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RESUMO

A producdo e uso de corantes representam numeros relevantes no mundo e no Brasil.
Efeitos ecotoxicologicos desses compostos, especialmente frente a organismos estuarinos e
marinhos sdo ainda pouco explorados. Neste estudo avaliou-se a toxicidade dos azo corantes C.I.
Disperse Red 1 e C.I. Disperse Red 13 para o copépodo estuarino Nitokra sp. avaliando efeitos
adversos como a imobilidade e o sucesso de eclosdo dos ovos antes e apds tratamento
fotoeletroquimico. Os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 apresentaram toxicidade para o
teste de imobilidade com concentracdo efetiva CE50(96h) de 0,3 a 2,1 mg.L™* (n=4) e 1,5 mg.L™
(n=2), respectivamente. As concentragdes que causaram efeitos adversos na taxa de ecloséo de
ovos foram maiores ou proximas a CE50 de imobilidade, demonstrando que esse endpoint néo foi
mais sensivel como esperado. Testes realizados apds o tratamento fotoeletroquimico dos mesmos
corantes mostraram que a toxicidade tanto no teste de imobilidade quando no teste de sucesso de
eclosdo de ovos foi reduzida. Esse tratamento mostra-se promissor para o tratamento desses
compostos, porém, cabe ressaltar que a utilizacdo de sal para o tratamento é interferente e causa

toxicidade quando descartado ou disposto em ambientes de agua doce.

PALAVRAS-CHAVE: Invertebrado marinho; Ecotoxicidade; Corantes.



ABSTRACT

Production and use of dyes represent relevant numbers in the world and in Brazil.
Ecotoxicological effects of these compounds, especially to estuarine and marine organisms are
unknown. This study evaluated the toxicity of the azo dye CI Disperse Red 1 and CI Disperse
Red 13 to an estuarine copepod Nitokra sp. evaluating adverse effects measured as immobility
and egg hatching success before and after photoelectrochemical treatment. Both dyes Disperse
Red 1 and Disperse Red 13 were toxic with immobility effective concentration EC50 (96h) in the
range of 0.3 to 2.1 mg.L™ (n= 4) and 1.5 mg.L™* (n= 2), respectively. The concentrations that
caused adverse effects on the success of eggs hatching were higher or close to the EC50
immobility, demonstrating that this is not the most sensitive endpoint as expected. Tests
performed after photoelectrochemical treatment showed that the toxicity of  both tests was
reduced. This treatment shows promise for the treatment of these compounds, however, it is
worth noting that the use of salt for treatment is interfering and cause toxicity when discarded or

disposed of in freshwater environments.

KEYWORDS: Marine invertebrate; Ecotoxicity; Dyes.
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1. INTRODUCAO

Os corantes, naturais e sintéticos, sdo usados em exaustdo muito antes de se pensar na
toxicidade desses compostos. Seu uso, criacdo e aplicacdo remetem aos primordios da sociedade,
porém, assim como outros compostos, 0s corantes, principalmente sintéticos, revelaram seu
potencial em causar toxicidade e mutagenicidade. Corantes ja foram encontrados em mananciais
de agua, sua ocorréncia no ambiente deve-se primariamente as grandes quantidades perdidas
durante o processo de tingimento.

Efluentes provenientes da industria téxtil, contendo corantes, sdo foco de muitos estudos
para tratamento e degradacdo dada a elevada complexidade para degradar esses compostos
(BERGSTEN-TORRALBA et al., 2009; BAFANA et al., 2011). Os efluentes quando tratados
para a remoc¢do da cor e toxicidade, podem tornar-se mais toxicos dependendo da metodologia
empregada.

Os testes mais comumente empregados para a avaliacdo da toxicidade s&o com organismos
de agua doce, notadamente microcrustaceos e algas, mas o emprego de organismos marinhos no
caso dos despejos ocorrerem em areas estuarinas e salinas se faz necessario.

