item 3.5.2. A partir dos
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calculos estatisticos obteve-se a Cl12;24h variando de 0,04 a 0,11mg de

amonia n&o ionizada/lL (Tabela 11).

Posteriormente, considerando o coeficiente de variagcédo (C.V.) de
33%, estabeleceu-se a concentragdo de 0,05 mg de amdnia n&o ionizada/lL
(média — C.V.) a ser utilizada como ponto de corte na comparagdo com 0s
resultados das amostras de agua intersticial ou da interface sedimento/agua.
Isso significou que aquelas amostras que apresentaram teor de aménia nao
ionizada menor ou igual a 0,05mg/L ndo estariam sendo influenciadas por
essa substéncia, ou seja, a toxicidade poderia ser atribuida a outros
componentes presentes na amostra e nao estar diretamente associada a

amonia.

As determinacdes de aménia total e de aménia ndo ionizada, obtidas
através da analise conjunta das variaveis pH, salinidade e temperatura, para
os testes com amostras de agua intersticial e interface sedimento/agua,

estdo apresentadas nas Tabelas 12 e 13, respectivamente.
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TABELA 12 - Concentragbes de amoénia total e ndo ionizada (mg/L), obtidas
nas amostras de agua intersticial durante os testes de toxicidade com L.
variegatus.

INiICIO DO TESTE TERMINO DO TESTE
AMOSTRA[AMONIA  [AMONIANAO| AMONIA |[AMONIA NAO
TOTAL IONIZADA TOTAL IONIZADA

1 1,00 0,07 1,50 0,09
2a 7,20 0,40 7,40 0,45
2b 8,40 0,38 9,80 0,59
3a 6,10 0,36 3,30 0,19
3b 9,00 0,65 8,00 0,69
4a 3,80 0,27 2,00 0,09
5a 3,60 0,21 1,60 0,07
5b 3,60 0,17 2,00 0,07
6 75,00 8,24 65,00 4,53
7a 3,10 0,15 4,20 0,15
7b 5,20 0,20 5,90 0,21
8 7,00 0,49 8,00 0,60
9 3,50 0,20 3,10 0,22
10 4,50 0,40 4,40 0,31
11 9,70 1,07 9,60 0,83
12 4,50 0,49 4,20 0,29
13 1,30 0,06 2,10 0,10
14 0,77 0,04 1,00 0,06
15a 7,70 0,44 8,0 0,28
15b 29,00 2,09 30,5 1,71
16 2,40 0,09 3,0 0,04
17 1,80 0,08 2,6 0,05
18a 3,40 0,19 4,20 0,19
18b 3,00 0,17 3,00 0,13
4b* 2,70 0,13 1,20 0,04

* sedimento referéncia
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TABELA 13 - Concentragbes de amoénia total e ndo ionizada (mg/L), obtidas
nas amostras da interface sedimento/agua, durante os testes de toxicidade
com L. variegatus.

INiICIO DO TESTE TERMINO DO TESTE
AMOSTRA[ " AMONIA  [AMONIANAO| AMONIA [AMONIA NAO
TOTAL IONIZADA TOTAL IONIZADA

1 0,38 0,02 0,55 0,01
2a 2,70 0,15 2,00 0,04
2b 2,80 0,13 3,70 0,06
3a 0,41 0,02 1,10 0,03
3b 1,40 0,06 2,30 0,09
4a 0,14 0,01 0,05 0,001
5a 0,14 0,01 0,22 0,01
5b 0,15 0,01 0,26 0,01
6 6,60 0,38 8,00 0,32
7a 0,39 0,02 0,58 0,03
7b 1,30 0,06 2,30 0,08
8 0,74 0,05 1,10 0,04
9 0,58 0,03 1,10 0,04
10 0,34 0,02 0,35 0,01
11 3,80 0,22 5,30 0,21
12 0,35 0,02 0,42 0,02
13 0,27 0,01 0,38 0,02
14 0,16 0,01 0,15 0,01
15a 0,34 0,02 1,90 0,07
15b 2,50 0,11 5,30 0,15
16 0,09 0,005 0,70 0,02
17 0,13 0,01 0,42 0,01
18a 0,49 0,03 1,20 0,05
18b 0,34 0,02 0,47 0,02

4b* 0,06 0,003 0,02 0,0005

* sedimento referéncia

Os resultados obtidos através da correlacdo candnica entre a amoénia

nao ionizada inicial e final e os resultados dos testes de toxicidade, em
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termos do numero de individuos nos diferentes estagios de desenvolvimento
embrio-larval atingidos, nos dois métodos, foi significativa para ambos,

sendo maior na interface sedimento/agua (Tabela 14).

TABELA 14 - Correlagédo candnica entre a concentracdo de aménia nao
ionizada e os efeitos toxicos sobre os estagios embrio-larvais, nos testes de
toxicidade com L. variegatus.

RELACAO DE VARIAVEIS NOS METODO CORRELAGAO
CONJUNTOS CANONICA
) PLUTEUS NORMAIS, |AGUA 0,920
AMONIA | PLUTEUS PEQUENOS, |INTERSTICIAL p=0,0002
INICIAL, | GASTRULA, BLASTULA,
AMONIA :
FINAL MOEK/LIQ’O%LS’T;AS INTERFACE 0,987
DEFORMADOS SEDIMENTO/AGUA p<0,0001

Para uma avaliagdo localizada, em termos de qual estagio embrio-
larval poderia ser mais afetado pelas concentracbes de amobnia nao
ionizada, aplicou-se a técnica de regressao linear simples, com estimadores
de minimos quadrados (Tabela 15). Verificou-se que a presenga da amoénia
correlacionou-se significativamente na interface sedimento/agua com o
estagio de gastrula, enquanto que na agua intersticial, a maior influéncia foi
observada nos estagios de morula e blastula. Na referida Tabela s&o
apresentados somente os valores dos coeficientes de correlacao que foram
significativos, sendo que essa anadlise também indicou que a interpretagéo
dos sinais dos coeficientes ndo pode ser conclusiva, devido as diferencas

entre as respostas inicial e final.
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Tabela 15 - Avaliagcado da influéncia da aménia nao ionizada (inicial e final)
sobre os efeitos téxicos nos diferentes estagios do desenvolvimento embrio-
larval de L. variegatus.

Pluteus Pluteus Outras
Tipo de | Normais | Pequenos divisbes

Gastrula Blastula Morula Deformados

Teste
Inicial | Final [ Inicial [ Final | Inicial | Final | Inicial [ Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial

Final

(51,8)

agua

Interface
sedimento/

0,348|0,594 (0,754 (0,998 0,331 |0,003|0,094 | 0,559 | 0,098 | 0,549 | 0,525 | 0,604 | 0,422

0,425

(-61,3)((104,7)|(-51,7) | (97,3)

agua
Intersticial

0,080 (0,056 |0,1280,083 (0,590 | 0,523 0,037 (0,044 0,003 0,002 {0,096 | 0,329 | 0,845

0,869

Valores dos coeficientes de correlagdo que foram significativos entre parénteses; p=0,05 (em italico)

Com relacdo as analises no sedimento bruto, as determinagdes de
amonia variaram de 0,79 a 11mg/kg (Tabela 16). Analisando as amostras
que apresentaram os maiores valores de amoénia total nas trés matrizes,
observou-se que o fato de uma amostra de sedimento apresentar a maior
concentragdo de amobnia total ndo significa que as amostras
correspondentes da agua intersticial ou da agua da interface sedimento/agua
também irdo apresentar os maiores valores dessa substancia (Tabelas
12 e 13).
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AMONIA TOTAL

AMOSTRA
(mg/kg)
1 4,2
2a 2,1
2b 6
3a 8,2
3b 11
4a 2,2
53 .
5b 1,4
6 6,9
7a 1,6
7b 2,1
8 5,8
9 4.9
10 1,3
11 7,8
12 1,7
13 0,96
14 0,79
15a 3,6
15b 9,6
16 0,85
17 1,4
18a 7,2
18b 5,6
4b* 2,7

TABELA 16 - Concentragdes de amoénia total nas amostras de sedimento
coletadas na Baixada Santista.

* sedimento referéncia
** nao foi efetuada analise

Conforme apresentado no quadro abaixo, as amostras que

apresentaram a maior e a menor concentracido de aménia total no sedimento
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bruto (Tabela 16) e as concentragdes de ambnia nao ionizada na agua
intersticial e na interface (Tabelas 12 e 13), observou-se que somente na
amostra 14 foi verificada a coincidéncia de ocorrer a menor concentragao de

amonia tanto na agua intersticial quanto no sedimento bruto.

, . . - Interface
sedimento bruto agua intersticial . X
sedimento/agua
a b a b a b
Amostras 3b 14 6 14 6 4b

a = amostras que apresentam maiores concentragées de amonia
b = amostras que apresentam menores concentragées de aménia

4.3 - Efeito toxico observado nas amostras de &gua intersticial e na
interface sedimento/agua

Os resultados dos testes de toxicidade com a agua intersticial e
interface sedimento/agua estao apresentados na Tabela 17. Nos testes com
agua intersticial apenas as amostras 4a, 5a e 14 (12,5% do total) nao
acarretaram efeito toxico sobre os embrides de L. variegatus. Com relagéo
as amostras analisadas pelo método da interface sedimento/agua, as
amostras 1, 4a, 5a, 5b, 7a, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 153, 16 e 18a (58% do total)

nao apresentaram efeito toxico sobre os organismos expostos.
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TABELA 17 - Resultados dos testes de toxicidade com L. variegatus na
interface sedimento/agua e na agua intersticial de sedimento da Baixada
Santista.

AMOSTRA | “ESEMENTO | SEDIMENTO/AGUA
1 T NT
2a T T
2b T T
3a T T
3b T T
4a NT NT
54 NT NT
5b T NT
6 T T
7a T NT
7b T T
8 T NT
9 T NT
10 T NT
11 T T
12 T NT
13 T NT
14 NT NT
15a T NT
15b T T
16 T NT
17 T T
18a T NT
18b T T
Ab* NT NT

* sedimento referéncia
NT = nao apresentou efeito toxico T = apresentou efeito toxico
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4.3.1 - Registro dos diferentes estagios embrio-larvais

A introducdo do registro dos estagios anteriores a pluteus normais,
conforme descrito no item 3.4.6.7, revelou-se bastante util, pois além de
oferecer informagcdes a respeito da toxicidade, possibilitou a discriminacao
da intensidade dos efeitos toxicos nas diversas amostras, a partir do numero

de organismos em cada estagio de desenvolvimento (Tabelas 18 e 19).
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TABELA 18 - Intensidade dos efeitos toxicos nos estagios de
desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus, nas amostras de agua
intersticial provenientes de sedimentos coletados na Baixada Santista.

NUMERO DE INDIVIDUOS AO FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
AMOSTRA REPLICA
Romins | pealEnSs | GAsTRULA | BLASTULA | MORULA |pEFORMADOs | [ ORTIRAS

1 43,0 54,0 0 0 0 3,0 0

2 42,0 56,0 0 2,0 0 0,0 0

1 3 43,0 52,0 0 1,0 0 4,0 0
média 42,7 54,0 0 1,0 0 2,3 0

dp 0,6 2,0 0 1,0 0 2,1 0
1 0 0 0 74,0 17,0 6,0 3,0
2 0 0 0 82,0 6,0 10,0 2,0
2a 3 0 0 0 75,0 15,0 7,0 3,0
média 0 0 0 77,0 12,7 7,7 2,7
dp 0 0 0 4.4 5,9 2,1 0,6

1 0 0 0 96,0 2,0 2,0 0

2 0 0 0 90,0 3,0 7,0 0

2b 3 0 0 0 91,0 4,0 5,0 0
média 0 0 0 92,3 3,0 4,7 0

dp 0 0 0 3,2 1,0 2,5 0

1 0 77,0 18,0 1,0 0 4,0 0

2 0 81,0 14,0 0,0 0 5,0 0

3a 3 0 69,0 29,0 1,0 0 1,0 0
média 0 75,7 20,3 0,7 0 3,3 0

dp 0 6,1 7,8 0,6 0 2,1 0

1 0 0 0 100,0 0 0 0

2 0 0 0 99,0 0 1,0 0

3b 3 0 0 0 100,0 0 0 0
média 0 0 0 99,7 0 0,3 0

dp 0 0 0 0,6 0 0,6 0

1 84,0 15,0 0 0,0 0 0,0 1,0

2 84,0 13,0 0 0,0 0 3,0 0

4a 3 78,0 18,0 0 2,0 0 2,0 0
média 82,0 15,3 0 0,7 0 1,7 0,3

dp 3,5 2,5 0 1,2 0 1,5 0,6

1 93,0 4,0 0 0 0 3,0 0

2 97,0 1,0 0 0 0 2,0 0

4b* 3 91,0 3,0 0 0 0 3,0 3,0
média 93,7 2,7 0 0 0 2,7 1,0

dp 3,1 1,5 0 0 0 0,6 1,7

1 86,0 13,0 0 0,0 0 1,0 0

2 92,0 7,0 0 1,0 0 0 0

5a 3 94,0 4,0 0 0,0 0 2,0 0
média 90,7 8,0 0 0,3 0 1,0 0

dp 4,2 4,6 0 0,6 0 1,0 0

* sedimento referéncia
** estagios anteriores a morula, dp = desvio padréo.
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TABELA 18 - (continuagao).

NUMERO DE INDIVIDUOS AO FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
AMOSTRA REPLICA
Zéf,&:é P'E'bUUTS\LIJgs GASTRULA | BLASTULA MORULA | DEFORMADOS D,?,%JSTgEASS o
1 0 12,0 3,0 79,0 0 6,0 0
2 0 25,0 12,0 59,0 0 4,0 0
5b 3 0 48,0 5,0 39,0 0 8,0 0
média 0 28,3 6,7 59,0 0 6,0 0
dp 0 18,2 4,7 20,0 0 2,0 0
1 0 0 0 0 0 7,0 93,0
2 0 0 0 0 0 4,0 96,0
6 3 0 0 0 0 0 5,0 95,0
média 0 0 0 0 0 5,3 94,7
dp 0 0 0 0 0 1,5 1,5
1 0 0 0 94,0 6,0 0 0
2 0 0 0 93,0 7,0 0 0
7a 3 0 0 0 100,0 0 0
média 0 0 0 95,7 6,5 0 0
dp 0 0 0 3,8 0,7 0 0
1 0 0 0 0 0 10,0 90,0
2 0 0 0 0 0 0 100,0
7b 3 0 0 0 0 0 28,0 72,0
média 0 0 0 0 0 12,7 87,3
dp 0 0 0 0 0 14,2 14,2
1 0 0 0 91,0 3,0 6,0 0
2 0 0 0 96,0 0 4,0 0
8 3 0 0 0 93,0 1,0 6,0 0
média 0 0 0 93,3 1,3 5,3 0
dp 0 0 0 2,5 1,5 1,2 0
1 0 84,0 4,0 0 12,0 0
2 0 2,0 92,0 2,0 0 4,0 0
9 3 0 5,0 88,0 1,0 0 6,0 0
média 0 3,5 88,0 2,3 0 7,3 0
dp 0 2,1 4,0 1,5 0 4,2 0
1 0 0 42,0 53,0 0 5,0 0
2 0 0 48,0 48,0 0 4,0 0
10 3 0 0 58,0 40,0 0 2,0 0
média 0 0 49,3 47,0 0 3,7 0
dp 0 0 8,1 6,6 0 1,5 0
1 0 0 0,0 0 100,0 0 0
2 0 0 0,0 0 100,0 0 0
11 3 0 0 0,0 38,0 57,0 4,0 1,0
média 0 0 0,0 12,7 85,7 1,3 0,3
dp 0 0 0,0 21,9 24,8 2,3 0,6

** estagios anteriores a morula, dp = desvio padréo.
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TABELA 18 - (continuagéo).

NUMERO DE INDIVIDUOS AO FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
AMOSTRA | REPLICA
Zéf,&:,g P'E'bUUTSths GASTRULA | BLASTULA MORULA | DEFORMADOS D,?,%JSTgEASS o

1 0 0 67,0 33,0 0 0,0 0

2 0 0 70,0 28,0 0 2,0 0

12 3 0 0 78,0 22,0 0 0,0 0
média 0 0 71,7 27,7 0 0,7 0

dp 0 0 5,7 5,5 0 1,2 0

1 15,0 81,0 0 0 0 4,0 0

2 13,0 87,0 0 0 0 0 0

13 3 13,0 84,0 0 2,0 1,0 0 0
média 13,7 84,0 0 0,7 0,3 1,3 0

dp 1,2 3,0 0 1,2 0,6 2,3 0

1 74,0 22,0 1,0 0,0 0 3,0 0

2 81,0 17,0 0 2,0 0 0 0

14 3 88,0 11,0 0 0 0 1,0 0
média 81,0 16,7 0,3 0,7 0 1,3 0

dp 7,0 5,5 0,6 1,2 0 %) 0

1 0 0 0 100,0 0 0 0

2 0 0 0 94,0 3,0 3,0 0

15a 3 0 0 0 90,0 8,0 1,0 1,0
média 0 0 0 94,7 3,7 1,3 0,3

dp 0 0 0 5,0 4,0 1,5 0,6

1 0 0 0 0 97,0 3,0 0

2 0 0 0 0 99,0 1,0 0

15b 3 0 0 0 0 100,0 0 0
média 0 0 0 0 98,7 1,3 0

dp 0 0 0 0 1,5 1,5 0

1 0 48,0 24,0 4,0 16,0 8,0 0

2 0 35,0 18,0 8,0 29,0 10,0 0

16 3 0 62,0 20,0 2,0 8,0 6,0 2,0
média 0 48,3 20,7 4,7 17,7 8,0 0,7

dp 0 13,5 3,1 3,1 10,6 2,0 1,2

1 8,0 82,0 2,0 0 1,0 4,0 3,0

2 2,0 90,0 4,0 1,0 0 3,0 0

17 3 7,0 86,0 3,0 0 0 4,0 0
média 5,7 86,0 3,0 0,3 0,3 3,7 1,0

dp 3,2 4,0 1,0 0,6 0,6 0,6 1,7

1 0 63,0 26,0 7,0 0 4,0 0

2 0 69,0 23,0 2,0 0 6,0 0

18a 3 0 66,0 31,0 0 3,0 0
média 0 66,0 26,7 4,5 0 4,3 0

dp 0 3,0 4,0 3,5 0 1,5 0

1 3,0 89,0 2,0 2,0 0 4,0 0

2 1,0 90,0 3,0 2,0 0 4,0 0

18b 3 0 88,0 2,0 2,0 0 8,0 0
média 1,3 89,0 2,3 2,0 0 53 0

dp 1,5 1,0 0,6 0 0 2,3 0

** estagios anteriores a morula, dp = desvio padréo.
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TABELA 19 - Intensidade dos efeitos toxicos nos estagios de
desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus, na interface sedimento/agua
das amostras de sedimento coletadas na Baixada Santista.

NUMERO DE INDIVIDUOS AO FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
AMOSTRA REPLICA
ZEURT,\E/:E P'E'bUUTS\l,Jgs GASTRULA | BLASTULA MORULA | DEFORMADOS D,?,%JSTgEASS o

1 88 8 0 0 0 4 0

2 90 4 0 0 0 6 0

1 3 89 4 0 0 0 6 1
média 89,0 53 0 0 0 53 0,3
dp 1,0 2,3 0 0 0 1,2 0,6

1 4 86 0 1 0 9 0

2 12 83 0 0 0 5 0

2a 3 10 80 0 1 0 9 0

média 8,7 83,0 0 0,7 0 7,7 0

dp 4,2 3,0 0 0,6 0 2,3 0

1 10 79 1 0 0 10 0

2 11 78 1 0 0 9 1

2b 3 14 83 1 0 0 2 0
média 11,7 80,0 1,0 0 0 7,0 0,3
dp 2,1 2,6 0 0 0 4.4 0,6

1 9 82 0 0 0 9 0

2 6 89 0 0 0 5 0

3a 3 45 48 0 0 0 7 0

média 20,0 73,0 0 0 0 7,0 0

dp 21,7 21,9 0 0 0 2,0 0

1 0 88 2 0 0 10 0

2 3 86 2 0 0 9 0

3b 3 0 90 2 0 0 8 0

média 1,0 88,0 2,0 0 0 9,0 0

dp 1,7 2,0 0 0 0 1,0 0

1 92 7 0 0 0 1 0

2 84 12 0 0 0 4 0

4a 3 56 39 0 1 0 4 0

média 77,3 19,3 0 0,3 0 3,0 0

dp 18,9 17,2 0 0,6 0 1,7 0

1 86 6 0 0 0 5 3

2 87 6 0 0 0 7 0

4b* 3 76 18 0 0 0 6 0
média 83,0 10,0 0 0 0 6,0 1,0
dp 6,1 6,9 0 0 0 1,0 1,7

1 62 10 0 0 0 28 0

2 76 20 1 0 0 3 0

5a 3 69 21 0 0 0 10 0

média 69,0 17,0 0,3 0 0 13,7 0

dp 7,0 6,1 0,6 0 0 12,9 0

* sedimento referéncia
** estagios anteriores a morula, dp = desvio padréo.
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TABELA 19 - (continuagéo).

NUMERO DE INDIVIDUOS AO FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
AMOSTRA REPLICA
s | pealEnSs | AsTRULA | BLASTULA | MORULA |pEFORMADOS | ORTIRAS

1 88 9 0 0 0 3 0

2 87 4 0 0 0 9 0

5b 3 86 10 0 0 0 4 0
média 87,0 7,7 0 0 0 53 0

dp 1,0 3,2 0 0 0 3,2 0

1 0 0 3 70 2 24 1

2 0 0 6 76 1 17 0

6 3 0 0 10 72 0 18 0
média 0,0 0,0 6,3 72,7 1,0 19,7 0,3

dp 0,0 0,0 3,5 3,1 1,0 3,8 0,6

1 79 19 0 0 0 1 1

2 48 43 0 0 0 8 1

7a 3 69 28 0 0 0 3 0
média 65,3 30,0 0 0 0 4,0 0,7

dp 15,8 12,1 0 0 0 3,6 0,6

1 6 88 0 0 0 6 0

2 3 90 0 0 0 7 0

7b 3 5 87 2 0 0 6 0
média 4,7 88,3 0,7 0 0 6,3 0

dp 1,5 1,5 1,2 0 0 0,6 0

1 82 13 0 0 0 5 0

2 84 10 0 0 0 6 0

8 3 85 7 0 0 0 8 0
média 83,7 10,0 0 0 0 6,3 0

dp 1,5 3,0 0 0 0 1,5 0

1 90 5 0 0 0 4 1

2 82 14 0 0 0 4 0

9 3 84 9 0 0 0 7 0
média 85,3 9,3 0 0 0 5,0 0,3

dp 4,2 4.5 0 0 0 1,7 0,6

1 77 9 0 0 0 14 0

2 90 5 0 0 0 5 0

10 3 84 6 0 0 0 9 1
média 83,7 6,7 0 0 0 9,3 0,3

dp 6,5 2,1 0 0 0 4,5 0,6

1 30 57 4 1 0 8 0

2 0 50 33 0 0 16 1

11 3 14 69 7 0 0 10 0
média 14,7 58,7 14,7 0,3 0,0 11,3 0,3

dp 15,0 9,6 15,9 0,6 0,0 4,2 0,6

** estagios anteriores a morula, dp = desvio padrao.
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TABELA 19 - (continuagéo).