S&o poucos os trabalhos que utilizaram organismos marinhos na avaliacdo da toxicidade de
corantes (NOVOTNY et al., 2006; FERRAZ et al., 2011). O método mais utilizado é com
bactéria luminescente (Vibrio fischeri), mas testes com outros niveis tréficos sdo necessarios para
prover dados visando a derivacdo de padrGes e a protecdo da vida aquatica em diferentes

ambientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Testes de toxicidade com copépodos marinhos

A costa brasileira possui mais de 7000 km de extensdo, densa aglomeragéo urbana, grande
diversidade bioldgica e alta relevancia econdmica. Porém, sofre com a falta de modelos para
avaliar a toxicidade de seus ambientes marinhos. Os principais representantes de ambientes
marinhos sdo os crustaceos, entre eles com grande diversidade destaca-se a subclasse dos
copépodos, que compdem o principal elo entre o fitoplancton e os niveis tréficos superiores
(RAISSUDIN et al., 2007). Os copépodos séo provavelmente os organismos multicelulares mais
numerosos no mundo e ha uma estimativa de que apenas 15% das espécies sdo conhecidas até o
momento (MAUCHLINE, 1998). Estes organismos estdo subdivididos em dez ordens, sendo as
mais conhecidas: Harpacticoida, Calanoida e Cyclopoida. Os harpacticoides sdo
predominantemente marinhos e bentdnicos, e vivem associados ao sedimento, diferindo das
outras ordens em que a maioria das espécies € planctonica.

Copépodos harpacticoides tem representantes de espécies marinhas, de agua doce e
estuarinas com toleréncia a diferentes salinidades, possuem um ciclo de vida aproximado de 3-4
semanas, fazem um importante elo na cadeia alimentar, sdo abundantes, possuem 12 estagios
pos-embrionarios distintos (Figura 1), e sdo sexualmente dimorfos (LOTUFO & ABESSA, 2002;
RAISUDDIN et al., 2007). Estudos demonstraram que esses organismos Sdo sensiveis,
garantindo seu uso em testes de toxicidade, sendo por vezes mais sensiveis que outros
organismos marinhos (BEJARANO et al., 2006; GREENSTEIN et al., 2008; ARAUJO et al.,
2009; ARAUJO et al., 2010).



Figural. Diferentes estagios pds-embrionarios do copépodo harpacticdide Tigriopus japonicus.
N1-N6 estagios de nduplios, C1-C5 estagios de copepoditos, e adultos de copépodos (SEO et al.,
2006).

Copépodos tem sido utilizados na avaliacdo da toxicidade de sedimentos (LOTUFO, 1998;
HACK et al., 2008) e poluentes diversos (BEJARANO et al., 2005). Algumas espécies séo
utilizadas em testes de ciclo de vida, sequindo norma padronizada pela ASTM E 2317 (2004),
que avaliam efeitos como sucesso de reproducéo e desenvolvimento (KOVATCH et al., 1999;
BREITHOLTZ et al., 2003). Buscando endpoints mais sensiveis, para garantir ndo s6 a
sobrevivéncia, mas também a prosperidade dos organismos, e testes com menor tempo de
duracdo, ja existem estudos que buscam etapas mais sensiveis do ciclo de vida do organismo,
como testes com embrides (GORBI et al., 2012), testes que avaliam se as substancias sdo capazes
de comprometer o sucesso de eclosdo dos ovos (MIRALTO et al., 2003; NIPPER et al., 2005), ou
inducdo e detecgdo de biomarcadores de efeito como apoptose em copépodos (BUTTINO et al.,
2011a,b).



No Brasil, testes com copépodos ja sdo utilizados para avaliagdo da toxicidade. O copépodo
Acartia tonsa foi utilizado para compreender mecanismos de toxicidade de metais como a prata e
0 cobre (PEDROSO et al. 2007; PINHO & BIANCHINI, 2010). Tisbe biminiensis foi citado
como um organismo promissor em estudos ecotoxicolégicos (ARAUJO-CASTRO et al., 2009).