NUMERO DE INDIVIDUOS AO FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
AMOSTRA | REPLICA
Zéf,&:,g P'E'bUUTSths GASTRULA | BLASTULA MORULA | DEFORMADOS D,?,%JSTgEASS o

1 86 5 0 0 0 9 0

2 88 4 0 0 0 7 1

12 3 86 7 0 0 0 7 0
média 86,7 53 0 0 0 7,7 0,3

dp 1,2 1,5 0 0 0 1,2 0,6

1 85 10 0 0 0 5 0

2 89 10 0 0 0 1 0

13 3 86 6 0 3 0 5 0
média 86,7 8,7 0 1,0 0 3,7 0

dp 2,1 2,3 0 1,7 0 2,3 0

1 87 2 0 0 0 11 0

2 88 11 0 1 0 0 0

14 3 92 8 0 0 0 0 0
média 89,0 7,0 0 0,3 0 3,7 0

dp 2,6 4.6 0 0,6 0 6,4 0

1 83 15 0 0 0 2 0

2 72 27 0 0 0 1 0

15a 3 77 22 0 0 0 1 0
média 77,3 21,3 0 0 0 1,3 0

dp 55 6,0 0 0 0 0,6 0

1 0 75 12 1 0 12 0

2 0 75 4 1 0 20 0

15b 3 0 74 11 0 0 15 0
média 0,0 74,7 9,0 0,7 0 15,7 0

dp 0,0 0,6 4.4 0,6 0 4,0 0

1 68 23 0 1 0 8 0

2 75 14 0 0 0 11 0

16 3 85 11 0 0 0 4 0
média 76,0 16,0 0 0,3 0,0 7,7 0

dp 8,5 6,2 0 0,6 0,0 3,5 0

1 52 39 0 0 0 9 0

2 20 65 0 1 0 14 0

17 3 53 38 0 1 0 8 0
média 41,7 47,3 0 0,7 0 10,3 0

dp 18,8 15,3 0 1 0 3,2 0

1 67 28 2 1 0 2 0

2 79 14 0 0 0 7 0

18a 3 68 28 2 0 0 2 0
média 71,3 23,3 1,3 0,3 0 3,7 0

dp 6,7 8,1 1,2 0,6 0 2,9 0

1 0 77 0 0 0 23 0

2 48 43 0 5 0 4 0

18b 3 0 90 2 0 0 8 0
média 16,0 70,0 0,7 1,7 0 11,7 0

dp 27,7 24,3 1,2 2,9 0 10,0 0

** estagios anteriores a morula, dp = desvio padréo.
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4.4 - Anélises quimicas

Os resultados das analises de metais na agua intersticial (Tabela 20)

apresentaram concentragbes de cadmio e mercurio inferiores ao limite de

detecgao (0,005mg/L e 0,01mg/L, respectivamente). J& as concentragdes

dos demais metais apresentaram variagdo conforme segue: cobre (0,0026 a
0,17mg/L); cromo (<0,01 a 0,079mg/L); chumbo (<0,01 a 0,30mg/L); niquel

(0,0035 a 0,33mg/L) e zinco (<0,001 a 56mg/L).

TABELA 20 - Concentragcdes de metais, expressas em mg/L, na agua
intersticial das amostras de sedimento coletados na Baixada Santista.

AMOSTRA | Cd Cr Cu Hg Ni Pb Zn
1 <0,005| 0,013 | 0,0026 | <0,01 | 0,0046 | 0,0022 | 0,33
2a <0,005| <0,01 | 0,47 | <0,01 | 0,016 | 0,22 0,16
3a <0,005| 0,068 | 0,084 | <0,01 0,33 0,3 1,7
3b <0,005| 0,055 | 0,12 | <0,01 0,29 0,04 1,1
4a <0,005| 0,029 | 0,078 | <0,01 0,29 | 0,055 1,8
5a <0,005| 0,027 | 0,022 | <0,01 0,24 | 0,028 1,5
5b <0,005| 0,027 | 0,024 | <0,01 0,24 | 0,022 1
6 <0,005| 0,03 | 0,017 | <0,01 | 0,012 | 0,025 |< 0,001
7a <0,005| 0,023 | 0,014 | <0,01 | 0,011 | 0,0014 0
8 <0,005| <0,01 | 0,14 | <0,01 | 0,013 | 0,15 1,7
9 <0,005| 0,027 |0,0062 | <0,01 | 0,0099 | 0,016 | 0,022
10 <0,005| 0,023 | 0,0094 | <0,01 | 0,0035| 0,011 | 0,047
11 <0,005| 0,039 |0,0049 | <0,01 | 0,0073 | 0,027 |< 0,001
12 <0,005| 0,03 |0,0058 | <0,01 | 0,0061 | 0,018 | 0,031
13 <0,005| <0,01 | 0,15 | <0,01 0,02 0,16 56
14 <0,005| 0,011 0,16 | <0,01 | 0,041 0,27 0,27
15a <0,005| 0,02 0,07 | <0,01 0,01 0,01 0,02
15b <0,005| 0,05 0,07 | <0,01 0,01 | <0,01 | <0,01
16 <0,005| 0,079 | 0,026 | <0,01 | 0,026 | 0,087 | 0,093
17 <0,005| 0,03 0,09 | <0,01 0,03 0,08 0,08
18a <0,005| 0,029 |0,0075| <0,01 | 0,0088 | 0,0073 | 0,36
4b* <0,005| 0,022 | 0,023 | <0,01 0,24 | 0,028 1,8

* sedimento referéncia
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As determinagcbes de metais medidas nas amostras da interface
sedimento/agua estdo apresentadas na Tabela 21. Observou-se que as
concentragdes de cromo e mercurio estiveram abaixo do limite de detecgéo
do método (0,05mg/L - cromo; 0,0001, 0,0003 ou 0,0004mg/L - mercurio)
Também observou-se variagdes nas concentragdes de cadmio (0,01 a
0,1mg/L), chumbo (0,06 a 1,40 mg/L), cobre (<0,004 a 0,11 mg/L), niquel
(0,07 a 0,5 mg/L) e zinco (<0,01 a 0,05 mg/L).

TABELA 21 - Concentragdes de metais, expressas em mg/L, na interface
sedimento/agua, das amostras de sedimento coletadas na Baixada Santista.

AMOSTRA Cd Pb Cu Cr Hg Ni Zn
1 0,080 0,57 0,04 <0,05 |<0,0003| 0,410 0,02
2a 0,100 0,61 0,05 <0,05 [<0,0003| 0,500 0,02
3a 0,020 1,29 0,10 <0,05 [<0,0001| 0,150 0,02
4a 0,020 1,31 0,10 <0,05 |<0,0001| 0,150 0,02
5a 0,020 1,40 0,11 <0,05 (<0,0001| 0,170 0,05
7a 0,010 0,07 | <0,004 | <0,05 |<0,0003| 0,070 | <0,01
14 0,100 0,68 0,04 <0,05 |<0,0003| 0,460 0,02
15a 0,020 1,34 0,11 <0,05 |<0,0001| 0,170 0,02
18a 0,010 0,06 | <0,004 | <0,05 |<0,0003| 0,070 | <0,01
agua de diluicéo
marinha adicionada | 0,100 0,63 0,05 <0,05 [<0,0004| 0,430 0,02
sobre o sedimento

Os resultados das determinagdes dos metais no sedimento bruto
estdo apresentados na Tabela 22. Observaram-se concentragcbes de cobre
(0,41 a 90ug/g), cadmio (<0,05 a 1,7ug/g), chumbo (1,8 a 232ug/g ), niquel
(0,97 a 33ug/g), zinco (5,2 a 878ug/g), cromo (1,5 a 70ug/g) e mercurio
(<0,005 a 0,97ug/q).
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TABELA 22 - Concentragbes de metais pesados, expressas em ug/g, nas
amostras de sedimento coletadas na Baixada Santista.

AMOSTRA Cr Ni Cu Zn Cd Pb Hg
1 23 13 9,9 36 0,52 9,4 0,005
2a 47 27 33 102 0,90 21 0,051
2b 46 32 36 110 0,92 25 0,082
3a 70 33 53 878 1,7 232 0,67
3b 52 19 32 260 0,84 132 0,48
4a 30 11 10 51 <0,05 13 0,75
5a 11 41 6,7 24 <0,05 10 0,34
5b 6,2 3,0 7,2 15,5 | <0,05 6,7 0,24
6 29 15 90 183 1,3 47 0,20
7a 9,8 4,8 4,4 20 0,74 7,8 0,027
7b 12 7,8 6,1 25 0,65 11 0,37
8 24 13 16 67 0,72 22 0,071
9 33 21 20 59 0,95 26 0,15
10 1,7 1,7 2,4 7,4 0,75 1,8 0,021
11 20 10 13 41 0,85 19 0,97
12 8,1 4,2 4,0 12 0,75 6,4 0,22
13 5,8 2,7 2,2 12 0,58 4,4 0,024
14 1,5 0,97 0,41 5,2 0,41 1,9 | <0,005
15a 22 9,0 5,3 27 <0,05 12 0,065
15b 26 13 11 42 <0,05 18 0,11
16 9,9 2,9 0,95 11 <0,05 4,5 0,14
17 9,9 4,3 1,7 14 <0,05 7,8 0,021
18a 33 17 14 45 0,80 30 0,10
18b 42 21 16 54 0,80 35 0,13
4b* 41 13 14 62 <0,05 17 0,76

* sedimento referéncia

Foi efetuada uma avaliagdo estatistica a respeito de qual método

apresentaria maior correlagao entre os metais presentes na agua intersticial
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ou interface sedimento/agua e aqueles determinados no sedimento.
Salienta-se que, apdés o tratamento estatistico inicial, a base de metais
utilizada na correlagédo canénica nao foi a mesma para os dois métodos, e
que o numero de amostras analisadas para essa classe de contaminantes
também foi diferente entre as matrizes, conforme pode ser observado nas
Tabelas 22 e 23.

Essas consideragdes indicam que o resultado dessa analise canbnica
nao pode ser conclusivo. Entretanto, uma avaliac&do preliminar com base nos
dados obtidos indicou maior correlagdo com a interface sedimento/agua
(Tabela 23a). Considerou-se, neste caso, que o numero de metais e de
amostras avaliados foi inferior ao da agua intersticial e mesmo assim a
correlacéo foi mais elevada (0,986), embora a significancia tenha sido um

pouco inferior ao nivel estabelecido (p=0,07).

TABELA 23 - Correlagdao canbnica entre as concentracbes de metais no
sedimento bruto e aquelas presentes tanto na interface sedimento/agua (a)
quanto na agua intersticial (b).

Sedimento bruto Interface Sedimento/agua Corfe!ag:ao
Canobnica (a)
0,986
Ni, Zn, Cd e Pb Cd, Pb e Ni
(p=0,066)
, ; - Correlagao
Sedimento bruto Agua Intersticial Canénica (b)
0,925
Cr, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb e Hg Cr, Cu, Ni, Pb e Zn
(p=0,009)

Examinando a correlagdo candnica entre as concentragbes de metais

na matriz de sedimento bruto e os resultados dos testes de toxicidade,
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através dos efeitos nos diferentes estagios embrio-larvais, observou-se que
para a agua intersticial a correlagdo ndo foi significativa (Tabela 24a),
diferentemente da interface sedimento/agua onde foi evidenciada correlagéao
elevada e significativa (Tabela 24b). Isso foi interessante, pois indicou que a
avaliacdo final da correlagdo candnica apresentada na Tabela 22 foi

coerente, apesar dos problemas levantados.

TABELA 24 - Correlagdo candnica entre as concentragbes de metais no
sedimento bruto e os efeitos toxicos nos diferentes estagios embrio-larvais
tanto na agua intersticial (a) quanto na interface sedimento/agua (b).

Sedimento bruto Agua Intersticial CorAreI_agao
Canbnica (a)
PLUTEUS NORMAIS, PLUTEUS 0,839

PEQUENOS, GASTRULA,
BLASTULA, MORULA, OUTRAS p=0,4706
DIVISOES E DEFORMADOS

Cr, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb e Hg

Sedimento bruto Interface Sedimento/agua Corfe!agéo
Canobnica (b)
PLUTEUS NORMAIS, PLUTEUS 0,995

PEQUENOS, GASTRULA,
BLASTULA, MORULA, OUTRAS P<0,0001
DIVISOES E DEFORMADOS

Cr, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb e Hg

Com relagdo aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
verificou-se que das 25 amostras analisadas no sedimento bruto, a maioria
apresentou concentragdes totais variando de 17,2 a 366,2 ug/. Observou-se,
também, que seis amostras estdo na faixa variando de 1047,0 a
9625,0ug/kg (2a, 2b, 4a, 5a, 5b e 8), uma amostra com 14.406,0ug/kg (18a)
e duas sobressaindo-se fortemente das demais, apresentando 114.600,0 e
126.710,0pg/kg (3a e 3b, respectivamente) (Tabela 25).
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TABELA 25 - Concentragbes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos(HPAs), expressos em ug/kg, determinados nas amostras de
sedimento coletadas na Baixada Santista.

Benzo-

Benzo-b-

Benzo-k-

Benzo-a

Benzo-ghi-

Benzeno

Dibenzeno-

Ponto Naftaleno |Acenaftileno| Acenafteno | Fluoreno |Fenantreno| Antraceno | Fluranteno Pireno Antraceno Criseno fluoranteno | fluoranteno pireno pirileno 1.2.3.cd- an- Total de HPAs
pireno antraceno
1 1,1 0,4 1,3 0,5 5,6 2,2 1,3 1,8 1,5 29 1,0 1,0 3,8 41 4,6 3,3 36,3
2a 55,0 120,0 100,0 140,0 460,0 270,0 560,0 570,0 620,0 530,0 300,0 300,0 510,0 350,0 310,0 170,0 5.365,0
2b 24,0 28,0 10,0 13,0 75,0 30,0 110,0 110,0 110,0 98,0 64,0 64,0 110,0 84,0 75,0 42,0 1.047,0
3a 2.100,0 | 3.600,0 [ 950,0 [ 1.500,0 | 8.900,0 | 5.400,0 [26.000,022.000,0( 18.000,0 | 18.000,0( 2.100,0 | 1.400,0 [ 1.800,0 | 500,0 [ 1.400,0 | 950,0 [ 114.600,0
3b 860,0 | 3.400,0 | 1.000,0 | 4.500,0 |21.000,0(11.000,0|27.000,0|20.000,0|13.000,0|13.000,0| 3.100,0 | 2.100,0 | 2.700,0 | 750,0 | 2.000,0 | 1.300,0 | 126.710,0
4a 28,0 26,0 11,0 34,0 190,0 78,0 300,0 230,0 130,0 140,0 310,0 260,0 180,0 150,0 130,0 48,0 2.245,0
5a 140,0 140,0 34,0 120,0 250,0 160,0 340,0 450,0 220,0 240,0 | 1.300,0 | 870,0 700,0 660,0 440,0 110,0 6.174,0
5b 54,0 180,0 18,0 53,0 380,0 170,0 | 1.200,0 | 1.000,0 [ 900,0 860,0 | 1.600,0 | 1.000,0 | 860,0 720,0 450,0 180,0 9.625,0
6 7,2 4,6 9,8 21,0 42,0 9,0 41,0 35,0 43,0 30,0 21,0 21,0 36,0 12,0 17,0 11,0 360,6
7a 2,1 11 <10 0,5 58 1,6 52 6,4 5,6 4,0 7,7 7,7 13,0 10,0 8,7 3,7 83,1
7b <1,0 53 1,4 2,0 27,0 11,0 68,0 57,0 34,0 33,0 23,0 23,0 38,0 20,0 16,0 7,5 366,2
8 18,0 25,0 8,2 15,0 95,0 38,0 110,0 150,0 140,0 110,0 100,0 100,0 210,0 140,0 130,0 90,0 1.479,2
9 2,7 <1,0 <10 1,4 10,0 <10 5,8 6,1 10,0 7,3 2,5 2,5 3,3 2,8 1,2 <10 55,6
10 <1,0 <1,0 <10 <10 1,9 <10 6,2 1,6 7,6 54 0,6 0,6 0,7 <10 <1,0 <10 24,5
11 2,9 0,8 0,9 1,1 7,5 1,7 7,7 7,1 34 41 4.4 44 7,3 54 5,0 2,0 65,7
12 1,6 0,3 0,3 0,7 3,2 0,9 3.4 24 <1,0 <1,0 0,8 0,8 1,1 0,8 0,7 0,3 17,2
13 <1,0 <1,0 <10 <10 4,5 <10 24 2,1 1,3 1,3 1,8 1,8 3,0 3,0 4,0 23 27,5
14 1,0 1,2 <1,0 <1,0 4,2 <1,0 3,7 4,4 41 3,7 51 5,1 9,0 8,4 6,6 3,6 60,1
15a <1,0 74 3,1 6,0 11,0 2,5 6,6 5,0 3.3 3,8 8,9 59 4,6 7,6 4,7 2,2 82,6
15b <1,0 1,4 0,4 0,9 8,5 2,2 17,0 13,0 6,2 7,6 15,0 9,6 7,5 8,6 6,2 2,8 106,9
16 <1,0 <1,0 1,3 <10 6,2 6,2 47,0 27,0 <1,0 1,9 20,0 13,0 10,0 10,0 53 3,1 151,0
17 <1,0 3,1 0,8 24 13,0 3,2 15,0 12,0 52 53 22,0 14,0 13,0 19,0 13,0 6,6 147,6
18a 440,0 140,0 <10 26,0 2.000,0 [ 550,0 190,0 230,0 | 2.300,0 | 1.600,0 | 1.000,0 | 1.000,0 | 1.700,0 | 1.800,0 | 1.100,0 | 330,0 14.406,0
18b <1,0 1,4 0,3 0,7 5,9 2,5 4,8 6,4 8,3 59 4,7 4,7 8,9 5,6 6,2 3,0 69,3
4b* 11,0 13,0 2,2 5,1 23,0 7,9 31,0 24,0 13,0 15,0 100,0 66,0 60,0 68,0 50,0 16,0 505,2

*sedimento referéncia
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Foi efetuada uma sondagem, baseada nos efeitos toxicos sobre os
diferentes estagios embrio-larvais, para identificar o método que
apresentaria maior correlacdo com os dados de HPAs, determinados nas
amostras de sedimento bruto. A correlacdo canébnica foi elevada e
significativamente correlacionada com o método da agua intersticial (Tabela
26).

TABELA 26 - Correlagdo canbnica entre os efeitos toxicos observados nos
diferentes estagios embrio-larvais, e as concentragcbes de HPAs
determinadas nas amostras de sedimento, coletadas na Baixada Santista

RELACAO DE VARIAVEIS NOS CONJUNTOS METopo | SORREACA
NAFTALENO, CRISENO | . 0,970
FLUORENO, ANTRACENO |AGUA
PLUTEUS NORMAIS, | A CENAFITILENO INTERSTICIAL (p=0,030)
PLUTEUS PEQUENOS, :
, , FLUORANTENO,
GASTRULA, MORULA,
S, M e | BENZO-B-FLUORANTENO,
DVISOES £ BENZO-A-FLUORANTENO, | INTERFACE 0,956
BENZO-GHI-PIRILENO,  |SEDIMENTO/AG
DEFORMADOS DIBENZENO-AN- UA (p=0,223)
ANTRACENO

O sulfeto também ¢é considerado um possivel interferente nos testes
de toxicidade com sedimentos (CARR et al., 2001). A determinagao deste
parametro foi realizada somente na agua intersticial e todas as
concentragcdes estiveram abaixo do limite de deteccdo do método
(0,05mg/L). Segundo KNEZOVICH et al. (1996), concentragbes de 0,09 a
0,13 podem ser toxicas para embrides do ourico Strogylocentrotus
purpuratus, sendo provavel, portanto, que essa substidncia nao tenha
exercido influéncia sobre os efeitos toxicos observados nos testes de

toxicidade na agua intersticial, no presente estudo.
4.5 - Granulometria
Com relagao a analise granulométrica do sedimento bruto, do total de

25 amostras, onze foram classificadas como areia (44% do total). As demais

74



receberam classificagao de areia siltica (amostras 3a, 8 e 15b), silte arenoso

(amostras 2a, 4a e 4b), argila siltica (amostras 9 e 18b), silte argiloso

(amostras 2b e 18a), areia siltico argilosa (amostras 1 e 6), areia argilosa

(amostras 7b e 11) (Tabela 27 e Figura 9).

TABELA 27 - Resultados das analises granulométricas, expressos em %,
das amostras de sedimento coletadas na Baixada Santista.

AMOSTRA AREIA SILTE ARGILA CLASSIFICACAO
1 38,15 29,86 31,98 areia siltico argilosa
2a 14,79 70,80 14,41 silte arenoso
2b 2,97 71,51 25,52 silte argiloso
3a 48,48 40,94 10,58 areia siltica
3b 78,05 18,06 3,89 areia
4a 41,08 43,50 15,42 silte arenoso
5a 93,49 4,03 2,49 areia
5b 79,95 14,23 5,81 areia
6 35,28 32,42 32,31 areia siltico argilosa
7a 90,71 4,90 4,40 areia
7b 71,15 13,90 14,94 areia argilosa
8 45,23 32,23 22,54 areia siltica
9 14,03 40,93 45,03 argila siltica
10 97,58 1,29 1,14 areia
11 64,15 12,51 23,35 areia argilosa
12 83,02 15,76 1,23 areia
13 95,15 1,70 3,16 areia
14 99,36 0,54 0,11 areia
15a 81,48 16,92 1,60 areia
15b 73,49 23,11 3,39 areia siltica
16 98,74 0,82 0,44 areia
17 94,01 2,88 3,12 areia
18a 9,88 61,62 28,48 silte argiloso
18b 4,01 43,83 52,15 argila siltica
4b* 37,82 38,64 23,53 silte arenoso

* sedimento referéncia
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FIGURA 9 - Distribuicdo das fracdes granulométricas (%) nas amostras de
sedimento da Baixada Santista.

O resultado da correlacdo canbnica entre os pardmetros da analise
granulométrica e os testes de toxicidade, através dos diferentes estagios
embrio-larvais, esta apresentado na Tabela 28. Foi excluida a porcentagem
de argila, para evitar problemas de multicolinearidade na aplicagado desta
técnica estatistica e, conforme observado, ndo foi evidenciada a influéncia

direta da granulometria nos resultados dos testes de toxicidade.