Ainda no Brasil, foi encontrada uma espécie nativa de Nitokra sp., muito provavelmente
uma espécie nova ainda ndo descrita (Lotufo, comunicacdo pessoal). Nitokra sp. é um copépodo
harpacticoide estuarino, coletado na regido entre marés de manguezais na regido de Cananéia, no
litoral sul do Estado de Séo Paulo (Figura 2) (ZARONI, 2006). Esse organismo € usado em
diferentes laboratorios no Brasil e devido o seu habitat estuarino é capaz de viver em uma extensa
faixa de salinidade (5 a 30). Lotufo & Abessa (2002) propuseram um método para avaliacdo de
toxicidade com Nitokra sp.. ZARONI (2006) utilizou o mesmo copépodo para avaliar a
toxicidade dos sedimentos marinhos e estuarinos no municipio de Bertioga-SP. Souza et al.
(2012) avaliaram a sensibilidade de Nitokra sp. com dicromato de potéssio e am6nia, uma carta-
controle foi elaborada com dicromato de potéassio e a LC(50) média foi de 21,7 mg.L™. Os
resultados demonstraram sensibilidade as substancias testadas e reprodutibilidade nos testes.

Dada as faceis condi¢fes de cultivo, a possibilidade de usar em diferentes salinidades, a
sensibilidade relatada em outros trabalhos, Nitokra sp. parece uma alternativa promissora para

testes de toxicidade com amostras marinhas e estuarinas.

200 pm

A B

100 pm

Figura 2. Nitokra sp. A- adulto; B- nauplio.



2.2 Corantes téxteis

Corantes sdo compostos organicos coloridos que absorvem luz na regido do visivel e
podem se conectar fortemente a fibra em decorréncia de ligagdes quimicas e fisicas entre o grupo
do corante e o grupo da fibra (IQBAL, 2008). Normalmente s&o utilizados em solucdes para fixar
e dar coloracdo aos mais diversos materiais (tecido, cabelo, couro, entre outros). Cor e corante
sempre desempenharam um papel fundamental na sociedade, a preparacdo de cores e tingimento
de tecidos remontam a Antiguidade (IQBAL, 2008). Seu uso deu-se inicialmente com os corantes
naturais, oriundos de plantas e alguns animais, e aplicados principalmente para a coloracéo de
tecidos. Posteriormente, os corantes sintéticos foram criados e rapidamente difundidos devido a
introducdo de novas fibras, aplicacdes e distintos usos, podendo ser encontrados em tintas,
produtos cosméticos, alimentos e na medicina (HUNGER, 2002; BAFANA et al., 2011).

Os corantes sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica ou pelo seu uso e
aplicacdo. Os corantes dispersos sao de baixa solubilidade em &gua e usados predominantemente
em fibras hidrofobicas como o poliéster. Entre eles destacam-se 0s azo corantes que representam
mais da metade dos corantes comerciais e caracterizam-se pela presenca de pelo menos um
grupamento azo (N=N). O sucesso de seu emprego da-se predominantemente pelo grande
namero de combinagdes moleculares que podem ser geradas e pela facilidade do processo em que
ele pode ser produzido (HUNGER, 2002).

A aplicacdo de corantes é predominante na inddstria téxtil, uma vez que cada fibra requer
produtos com caracteristicas especificas para dar a coloracdo (GUARATINI & ZANONI, 1999).
Durante esse processo, residuos de corantes sdo descartados, e geralmente aqueles de baixa
degradabilidade passam pelo tratamento e podem ser encontrados no ambiente (WANG et al.,
2002). Alguns corantes foram relacionados a atividades mutagénicas em manancial no Estado de
Sdo Paulo (UMBUZEIRO et al., 2005), podendo inclusive impactar a 4gua para consumo
humano (ALVES DE LIMA et al., 2007) e lodo de esgoto (UMBUZEIRO et al., 2004).

Uma vez no ambiente esses residuos podem causar efeitos a diversos organismos, pois
corantes sdo geralmente toxicos e mutagénicos, tendo sua toxicidade atribuida principalmente aos
seus produtos de degradacdo (BAFANA, 2011). Por isso ha uma crescente preocupagdo com 0s
efeitos que possam ser causados por esses compostos no ambiente e nos organismos

representantes daquele sistema.