TABELA 28 - Resultado da analise canbnica entre as fracbes
granulometricas das amostras de sedimento coletadas na Baixada Santista e
os testes de toxicidade com L. variegatus.

RELACAO DE VARIAVEIS NOS METODO CORRELAGAO
CONJUNTOS CANONICA

PLUTEUS NORMAIS, AGUA 0,738
PLUTEUS PEQUENOS, |0, pE g/LTE INTERSTICIAL (p=0,227)
GASTRULA, % DE AREIA
BLASTULA, MORULA, 0,691
OUTRAS DIVISOES E INTERFACE
DEFORMADOS SEDIMENTO/AGUA (p=0,189)
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5. DISCUSSAO

5.1 - Variaveis fisicas e quimicas controladas durante os testes de
toxicidade

A norma CETESB (1999) recomenda que no final dos testes de
toxicidade o teor final de oxigénio dissolvido (OD), deve ser maior ou igual
a 3,9mg/L. As amostras de agua intersticial dos pontos 6, 7b, 11, 15b, 16 e
17 apresentaram valores inferiores a este para esta variavel. Entretanto,
amostras ambientais podem conter substancias diversas que promovam o
consumo de oxigénio. Isto pode ser observado através da comparagao entre
o OD inicial, que sempre se apresentou acima de 3,9mg/L e OD final (Tabela
7). De qualquer maneira, nao foi possivel atribuir o efeito téxico observado
nessas amostras de agua intersticial (6, 7b, 11, 15b, 16 e 17)
exclusivamente as baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, pois a
presenca de alto teor de aménia nao ionizada também foi detectada nas

mesmas, conforme apresentado no item 5.2.

Por outro lado, as amostras dos testes da interface sedimento/agua
apresentaram concentragdes de oxigénio dissolvido sempre acima da faixa
recomendada durante todo o periodo experimental (Tabela 8). Os efeitos
toxicos observados nas amostras 6, 7b, 11, 15b e 17 nos testes da interface
sedimento/agua, confirmam que a toxicidade dessas mesmas amostras nao

foi causada pelos baixos teores de OD nos testes com agua intersticial.

Com relacdo a salinidade, algumas amostras de agua intersticial que
sofreram salinizagdo (Tabela 9) foram analisadas abaixo da faixa
recomendada pela norma CETESB (1999), que é de 34+2%.. Apesar disso,
a menor salinidade ajustada foi de 30%. e, portanto, dentro da faixa de
tolerancia indicada por NIPPER et al. (1991) para L. variegatus. Deve ser
ressaltado que a referida norma esta em processo de revisédo e a faixa sera

expandida para 33+3%. (BERTOLETTI, comunicagao pessoal).
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Ponderando sobre a questdo do ajuste da salinidade, verifica-se que
esse procedimento causa uma diluicdo variavel dos constituintes da
amostra, sendo que o total da diluigdo é dependente da salinidade original.
Devido a isso, amostras de uma mesma regidao podem ser testadas em
niveis variaveis de diluicdo, complicando a comparacdo de resultados de
testes de toxicidade entre pontos amostrados (MOORE et al., 1997; CARR
et al., 2001), particularmente no caso de amostras de agua intersticial, uma
vez que nos testes com a interface sedimento/agua ndo sdo observados

esses problemas.

Portanto, outro fator a ser considerado na avaliacdo dos métodos
referiu-se a porcentagem de de agua intersticial efetivamente analisada nas
amostras, naquelas situagdes onde foi necessario efetuar a salinizagao das
mesmas e, conforme apresentado na Tabela 9, verificou-se que houve uma

variagao de 60 a 93% na concentracao final analisada.

Se observarmos a amostra 3a, onde ocorreu a maior adicdao de
salmoura para promover a elevagcdo da salinidade para 30%. e,
consequentemente menor volume de amostra final (60%), verifica-se que
mesmo com essa diluicdo observou-se efeito toxico na referida amostra.
Fato semelhante ndo ocorreu com a amostra 4a, que apresentou a mesma
faixa de diluicdo e, entretanto, ndo foi detectada toxicidade. Salienta-se que
em ambos os casos obteve-se efeito semelhante sobre os embrides de L.
variegatus na interface sedimento/agua, indicando que, nesses casos, a
diluicdo parece nao ter influenciado a acao téxica dos eventuais contituintes

presentes nas amostras.

Nos controles preparados para avaliacdo da qualidade da salmoura
(dgua desionizada e salmoura), adicionada as amostras 3a, 3b; 4a, 4b, 5a e
5b, foi observado efeito téxico (56% de pluteus normais). Apds o inicio do

experimento, foi constatado que o sistema de produgédo de agua desionizada
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do laboratério estava com problemas e, consequentemente, produzindo
agua de baixa qualidade. Dessa forma, uma vez que as amostras 4a, 4b e
5a ndo apresentaram efeito toxico, possivelmente a toxicidade observada
nas amostras 3a e 3b ndo tenha sido provocada pela salmoura e sim pela
presenca de outros contaminantes (Tabela 16). Além disso, no teste com a
interface sedimento/agua onde o processo de salinizagdo ndo ocorreu, foram
observados 0os mesmos resultados, exceto para o ponto 5b, que também
nao apresentou efeito adverso sobre os organismos. Com relagédo aos
demais controles de salmoura, paralelos as outras amostras de &gua

intersticial, ndo se observou toxicidade.

5.2 - Influéncia da ambnia néo ionizada sobre o efeito toxico observado
nas amostras de dgua intersticial e na interface sedimento/agua

O conhecimento da concentragdo de ambnia nao ionizada nas
amostras e a sensibilidade do organismo-teste a essa substancia sao
essenciais para a avaliacdo dos resultados dos testes de toxicidade com
sedimento, uma vez que o efeito tdéxico observado pode ser devido a
presenca de concentragbes que séo diretamente toxicas para o organismo-
teste (GREENSTEIN et al.,1994; CARR et al., 2001),

No presente estudo, conforme mencionado no item 4.2, optou-se por
efetuar o calculo da CI12;24h, para verificar a influéncia da amdnia nao
ionizada sobre o desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus, nos testes
de toxicidade com as amostras de sedimento. Assim, estabeleceu-se a
concentragdo de 0,05 mg de amoénia ndo ionizada/L a ser utilizada como
ponto de corte na caracterizagdo dos efeitos tdxicos das amostras de agua
intersticial ou da interface sedimento/agua. Concentracao similar de efeito
desta substancia (NOEC = 0,05mg/L) foi obtida para o ourigo
Strogylocentrotus purpuratus (BAY et al. 1993 apud HUNT et al., 1998).

A toxicidade da amobnia para outras espécies marinhas pode ser
encontrada em USEPA (1989). Os primeiros trabalhos sobre a toxicidade da
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amoénia indicaram que a forma n&o ionizada foi responsavel pelo efeito toxico
observado na maioria dos testes realizados (WILLINGHAM, 1976 apud
GREENSTEIN et al., 1994 ). Estudos mais recentes tém demonstrado que
ou a toxicidade da forma ionizada € maior que a esperada ou a toxicidade
resulta da interagdo entre outros parametros (em geral, pH) e a forma nao
ionizada (THURSTON & RUSSO, 1981; MILLER et al., 1990; BORGMANN,
1994).

GREENSTEIN et al. (1994) conduziram um estudo para verificar a
toxicidade da amoénia sobre embrides de S. purpuratus, com o objetivo de
subsidiar os resultados obtidos durante a avaliagdo de sedimentos na
Califérnia. Para tanto, investigaram a influéncia da aménia sobre o tempo de
armazenamento das amostras de sedimento, homogeneizadas ou ndo, e
realizaram testes de toxicidade com amédnia em diferente niveis de pH, uma
vez que as amostras de sedimento tiveram pH ajustado. Como resultado,
observaram que a concentragdo de amodnia na agua intersticial pode
aumentar com o tempo de armazenamento da amostra de sedimento. Além
disso, o aumento da toxicidade associado com elevados niveis de pH
indicou que o efeito toxico sobre os embrides de S. purpuratus estava
relacionado com a forma nao ionizada.

Deve ser salientado que no presente estudo, o pH foi similar nas
leituras realizadas no inicio dos experimentos tanto da agua intersticial como
na interface sedimento/agua (Tabelas 7 e 8). Entretanto, nas leituras finais
observou-se que, de maneira geral, ocorreu a diminuigdo do pH nas
amostras da interface. Embora a dimuini¢gao tenha ocorrido na faixa de 0,2 a
0,3 unidades, essa queda do pH também contribuiu para a diminuigdo do
teor de amoénia nao ionizada e, consequentemente, para o seu efeito téxico
sobre os embrides. Tomando como exemplo a amostra 2a, cujo pH final foi
de 7,8 observou-se que a amodnia ndo ionizada calculada foi de 0,04mg/L
(Tabelas 8 e 12). Porém, se o pH tivesse se mantido em 8,1 (conforme
determinado no inicio do experimento - Tabela 8) essa concentragdo seria
de 0,08mg/L, ou seja, pequenas variagdes no pH podem ser significativas
para a determinagao da amdnia nao ionizada.

80



Comparando os dois métodos, 13 das 24 amostras analisadas (54%
do total, sendo 42% toxicas) apresentaram resultados coincidentes em
termos de efeito toxico sobre as amostras, tanto na agua intersticial quanto
na interface sedimento/agua (2a, 2b; 3a, 3b, 4a, 5a, 6, 7b, 11, 14, 15b, 17 e
18b). Da mesma forma, na comparagéao direta dos resultados dos testes de
toxicidade efetuada em ANDERSON et al. (1996), nas duas matrizes de
avaliagdo (interface sedimento/agua e &gua intersticial), foi observado
resultado similar, ou seja, 50% das amostras apresentaram o mesmo efeito

toxico.

No presente estudo, apenas as amostras 4a, 5a e 14 (23% das 13
amostras) ndo apresentaram efeito adverso sobre os organismos (Tabela
16). Dentre essas trés, a amostra 14 (agua intersticial) apresentou aménia
nao ionizada abaixo de 0,05mg/L (concentragao estimada, a partir da qual se
espera efeito sobre embrides de L. variegatus), no inicio do teste e acima
deste valor no término do mesmo (Tabela 11). Por outro lado, na interface
sedimento/agua, a amoénia nao ionizada manteve-se abaixo desse valor ao

longo de todo o periodo experimental (Tabela 12).

Nas 10 amostras que apresentaram efeito toxico na agua intersticial, a
concentragdo de aménia ndo ionizada inicial variou de 0,06 a 8,24mg/L,
enquanto que a final variou de 0,07 a 4,53mg/L, ou seja, acima de 0,05mg/L.
A Unica excegao observada foi na amostra 17, que apresentou 0,05mg/L no

final do experimento (Tabela 11).

Analisando essas mesmas 10 amostras que apresentaram efeito
téxico, no teste da interface sedimento/agua, a ambnia nao ionizada inicial
variou de 0,06 a 0,38mg/L, exceto nos pontos 3a, 17 e 18b, onde verificou-
se que estiveram abaixo de 0,05mg/L e, provavelmente, outras substancias
devem ter sido responsaveis pela toxicidade observada. Ja a leitura final

indicou amdnia nao ionizada variando de 0,06 a 0,32mg/L, sendo que

81



apenas as amostras 2a, 3a, 17 e 18b apresentaram amoénia abaixo desse
limite (Tabela 12).

Com relacdo as 11 amostras que nao apresentaram resultados
coincidentes entre os dois métodos (pontos 1, 5b; 7a, 8, 9, 10, 12, 13, 15a,
16 e 18a) (Tabela 16), apenas a amostra 16, no teste com agua intersticial,
apresentou concentragdo de aménia n&o ionizada inferior a 0,05mg/L (no
término do experimento). Através desse método, estas 11 amostras
causaram efeito adverso sobre o organismo-teste. No caso da interface
sedimento/agua, todas as onze amostras apresentaram aménia < 0,05mg/L,
exceto o ponto 15a no final do experimento, sendo que através desse

meétodo nao foi observado efeito adverso sobre embrides de L. variegatus.

Essas anadlises mostraram-se consistentes e confirmaram as
informacdes disponiveis na literatura de que a presengca da amoénia nao
ionizada pode interferir nos testes de toxicidade com amostras de sedimento
(MOORE et al., 1997; CARR et al.,2001).

Observou-se também que a presenca de amobnia ndo ionizada na
agua intersticial é varias vezes superior aquela presente na interface, tanto
no inicio quanto no término dos experimentos. Isso pode ser observado no
quadro abaixo, onde estado discriminados a titulo de exemplo os trés maiores
(amostras 6, 15b e 11) e menores (amostras 14, 13 e 1) valores de amoénia

nas amostras de agua intersticial e na interface sedimento/agua.

AMONIA NAO IONIZADA (mg/L)
AMOSTRA | INTERSTICIAL | INTERSTICIAL | INTERFACE | INTERFACE *)
INICIAL FINAL INICIAL FINAL

6 8,24 4,53 0,38 0,32 21, 14
15b 2,09 1,71 0,11 0,15 19, 11

11 1,07 0,83 0,22 0,21 5,4

14 0,04 0,06 0,01 0,01 4,6

13 0,06 0,10 0,01 0,02 6,5

1 0,07 0,09 0,02 0,01 3,9

(*) Numero de vezes em que a agua intersticial apresenta concentracdo de amoénia n&o ionizada
superior a agua da interface sedimento/agua (respectivamente no inicio e fim dos experimentos).
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Ressalta-se que as menores concentracoes de aménia nao ionizada,
observadas no teste com a interface, provavelmente sao resultado da
diluicdo dessa substancia, promovida pela adicdo da agua sobre o
sedimento em cada frasco-teste. A amdnia nao ionizada na agua de diluigao

adicionada sobre as amostras de sedimento variou de 0,0005 a 0,001mg/L.

Por outro lado, a amdnia nao ionizada diminuiu de 20 a 70% entre o
inicio e o término do experimento para algumas amostras com agua
intersticial. Entretanto, somente nos pontos 4b, 16 e 17, os teores de amoénia
diminuiram para niveis onde o efeito toxico ndo é esperado (< 0,05mg/L).
Nos testes com a interface sedimento/agua a maioria das amostras
apresentaram concentragdo de amoénia ndo ionizada inferior a 0,05mg/L no
inicio do teste, exceto 2a, 2b, 3b, 6, 7b, 11 e 15b. Nestas amostras
aquelas que apresentaram diminuicio dessa substancia ocorreu decréscimo
de 16 a 74% e, somente na amostra 2a observou-se uma concentracio

inferior a 0,05mg/L.

Na avaliagédo geral dos 24 sedimentos analisados no presente estudo,
21 amostras no teste com agua intersticial e 7 das 10 amostras na interface
sedimento/agua, que causaram efeito adverso sobre os organismos-teste
apresentaram amonia nao ionizada em concentragdes acima daquela onde
se espera efeito toxico (Figura 10). Com relagdo as amostras de agua
intersticial 4a, 5a e 14, todas apresentaram amoénia elevada em pelo menos
uma das leituras (Tabela 11). No entanto a presenca dessa substancia néao
pode ser considerada interferente, uma vez que nao foi observado efeito
adverso sobre os organismos-teste. Com relagédo as 14 amostras que nao
apresentaram efeito toxico na interface sedimento/agua, a presenca de
amonia foi sempre inferior a 0,05mg/L durante todo o periodo experimental
(Figura 10).
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FIGURA 10 - Comparagao entre porcentagem de amostras, presenca de
amoénia e efeito toxico observado nos testes de toxicidade.

Em geral, conforme foi demonstrado, o teste com agua intersticial
apresentou tanto teores superiores de NHz; em todas as amostras em
relacdo a interface sedimento/dagua, quanto maior frequéncia de
concentragdes numa faixa onde, isoladamente, pode causar efeito tdxico

(>0,05mg/L).

Da mesma forma, no trabalho conduzido por ANDERSON et al
(1996), também foi demonstrado que os testes de toxicidade com a agua
intersticial apresentaram efeito adverso aos embribes do ourigo
Strogylocentrotus purpuratus para um maior nimero de amostras, quando

comparado a interface sedimento/agua, sendo que a aménia foi indicada

como a maior responsavel pela toxicidade observada.

BURGESS (1990 apud BURGESS & SCOTT, 1992), conduziu um

estudo com o ourico Arbacia punctulata para medir a liberacdo de poluentes
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de sedimentos contaminados para a agua, na regiao de Massachusetts,
USA. Testes com a agua intersticial também foram realizados em paralelo.
As condi¢des de exposigao foram determinadas para modelar o processo de
difusdo molecular natural e difusao turbulenta, através da suspensido do
sedimento. A toxicidade na coluna d’agua foi observada na maioria dos
sedimentos contaminados. Nos tratamentos onde a difusdo foi natural
observou-se menor toxicidade em relacdo a difusao turbulenta. As classes
especificas de substancias quimicas identificadas como causadoras da
toxicidade na coluna d’ agua foram comparadas com aquelas da agua
intersticial. A comparagao indicou que a toxicidade na coluna d’ agua estava
associada a presenga de metais e organicos, enquanto que na agua
intersticial essa correlacdo ndo ocorreu, mas foi provavelmente devida a
presenca de aménia e sulfeto (BURGESS, 1990 apud BURGESS & SCOTT,
1992).

A diluicdo da amostra de agua intersticial tem sido utilizada para
interpretar resultados de testes de toxicidade, baseando-se no fato dos
embrides de ourigo ndo viverem diretamente nessa agua, mas poderem ser
expostos a agua intersticial diluida que, por difusdo, chegue na coluna
d’agua. Segundo THORNBURG (2000), essa diluigdo também permite
averiguar a influéncia da amoénia, geralmente elevada na agua intersticial.
Esse mesmo autor, durante a avaliagao de amostras de sedimento de San
Diego, USA, verificou que na concentracdo de 100% de agua intersticial,
todas as amostras apresentaram efeito téxico. Ja nas concentracdes de 50 e
25%, onde a amoénia apresentou-se em concentragbes menores, nenhum

efeito adverso foi observado.

Entretanto BAY (1994), durante a avaliagdo de sedimentos ao redor
da Califérnia também utilizou essa técnica da diluicdo da agua intersticial
analisando as concentragdes de 100, 50 e 25%. Nas concentragbes de 100
e 50% e mesmo na maior diluicdo (25%), muitas amostras apresentaram

elevadas concentracbes de amoénia. A toxicidade foi correlacionada com

85



essa substancia, tornando dificil e possivelmente incorreta a identificagcao de
amostras téxicas, sendo um indicativo de que essa técnica também nao
garante a diminuicdo dessa substancia e sua consequente interferéncia na

avaliacao dos resultados.

Com relacdo ao presente estudo, embora tenha sido comprovada a
influéncia da aménia nao ionizada sobre os embrides de L. variegatus nos
dois métodos, e maior nos testes com a interface sedimento/agua foi
possivel excluir, para a maioria dessas amostras, a possivel interferéncia
dessa substancia sobre o efeito toxico observado. Dessa forma, um maior
numero de resultados de testes de toxicidade foi obtido com segurancga, pois
dentre as amostras analisadas na interface sedimento/agua apenas 29%

seriam questionaveis, contra 87,5% de amostras da agua intersticial.

5.3 - Registro dos diferentes estagios embrio-larvais

O registro dos diferentes estagios do desenvolvimento embrio-larval
de L. variegatus mostrou-se bastante util. Foi observado que o resultado final
além de oferecer informacdes a respeito da toxicidade da amostra (toxica ou
nao toxica), possibilitou a verificagdo da intensidade do efeito téxico entre as
diversas amostras. Naquelas classificadas como toxicas, quanto maior o
numero de individuos em estagio mais adiantado do desenvolvimento

embrio-larval, o efeito adverso sobre os organismos foi considerado menor.

Consequentemente, foi possivel ordenar as diversas amostras
classificadas como “téxicas” (Figuras 11 e 12 ). Observando a ordenagéo
das 10 amostras toéxicas na interface verificou-se qu,e embora nao na
mesma posi¢ao, 7 delas também apareceram como sendo as mais toxicas

na agua intersticial.

A possibilidade de diferenciacdo entre amostras contaminadas,

através da hierarquizagdo de amostras em fungéo da intensidade do efeito
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téxico observado, pode ser bastante interessante, por exemplo, num projeto
de remediagao de areas contaminadas. Nesse caso, essa discriminacao
podera ser utilizada como ferramenta auxiliar na indicacdo daquelas areas

que devem ser priorizadas ou mais profundamente avaliadas.

Esse é o caso do sistema estuarino de Santos e Sdo Vicente, onde a
hierarquizagdo das amostras contaminadas apresentadas nas Figuras 11 e
12 pode ser utilizada para subsidiar a escolha do destino de sedimentos que

necessitam ser dragados.

AGUA INTERSTICIAL
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Amostras
Anmentn da toxicidade
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HEMORULA ODEFORMADOS EOUTRAS DIVISOES

FIGURA 11 - Hierarquizagdo das amostras de agua intersticial classificadas
como toxicas, de acordo com o estagio de desenvolvimento embrio-larval de
L. variegatus.
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INTERFACE SEDIMENTO/AGUA
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FIGURA 12 - Hierarquizagdo das amostras da interface sedimento/agua,
classificadas como tdxicas, de acordo com o estagio de desenvolvimento
embrio-larval de L. variegatus.

5.4 - Andlises quimicas e granulometria

Os metais nos sedimentos analisados foram detectados, em algumas
amostras, em concentragdes onde os efeitos toxicos ocasionais (entre TEL e
PEL) podem ocorrer de acordo com o critéio numérico de classificagdo da
qualidade de sedimentos apresentado no ENVIRONMENT CANADA (1999)
e FDEP (1994) (ANEXO [). Cromo (amostras 3a, 3b); niquel (amostras 2a,
2b, 3a, 3b, 9, 18a, 18b), cobre (amostras 2a, 2b, 3a, 3b, 6, e 9); zinco
(amostra 3b e 6); cadmio (amostras 2a, 2b, 3a, 3b, 6, 7a, 8 a 12, 18a e 18b),
mercurio (amostras 3a, 3b, 5a, 5b, 6, 7b, 9, 12, 16 e18b) e chumbo (6, 18a e
18b). Também foram observadas concentragbes acima das quais efeitos
severos podem ser encontrados (acima do PEL), isto €, chumbo (pontos 3a,

3b); zinco (amostra 3a) e mercurio (amostras 4a e 11) (Tabela 21).