Alguns estudos foram realizados avaliando efeitos de corantes com diferentes espécies, e

estéo sintetizados no Quadro 1.

Quadro 1. Espécies aquaticas utilizados para avaliacdo de corantes

Espécie

Referéncia

Vibrio fischeri
Vibrio fischeri
Vibrio fischeri
Vibrio fischeri
Vibrio fischeri
Vibrio fischeri
Vibrio fischeri
Tetrahymena pyriformis

Chlorella sp.
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia similis
Daphnia similis
Daphnia similis
Moina macrocopa
Moina macrocopa
Artemia salina
Xenopus laevis
Hydra attenuata
Brachydanio rerio

Carassius auratus

Pseudokircheneriella subcapitata

Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Protozoario
Alga

Alga
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Microcrustaceo
Sapo (larva)
Cnidario

Peixe

Peixe

Wang et al. (2002)
Gottlieb et al. (2003)
Wang et al. (2003)
Novotny et al. (2006)
Osugi et al. (2006)
Garcia-Montafio et al. (2008)
Ferraz et al. (2011)
Novotny et al. (2006)
Novotny et al. (2006)
Vinitnantharat et al. (2008)
Walthall & Stark (1999)
Bergsten-Torralba et al. (2009)
Bae et al. (2006)

Bae & Freeman (2007a,b)
Liu et al. (2007)

Verma (2008)

Immich et al. (2009)

Silva et al. (2012)

Ferraz et al. (2010)

Ferraz et al. (2011)

Vacchi et al. (2013)

Wong et al. (2006)
Vinitnantharat et al. (2008)
Ayed et al. (2011)

Birhanli & Ozmen (2005)
Vacchi et al. (2013)

Liu et al. (2007)

Liu et al. (2007)




A utilizacdo do teste com bactérias e microcrustaceos é predominante, sendo o Vibrio
fischeri e a Artemia salina os Unicos representantes de ambientes aquaticos utilizados para a
avaliacdo da toxicidade de amostras marinhas de corantes na literatura pesquisada.

Entre os estudos citados destaca-se a elevada toxicidade dos corantes azdicos Disperse Red
1 e Disperse Red 13 avaliados por Ferraz et al. (2010) em que a CE50(48h) para Daphnia similis
foi de 0,12 mg.L™ e 0,01 mg.L™, respectivamente, resultado classificado como muito téxico para
a vida aquatica, segundo o Global Harmonization System (GHS) (GHS, 2005).

Os corante Disperse Red 1 e Disperse Red 13 além de serem bastante tdxicos para
organismos aquaticos demonstraram ser mutagénicos no teste de Salmonella/microssoma
(FERRAZ et al., 2010). Esse mesmo potencial foi relatado com os produtos formados apés
processos de oxidacao e reducdo do Disperse Red 1, simulando uma biotransformacdo hepatica
(CHEQUER et al., 2011). Oliveira et al. (2010) avaliaram a eficiéncia de um processo de
cloragdo convencional para remover a mutagenicidade do Disperse Red 1 e verificaram que 0
tratamento ndo foi eficiente. Porém, o tratamento fotoeletrocatalitico, com o mesmo corante, foi
capaz de remover a atividade mutagénica, sendo um tratamento promissor para azo corantes
(OSUGI et al., 2009).

Os corantes comerciais, como comumente sdo comercializados para emprego na industria,
sdo produtos com diferentes formulagGes e normalmente possuem agentes dispersantes e outros
corantes provenientes da sintese. Vacchi et al. (2013) caracterizaram e testaram os diferentes
componentes do corante Disperse Red 1 em sua forma comercial e verificaram, apos testar o
agente dispersante e 0s outros componentes do produto, que a toxicidade era causada pelo corante
principal, o Disperse Red 1, pelo menos para D. similis. Esse mesmo produto comercial foi
clorado, mimetizando um processo convencional de tratamento de agua residuérias, e o produto
formado apesar de menos téxico para D. similis, foi mais toxico para Hydra attenuata e mais
mutagénico no teste de Salmonella/microssoma.