Das 24 amostras analisadas, 18 apresentaram contaminacdo por
algum metal. Fazendo uma comparacgao da referida classificagdo com as 10
amostras que apresentaram efeito toxico sobre embrides de L. variegatus

na interface sedimento/agua, em 8 (80%) foram detectados metais entre TEL
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e PEL ou acima do PEL. No que se refere as 21 amostras na agua
intersticial, em 16 amostras (76%) também foram detectados metais nas
referidas faixas. Em ambos os casos, portanto, observou-se boa correlagéao
entre os resultados de ambos os métodos e o critério de classificacido da

qualidade de sedimentos apresentados no ANEXO 1.

Resgatando a informagéo do efeito toxico observado nas amostras 16
e 17 na agua intersticial, que apresentaram as menores concentragbes de
amoénia ao longo de experimentos e também muito proximas do limiar de
efeito toxico para essa substancia, observou-se que a presenca de outros

contaminantes poderiam, também, ter sido responsavel pela toxicidade.

Comparando-se as concentragdes dos metais determinados na agua
intersticial (Tabela 19), com os resultados dos testes de toxicidade citados
na Tabela 29, obtidos para L. variegatus e outras espécies de ourico,
verifica-se que as concentragdes de zinco e/ou cobre, nas amostras 1, 2a,
3a, 3b, 5b, 8, 13, 15a, 15b, 16, 17 e 18a, que também apresentaram efeito
téxico, estiveram acima da faixa onde isoladamente podem provocar efeitos
adversos sobre L. variegatus. Além disso, embora ndo existam resultados
da concentragédo de efeito do chumbo para o organismo-teste, outras
espécies de ourico sdo sensiveis em concentragdes dessa substancia
presentes nas amostras. Esse tipo de avaliacido é apenas uma tentativa de
correlacionar o efeito observado com as substancias quimicas presentes nas
amostras, pois se observarmos as amostras 4a, 5a e 14, que ndo exibiram
toxicidade, nota-se que também apresentaram concentracdes isoladas de
cobre e zinco capazes de provocar efeito toxico.
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TABELA 29 - Resultados dos testes de toxicidade obtidos para L. variegatus
e outras espécies de ourigo para alguns metais.

Substancia L. variegatus Outras espécies de
(mg/L) ouricos " (mgl/L)
Cd 2,7 (n=6)® 0,5-2,0
Cr 3,9 (n=4)® 1,0-5,0
Cu 0,016 (n=1)? 0,002 - 0,3
Ni 0,5 (n=3)?@ 0.6-2.0
Zn 0,07 (n=9)® 0,005 — 0,1
Hg - 0,01 - 0,03
Pb - 0,005 — 3,0

" retirado de KOBAYASHI (1995), CENO
) PROSPERI, dados ndo publicados, CI50; 24h
®) retirado de NIPPER & PROSPERI (1992), CE50;24h

No que se refere aos resultados das determinagdes de metais na
interface sedimento/agua (Tabela 20), as concentragbes de chumbo
(amostras 3a, 4a, 5a e 15), niquel (amostra 2a) e cobre (exceto 1, 7a e 18a)
foram maiores quando comparadas com a agua de diluicdo adicionada sobre
o sedimento no inicio do experimento (Tabela 20). Observou-se, porém, que
embora as amostras 1, 4a, 5a, 7a, 15a e 18a tenham apresentado alguns
metais acima dos valores mencionados na Tabela 28, essas amostras n&o
apresentaram efeito toxico, possivelmente por ndo estarem biodisponiveis.

Quando as substancias quimicas estdo disponiveis podem ser
capturadas por organismos e dessa forma reagir no mecanismo metabdlico.
No caso dos metais, a biodisponibilidade no sedimento, e portanto a
toxicidade, pode ser afetada pela ligagdo dos ions metalicos aos
constituintes do sedimento. Os metais podem estar na forma livre em
solugédo, complexados a matéria organica dissolvida ou coloidal, na agua
intersticial ou ligados a particulas de sedimento (LAMBERSON et al.,1992).

Estudos sobre efeitos agudos e sub-letais tém demonstrado que

sedimentos contaminados podem liberar contaminantes em concentracoes

90



suficientes para causar efeito toxico para uma variedade de algas,
equinodermos e peixes (BURGESS & SCOTT, 1992). No presente estudo
também foi interessante observar, através da comparagao entre os metais
presentes na agua de diluicdo e na interface sedimento/agua, que ocorreu o
fluxo de metais do sedimento para a coluna d’agua. Dessa forma, o efeito
adverso observado nos organismos foi provocado provavelmente pelos
constituintes toxicos liberados para a interface sedimento/agua, mesmo néo
sendo necessariamente causado pelos metais, uma vez que nao foram

analisadas outras substancias quimicas neste compartimento.

Também foi observado que algumas substancias foram detectadas
em concentragdes inferiores aquelas determinadas na agua de diluigéo
adicionada sobre o sedimento, indicando que provavelmente as mesmas

foram adsorvidas pela amostra de sedimento no sistema-teste (Tabela 20).

Na revisdo realizada por KOBAYASHI (1971), é evidenciado que
exposicbes de gametas e embrides de equinodermos a metais pesados
induzem poliespermia, interrup¢do do desenvolvimento no estagio de
blastula, gastrula e outras anomalias, sendo que a ocorréncia desses

eventos no presente estudo foi observada (Tabelas 17 e 18).

Dessa forma, as observacdes referentes aos metais determinados,
tanto na agua intersticial quanto na interface sedimento/agua, indicam que o
sedimento dessa regido apresenta potencial para causar efeitos toxicos

adversos através dessa classe de contaminantes.

Com relagao aos compostos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) presentes nos ambientes aquaticos, sabe-se que sado formados
durante a combustdo incompleta da matéria organica. Processos industriais
que produzem HPAs incluem refinaria de petrdleo e siderurgia, entre outros.

Fontes atmosféricas incluem a queima de combustiveis, atividades
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industriais, incineragdo de residuos sodlidos e incéndios florestais (USEPA,
1997).

Os HPAs podem ser divididos em dois grupos: os de baixo peso
molecular, considerados os compostos com 2 e 3 anéis aromaticos fundidos
(antraceno, acenafteno, fluoreno, naftaleno e fenantreno), e os de alto peso
molecular com 4, 5 e 6 anéis aromaticos fundidos (pireno, fluoranteno,
dibenzo(an)antraceno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)pireno e criseno). Os
compostos de baixo peso molecular ndo sdo considerados carcinogénicos
para um grande numero de organismos marinhos, porém sao muito toxicos.
Ja os de alto peso molecular sdo menos toxicos, mas apresentam alto
potencial carcinogénico (KENNISH, 1997).

Foi verificado que as amostras 3a e 3b (canal de evolugédo da Cosipa)
se sobressaem em relacdo as demais tanto em termos de compostos
individuais quanto HPAs totais, pois apresentam concentracdes destas
substancias cerca de 9 vezes acima do maior valor observado dentre todos
os demais pontos. Os niveis de HPAs encontrados nestas amostras sao
muito superiores aqueles determinados em ambientes considerados
poluidos. O valor maximo encontrado nessa regido (733.700ug.kg™) é quatro
vezes superior ao maior valor, em base seca, levantado na literatura
(estuario do Hudson-Raritan - 9.900 a 182.000ug.kg™") (KENNISH, 1997).
Informagdes detalhadas a respeito da contaminagdo observada podem ser
encontradas em LAMPARELLI et al. (2001).

A comparagao das concentracdes de HPAs presentes nas amostras e
aquelas apresentadas no critério de qualidade de sedimento (ANEXO 1)
indicaram que 10 amostras apresentam hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos entre TEL e PEL ou acima do PEL. A correspondéncia dessa
avaliagdo em termos da possibilidade de ocorréncia de efeito adverso sobre
0s organismos aquaticos, com os resultados dos testes de toxicidade na

interface sedimento/agua, foi verificada somente com cinco amostras que
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apresentaram efeito toéxico. Ja nos testes com a agua intersticial a correlagao

foi maior, uma vez que 9 amostras apresentaram toxicidade.

Da mesma forma, através de outra abordagem, quando se efetuou a
sondagem a respeito de qual, dentre as metodologias testadas, apresentaria
maior correlacdo com os dados de HPAs determinados nas amostras de
sedimento bruto, a correlagcdo candnica evidenciou que essas substancias
estiveram significativamente correlacionadas com os resultados de

toxicidade obtidos na agua intersticial (Tabela 25).

Por outro lado, as outras amostras (4a e 5a na agua intersticial e 2a,
4a, 5a, 5b, 8 e 18a na interface), embora tenham apresentado
concentracdes entre as faixas anteriormente mencionadas, nao exibiram
efeito toxico. De qualquer forma, varias amostras de sedimento
apresentaram-se contaminadas por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
indicando que o sedimento dessa regidao apresenta potencial para causar
efeitos toxicos adversos sobre organismos aquaticos através dessa classe

de contaminantes.

Resgatando todas as informagbes a respeito da comparagdo dos
critérios numéricos de qualidade de sedimento (ANEXO [) e o efeito toxico
observado (Tabela 16), as amostras na interface sedimento/agua (15b e 17)
e na agua intersticial (1, 13, 15a, 15b e 17), que também apresentaram
efeito toxico ndo se correlacionaram tanto com os critérios para HPAs como
aqueles para metais, uma vez que nessas amostras ndo foram verificadas
concentragdes desses contaminantes no sedimento, nas faixas onde se

pode esperar efeito toxico ocasional ou severo.

Portanto, ndo se pode perder de vista o fundamento dos testes de
toxicidade, que avaliam o resultado da somatéria das condi¢gdes ambientais
sobre organismos-teste, onde efeitos antagbnicos e sinérgicos podem

ocorrer entre as diversas substancias quimicas, fazendo com que a
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toxicidade possa ser maior, menor, ou igualar a soma da toxicidade dos seus
constituintes (SOARES, 1990).

Conforme observado na Figura 12, a analise granulométrica dos
sedimentos mostrou-se heterogénea, com predominancia de areia, e mesmo
assim, as concentragdes de substdncias quimicas, determinadas nas
amostras de sedimento bruto, apresentaram-se bastante elevadas, em

algumas amostras, conforme mencionado anteriormente.

A textura dos sedimentos pode controlar a concentracdo dos
elementos-trago através dos seguintes mecanismos: sedimentos finamente
granulados tém uma maior capacidade deremoc¢dao e adsor¢cao de
substancias quimicas quando comparados aos de maior tamanho de graos,
por causa da sua maior area superficial; essas superficies sao
frequentemente mais reativas que a fase mineral carreadora por conterem
hidroxidos de ferro (lll) e manganés (IV), além de matéria organica e
minerais especificos (carbonatos, minerais pesados, etc) que podem estar
concentrados em certos tamanhos de graos, dependendo da dindmica do
ambiente sedimentar (BEVILACQUA, 1996).

Baseados nesse principio, através da técnica de correlacdo candnica
tentou-se verificar a correlagdo entre a granulometria e o efeito téxico
observado nas amostras, sendo que nao se evidenciou a influéncia direta do
tamanho das particulas de sedimento sobre os resultados dos testes de

toxicidade.

5.5 - Variabilidade entre réplicas

Outra questdo abordada referiu-se a possivel variabilidade entre as
réplicas de campo (a e b) coletadas em alguns pontos (2, 3, 4, 5, 7, 15 e 18).
Verificou-se que na agua intersticial os resultados dos testes de toxicidade
para as amostras 5a e 5b apresentaram resultados divergentes, sendo a

primeira toxica e a segunda ndo toxica. Nos testes com a interface
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sedimento/agua as amostras 7a e 7b, 15a e 15b, 18a e 18b também

apresentaram resultados divergentes, pois as réplicas “a foram

classificadas como nao toxicas e as réplicas “b” como toxicas.