A avaliacdo da toxicidade dos corantes € um dos passos para promover a protecdo da vida
aquatica. E quanto maior e mais consistentes forem os dados disponiveis mais facil a tomada de
medidas de controle e preven¢do. Vacchi (2012) utilizou varios testes e organismos, de diferentes
niveis troficos, para avaliar a toxicidade do corante comercial Disperse Red 1 (Quadro 2). Devido
as diferencas de sensibilidade entre os organismos e, 0s endpoints avaliados a toxicidade variou

bastante sendo a alga (Pseudokirchneriella subcapitata) e os microcrustaceos (D. similis e C.

7



dubia) os organismos mais sensiveis para esse composto. N&do foram encontrados na literatura
estudos que utilizaram organismos marinhos na avaliacdo da toxicidade dos corantes Disperse
Red 1 e Disperse Red 13.

Quadro 2. Toxicidade do corante comercial Disperse Red 1 a diferentes espécies aquaticas
(VACCHI, 2012; VACCHI et al., 2012)

. ) . _ Resultado
Espécie Endpoint Tempo de exposicao L
(mg.L™)
Pseudokirchneriella )
] inibicdo do crescimento - CENO 72h 0,10
subcapitata
Daphnia similis letalidade - CL50 48 h 0,13
Daphnia magna letalidade - CL50 48 h 0,58
Ceriodaphnia silvestrii letalidade - CL50 48 h 0,78
Ceriodaphnia dubia letalidade - CL50 48 h 0,48
Ceriodaphnia dubia  inibigdo da reproducgdo - CENO 8d 0,10
Danio rerio Larva - letalidade - CL50 96h >50
Adulto - CL50 96h >100
Girardia tigrina Jovem - letalidade - CL50 96h 79
Adulto - CL50 96h 154
Hydra attenuata inibicdo da reprodugédo - CENO 7d 1,0
Agudo letalidade - CL50 96 h 48




2.3 Tratamento fotoeletroquimico de corantes

A inddstria téxtil € uma das maiores geradoras de efluentes e ndo s6 os grandes volumes
preocupam do ponto de vista ambiental. Os efluentes gerados, principalmente durante o processo
de tingimento, caracterizam-se por altos valores de carbono orgénico total (COT), baixa demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), solidos suspensos, salinidade, coloracdo, variacbes de pH e a
presenca de compostos recalcitrantes como os azo corantes (SOLIS et al., 2012).

Essas caracteristicas além de causar danos ao ambiente tornam o tratamento desses
efluentes um desafio. Muitos sdo os métodos conhecidos e aplicados para o tratamento desses
efluentes: biodegradacdo, degradacdo quimica (O3 ou Cl,) e métodos fisicos, como a filtracéo
(CATANHO et al., 2006a). Esses processos normalmente envolvem a producdo de grandes
quantidades de residuos sélidos, necessitam de grandes areas, rigido controle e alto custo. Ou
ainda, sdo capazes de produzir compostos mais perigosos, como é o caso de produtos de
desinfeccdo com cloro, e por isso devem ser evitados (OSUGI et al., 2009; VACCHI et al.,
2013).

Atualmente os tratamentos baseados nos processos oxidativos avancgados (POA) tem obtido
sucesso e sdo apontados como alternativas promissoras no tratamento de compostos organicos. O
processo para degradar contaminantes organicos tem como objetivo a geracdo da hidroxila
radicalar, espécie ndo seletiva e altamente oxidante que é capaz de promover a mineralizacédo de
substancias organicas. Esse radical tem um potencial oxidativo maior do que alguns fortes
oxidantes como ozonio, peroxido de hidrogénio e cloro (COSTA, 2009).

Entre os processos oxidativos avancados o tratamento fotoeletroquimico tem sido apontado
como uma opc¢éo para o tratamento de corantes (OSUGI et al., 2006). Esse tratamento consiste na
utilizacdo de um substrato foto sensivel (semicondutor) empregado como catalisador, que quando
submetido a radiacdo UV com um comprimento de onda adequado para superar sua energia de
bandgap (energia necessaria para que o elétron passe da banda de valéncia para a banda de
conducdo) formando um par elétron/lacuna através da promog¢do de um elétron da banda de
valéncia para a banda de conducéo. Essas lacunas podem oxidar as moléculas de 4gua adsorvidas
no semicondutor ou oxidar diretamente os contaminantes organicos por transferéncia de carga
(CATANHO et al., 2006b; COSTA, 2009).



Catanho et al. (2006Db) tratou trés diferentes corantes remazol e mostrou que o tratamento
fotoeletroquimico foi capaz de remover a coloragdo em 90 minutos. Osugi et al. (2006) removeu
100% da coloracdo do corante Remazol Turquoise Blue 15 com 3 horas de tratamento, mas ao
final deste houve um aumento na toxicidade para o Vibrio fischeri.

Os corantes dispersos Orange 1, Red 1 e Red 13 foram tratados por processo
fotoeletroquimico e com 1 hora de tratamento obteve-se total descoloracdo e completa reducdo da
atividade mutagénica (OSUGI et al., 2009).

Embora o tratamento fotoeletroquimico esteja em evidéncia e esta sendo apontado como
um tratamento promissor para compostos recalcitrantes pouco € sabido sobre a toxicidade dos
produtos formados durante o tratamento (OSUGI et al., 2006). Como na realizacdo deste
tratamento € indispensavel a utilizacdo de sais, geralmente NaCl e Na,SO,4, como eletrélitos de
suporte para garantir a eficiéncia do tratamento (OLIVEIRA, 2008), a utilizacdo de organismos
marinhos € uma opcao ideal para avaliagdes posteriores a esses tratamentos. A adicdo de sais
nesses efluentes, se descartados em ambientes de &gua doce, podem causar toxicidade para 0s

organismos representantes desses ambientes.
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3. OBJETIVO

Avaliacdo da toxicidade dos azo corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 antes e ap0s
tratamento fotoeletroquimico através de testes de toxicidade com o copépodo marinho Nitokra
sp. utilizando como endpoint a imobilidade de organismos adultos e o sucesso de eclosdo dos

OVos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Compostos quimicos

O corante comercial Disperse Red 1 foi adquirido da empresa PCIL® — Produtos Quimicos
para Industrias LTDA e tem como produto principal o corante Cl Disperse Red 1 (N-Ethyl-N (2-
hydroxyethyl)-4-(4-nitrophenylazo) aniline; CAS number 2872- 52-8. O produto comercial foi
caracterizado por Vacchi et al. (2013), contém 61% do corante principal, 20% de sufactante,
provavelmente lignina, e o restante sdo residuos de sintese do corante (Tabela 1) (VACCHI et al.,
2013).

12



Tabela 1. Componentes do corante comercial Disperse Red 1 (VACCHI et al., 2013)

Composto Formula estrutural Porcentagem em massa em
relacdo aos 80% de corante no

produto
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Vacchi et al. (2013) concluiram que a fragdo principal, representada pelo corante Disperse
Red 1, foi a maior contribuinte do produto comercial para a toxicidade de organismos aquaticos.

O corante Disperse Red 13 foi adquirido da Sigma Aldrich® (produto padréo- pureza de
25%) cuja formula é 2-[4-(2-Chloro-4-nitrophenylazo)-N-ethylphenylamino]ethanol; CAS
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number 3180-81-2 (Figura 3). O Disperse Red 13 difere do Disperse Red 1 por possuir um atomo
de cloro na sua estrutura.

O preparo das solucdes estoque dos corantes foi realizado em agua ultrapura (Milli-Q
Academic Millipore™, Billerica, MA, USA) e, posteriormente foi diluida em &gua salina, de

modo que ndo afetasse a salinidade das amostras, ndo ultrapassando 10% do volume da solugéo

O

Figura 3. Estrutura quimica do Disperse Red 13.

teste na maior concentracéo.