Razbes especificas para essa diferenca ndo puderam ser diretamente
apontadas no presente projeto. No entanto, existem avaliagbes especificas
nao realizadas neste estudo, denominadas TIE (Toxicity Identification
Evaluation), uma série de manipulagdes sao empregadas na amostra, na
tentativa de se chegar a uma resposta dos provaveis fatores responsaveis
pela toxicidade observada (BURGESS et al., 1996), que poderdo ser

realizadas no futuro.

Outro aspecto interessante a ser observado foi a questdo da
variabilidade entre as réplicas de teste. Essa variabilidade é frequentemente
usada para definir a componente variancia em testes estatisticos, sendo
portanto o fator primario que afeta a capacidade discriminatéria entre as
amostras (HUNT et al., 1998).

Através da avaliacdo das médias dos desvios-padrao de todas as
amostras que apresentaram pluteus normais nos testes com agua intersticial
(Tabela 15) e com a interface sedimento/agua (Tabela 16), verificou-se que
o teste com a agua intersticial apresentou menor variabilidade entre as

réplicas do laborat6rio (Figura 13a).

Para a maioria das amostras na interface sedimento/agua (79%) foi
observada variabilidade entre as réplicas de 1 a 12% (Tabela 16). Apenas
cinco amostras (21%) apresentaram desvio acima de 15%, ou seja, fora do
padrédo apresentado pelas outras. Diante deste fato, dos resultados dos
testes com a interface, foram retiradas estas cinco amostras e observou-se
que a variabilidade entre as réplicas nos dois métodos foi similar (Figura
13b).
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Esse procedimento foi utilizado para medir a consisténcia da resposta
entre as réplicas, sendo que o resultado pode ser considerado satisfatério

para ambos os métodos.

média dos desvios padrao

intersticial interface sedimento/agua

b)

n=8

média dos desvios padrao

intersticial interface sedimento/agua

FIGURA 13 - Variabilidade entre réplicas do laboratério no teste de
toxicidade com L. variegatus. As colunas representam a média dos desvios-
padrao das amostras que apresentaram pluteus normais.
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5.6 - Analise critica dos métodos utilizados no presente estudo

Apds a discussao dos resultados desse estudo, a comparacdo dos

métodos também pode ser realizada através de outros itens citados na

Tabela 30, incluindo aspectos metodoldgicos e praticos, referentes a rotina

de trabalho no laboratorio.

TABELA 30 - Comparacao das metologias de teste de toxicidade utilizadas

no presente estudo.

PARAMETRO AVALIADO

AGUA INTERSTICIAL

INTERFACE SEDIMENTO/AGUA

Homogeneizacdo da amostra de
sedimento, duracao e critério de
avaliagdo do ensaio, organismo-
teste, parametros de controle do
teste e tempo de leitura

Igual para ambos os métodos. A identificacdo dos diferentes estagios do desenvolvimento
embrio-larval ao final do experimento requer especialista.

Equipamentos especificos para
obtencdo da amostra a ser
testada

Centrifuga com velocidade de 4000 rpm (+)

Nenhum (-)

Tempo (h/h) do técnico para
preparo de 1 amostra (3
réplicas)

= média de 15 min. para pesagem de 3 sub-
amostras, além de:

a) 45 min. para centrifugagao (caso se obtenha o

volume necessario e a amostra ndo seja turva -

total de 60 min.), ou

b) 90 min. para centrifugacdo (caso seja

necessario centrifugar nova subamostra para

obtencdo do volume necessario na primeira vez e

a amostra ndo seja turva - total 105 min.), ou

c) 65 minutos (a + 20 min. para a segunda

centrifugagdo, caso a amostra seja turva - total de

70 minutos)

d) 110 min. (b + 20 min. para a segunda

centrifugagéo, caso a amostra seja turva - total de

125min.) (+)

= média de 15 min. para pesagem

= média de 15 min. para adigdo de agua

= média de 10 minutos para acerto da
aeragao

Execugéo do método

Exige pratica do técnico, sendo o preparo das
amostras mais complicado (+)

Apesar de exigir pratica do técnico o
preparo das amostras € mais facil (-)

Necessaria para amostras com salinidade inferior
a 30%o. Esse procedimento dificulta a comparagéo
de amostras de uma mesma regido em funcéo dos
diferentes niveis de diluigdo, obtidas apds a
salinizagéo (+)

Nao existe necessidade de salinizagéo (-)

Salinizagdo da amostra e
implicacdes
Facilidade de obtengdo do

frasco-teste

Tubos de ensaio com capacidade para 10mL em
fornecedores diversos (-)

Béqueres de 1L e confecgdo de tubo-teste
especifico somente por encomenda (+)

Espaco fisico para manutengéo
do teste durante todo o periodo
experimental

menor (o teste é preparado em tubos de ensaio,
acondicionados em grades, que podem ser
mantidas tanto em incubadoras quanto nas
bancadas do laboratério que possuam temperatura
controlada) (-)

maior (0 uso de incubadoras fica
inviabilizado em funcdo do espago
requerido, sendo as bancadas do laboratério
a melhor opgao) (+)

. Presente na maioria das amostras analisadas | Presente na minoria das amostras
Presenga do interferente o = - A o =
“aménia” (87,5%) em concentragcdo suficiente para causar | analisadas  (29%) em  concentragdo
efeito toxico (+) suficiente para causar efeito toxico (-)
. . . = . Maior, pois embribes podem ser
Menor, pois embrides de ourico ndo vivem | .. .
similarmente  expostos em  ambientes

Relevancia ecolégica

diretamente na agua intersticial, embora possam
ser expostos a essa agua diluida que por difuséo
chega a coluna d’agua (-)

naturais quando se deslocam para o
sedimento para completar o processo de
desenvolvimento antes da metamorfose (+)

Custo geral

Maior (em fungéo de h/h e centrifuga) (+)

Menor (em fungdo do menor tempo de h/h,
além de ndo existir necessidade da
centrifuga) (-)

Viabilidade de utilizacdo em
monitoramento

Viavel, exigindo maior estrutura,esforgo e/ou custo
(6+)

Viavel, exigindo menor estrutura, esforgo
e/ou custo (3+)

(+) = maior estrutura, esforgo ou custo

(-) = menor estrutura, esforgo ou custo
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Deve ser ressaltado que o método de avaliacdo da interface
sedimento/agua n&o apresenta problemas associados a salinidade e diluicéo
variavel da amostra, que podem complicar a avaliagao entre pontos de
amostragem e minimiza os efeitos tanto da aménia como de sulfetos, que
podem ser interferentes importantes durante os testes de toxicidade. Além
disso, aumenta a representatividade dos testes embrio-larvais, uma vez que
nesse sistema-teste os embrides de ourico sdo mantidos numa tela cerca de
1cm acima da superficie do sedimento. Embrides de equinodermos podem
ser similarmente expostos em ambientes naturais quando se deslocam da
coluna d’agua para o sedimento a fim de completar o processo de

desenvolvimento através da metamorfose (HUNT et al.,1998).

Essas consideragdes reforcaram a indicagdo do método com a
interface sedimento/agua como o mais adequado nas avaliagbes da

toxicidade de sedimentos marinhos e estuarinos.
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6 - CONCLUSOES

A concentracdo de aménia n&o ionizada € um fator relevante a ser
observado na realizagdo de testes de toxicidade com sedimento, tendo
em vista que foram obtidas correlagdes significativas entre os resultados
dos testes de toxicidade e a concentragdo de aménia nao ionizada para

os dois métodos testados (agua intersticial e interface sedimento/agua);

Os estagios de morula e blastula no método que utiliza a agua
intersticial, e o de gastrula, no método que utiliza amostra da interface
sedimento/agua, foram os estagios de desenvolvimento embrionario

mais sensiveis ao efeito téxico da amoénia ndo ionizada;

Quando comparado com aquele realizado na interface sedimento/agua,
0 método utilizando a agua intersticial resultou tanto em teores
superiores de amoénia ndo ionizada quanto apresentou maior frequéncia
de concentragbes onde, isoladamente, poderiam causar efeito toxico

(>0,05mg/L) a L. variegatus;

O método que utiliza a interface sedimento/agua possibilitou o
aproveitamento de um maior numero de resultados de testes de
toxicidade (71%) do que aquele com amostras da agua intersticial
(12,5%), concluindo-se portanto ser este 0 método mais adequado nas
avaliagbes da toxicidade de sedimentos marinhos e estuarinos, para

minimizar a interferéncia da amoénia nao ionizada;

Houve uma excelente correlacdo entre a concentracdo dos metais no
sedimento e aquelas determinadas na interface sedimento/agua.
Entretanto, a confirmacdo dessa informacdo somente sera possivel,
caso uma amostragem balanceada entre as duas matrizes seja

efetuada;
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Foi verificada uma correlagdo significativa entre as concentragdes de
metais nos sedimentos e a intensidade dos efeitos toxicos, com o uso do

método que utiliza a interface sedimento/agua;

Observou-se correlagdo significativa entre os resultados das
concentragdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
determinadas nas amostras de sedimento bruto e a intensidade do efeito

téxico observado com o método que utiliza a agua intersticial;

Nao foi evidenciada a influéncia direta da granulometria nos resultados

dos testes de toxicidade para ambos os métodos testados;

Verificou-se diferenga nos resultados de toxicidade entre as réplicas de
campo (de 7 amostras, 4 apresentaram resultados divergentes). Razdes
especificas para essa diferenga ndo puderam ser diretamente apontadas

no presente estudo;

A consisténcia da resposta entre as réplicas de teste, avaliada através

dos desvios-padrao, foi considerada satisfatoria;

O registro dos diferentes estagios embrio-larvais encontrados em cada
amostra mostrou-se bastante util, pois o resultado final além de oferecer
informacbées a respeito da toxicidade da amostra (toxica ou nao),
possibilitou a hierarquizagdo em termos da intensidade do efeito

daquelas amostras consideradas téxicas;

Esse tipo de registro podera ser utilizado como ferramenta auxiliar em
futuros trabalhos de monitoramento ambiental, na indicacdo daquelas

areas que deverao ser priorizadas ou mais profundamente avaliadas;

Verificou-se concordancia entre os resultados dos testes de toxicidade
com L. variegatus obtidos para ambos os métodos e os critérios

numeéricos de qualidade de sedimentos (TEL e PEL).
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ANEXO [ - Critérios utilizados para avaliagao da qualidade de sedimentos

marinhos e estuarinos.

POLUENTE TEL® PEL®
o Arsénio 7,24 41,6
5 Cadmio 07 4,21
i Chumbo 30,2 112
= Cobre 18,7 108
§ g Cromo 52,3 160
i’)' Mercurio 0,13 0,696
g Niquel® 15,9 42,8
= Zinco 124 271
@ Acenafteno 6,71 88,9
(&)
5 Acenaftileno 5,87 128
S Antraceno 46,9 245
% S Benzo-a-antraceno 74,8 693
5 %, Benzo-a-pireno 88,8 763
g f Criseno 108 846
§ E Fenantreno 86,7 544
gt Fluoranteno 113 1494
E Fluoreno 21,2 144
é Naftaleno 34,6 391
T Pireno 153 1398

) ENVIRONMENT CANADA (1999)

@ FDEP (1994)

TEL (Threshold Effect Level): Nivel limiar abaixo do qual ndo ocorre efeito adverso a comunidade bioldgica.

PEL (Probable Effect Level): Nivel provavel de efeito adverso a comunidade bioldgica (freqlientemente associado
a efeitos bioldgicos)
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