OH
N’-‘-“‘m_,.-"'

4.2 Testes de toxicidade

4.2.1 Origem, Manutencdo e Monitoramento da sensibilidade da cultura de Nitokra

sp.

Os organismos foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Eduinetty Ceci P. M. de Sousa
do Instituto Oceanogréafico da Universidade de Sdo Paulo em 2009, e desde entédo sdo cultivados
no Laboratorio de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental “Prof. Abilio Lopes” - LEAL.

Os organismos foram cultivados de acordo com o método proposto por Lotufo & Abessa
(2002) com pequenas modifica¢Ges. Os organismos foram mantidos em temperatura constante de
24 +1 °C e fotoperiodo de 12h claro: 12h escuro, cultivados em erlenmeyers de 500 e 1000 mL
tampados com gaze e algoddo, alimentados com ragcdo de peixe TETRAMIN® fermentada
(ABNT, 2004) duas vezes por semana. Os copépodos foram cultivados em diferentes salinidades
(5, 10 e 20) em agua do mar reconstituida (Red Sea Salt Coral Pro®) e trocas parciais de agua
foram realizadas periodicamente.

O sulfato de zinco P.A (ZnSO,. 7H,O - Ecibra®) foi utilizado como substancia de
referéncia nos testes de imobilidade e sucesso de eclosdo. As solugdes foram preparadas com
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agua salina reconstituida - agua deionizada e sal marinho (Red Sea Salt Coral Pro®). A
salinidade escolhida para os testes foi de 20, &gua salobra que fica mais proxima as condicfes de
estuério.

Os testes foram realizados conforme Lotufo & Abessa (2002), com algumas modificacdes.
Copépodos adultos foram expostos as diferentes concentragGes da substancia de referéncia, em
triplicata, 10 organismos e 5 mL por réplica, por 96 h em condi¢des estaticas, em microplacas
multiescavadas. A imobilidade dos organismos foi registrada ao final do teste e a concentracao
efetiva 50 (CE50) foi calculada através do método de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON
etal., 1977).

4.2.2 Testes de toxicidade - avaliacdo da imobilidade

A dispersdo da solucdo estoque sempre em agua ultrapura (Milli-Q Academic
Millipore™ Billerica, MA, USA) e as concentracdes utilizadas no teste foram diluidas
posteriormente em agua salina, na salinidade adequada para os organismos, de modo que a
diluicdo ndo alterasse a salinidade da agua. Como o organismo utilizado neste estudo tolera e é
cultivado em diferentes salinidades, optou-se por realizar testes de toxicidade em salinidade 20,
caracteristica de ambientes estuarinos.

As condigdes do teste estdo descritas na Tabela 2. O teste tem como endpoint a imobilidade
dos organismos, que € verificada ao final do teste com o auxilio de um microscopio
estereoscopico e a CE50(96h) é calculada através do programa estatistico Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al., 1977). Os testes foram considerados validos quando ndo houve

imobilidade superior a 10% no controle.
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Tabela 2. Resumo das condicdes utilizadas no teste de imobilidade com Nitokra sp.

Parametro Condicdo empregada
Volume de amostra 5 mL por réplica
N°organismos 10 organismos por replica
Temperatura 24+1°C
Tempo de exposicao 96 h
Fotoperiodo 12-12h
Idade organismos Adultos
Réplicas No minino 3
Endpoint Imobilidade
Tipo de teste Estatico

4.2.3 Testes de toxicidade — sucesso de eclosdo de ovos

Os testes de sucesso de eclosdo de ovos foram realizados baseados em Lotufo & Abessa
(2002) e Nipper et al. (2005). As solugdes preparadas para o teste foram feitas em agua ultrapura,
e depois realizadas sucessivas diluicBes em agua salina, de modo que ndo alterasse a salinidade
das amostras. Os testes foram realizados com 2 mL de solu¢do em placas multiescavadas (24
pocos), dez réplicas, uma fémea ovada por réplica, o periodo de exposi¢do foi de 96 horas,
temperatura de 24°C + 1 e foto periodo de 12h luz-12h escuro. As condicfes do teste estdo
descritas na Tabela 3.

O teste teve como endpoints a sobrevivéncia de fémeas adultas e o sucesso de eclosdo de
ovos. Ao final do teste 0 nimero de fémeas sobreviventes e 0 nimero de nauplios nascidos por
réplica foram registrados com ajuda de um microscopio estereoscopico. Os dados de
sobrevivéncia das fémeas foram analisados com o programa Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977) e calculada a CE50(96h).

Os resultados dos testes de eclosdo foram analisados tpelo programa InStat versdo 3.0 que
comparou o nascimento de nauplios das fémeas de Nitokra sp. entre o controle e as
concentragdes, através dos métodos ANOVA e pos-teste de Dunnett (p<0,05). Os resultados
foram expressos em concentracdo de efeito observado (CEO) e foram considerados validos

qguando ndo houve imobilidade superior a 10% no controle.
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Tabela 3. Resumo das condicdes utilizadas no teste de sucesso de eclosédo com Nitokra sp.

Parametro Condicdo empregada
Volume de amostra 2 mL
N° organismos 1 por réplica
Temperatura 24 £1°C
Tempo de exposicao 96h
Fotoperiodo 12-12h
Idade organismos Fémeas ovadas
N° de réplicas 10
Endpoint Imobilidade e sucesso de ecloséo
Tipo de teste Estatico

4.4 Tratamento fotoeletroquimico

O tratamento fotoeletroquimico foi realizado no Departamento de Quimica Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de
Araraquara, sob a supervisao da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni.

O tratamento foi realizado em um reator de 250 mL equipado com agua refrigerada usando
um banho ultra-termostatico (Nova Técnica, Brasil) (Figura 4). Na célula foi colocado um
eletrodo de trabalho composto por matrizes de nanotubos de titanio auto-organizados. Utilizou-se
Ag/AgCl KCI 3M como eletrodo de referéncia, uma placa de titanio revestida com uma camada
de cloreto de ruténio como eletrodo auxiliar e como eletrolito foi utilizado Na,SO4-0,1M. A &rea
foto-ativa do eletrodo (TiO,) era 25 cm? e foi iluminado com uma fonte de radiacdo UV de 125
W.

As solucBes tinham concentracdo inicial de 20 mg.L™ e foram acidificadas em meio de
acido sulfurico para o pH=2. A solucdo foi colocada no reator e o processo deu-se com a
utilizacdo de um agitador magnético posicionado sob o reator. A corrente utilizada foi de 1,0 V e

o tempo de tratamento foi de 2 horas em um potenciostato/galvanostato (modelo PAR 263).
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A concentracdo do corante na solugdo foi monitorada pelas medidas de absorbancia de

amostras em tempos controlados usando o Espectrofotometro Hewlett Packard 8453.

[f® 1 Fonte
il b
Cétodo A l.A______-Bulbodequartzo
: > A » Agua
L/i‘,(’v\'A
- o {
Lampada UV

Anodo

Agua —»

Agitagdo magnética

Figura 4. Esquema do reator fotoeletroquimico utilizado nos tratamentos dos corantes (Adaptado
de LUCAS et al., 2008).

4.5 Gerenciamento dos residuos gerados
Os residuos gerados durante o preparo das solucBes e dos testes de toxicidade foram

armazenados em local apropriado e serdo encaminhados para destinacdo adequada na
UNICAMP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da sensibilidade de Nitokra sp. - imobilidade com substancia

de referéncia

Periodicamente, foram realizados testes de imobilidade com substancia de referéncia desde
2010 para acompanhamento da sensibilidade da cultura de Nitokra sp.. Uma carta-controle foi
elaborada com os resultados obtidos (Figura 5). A média foi apresentada na parte central do
gréafico e os limites superiores e inferiores foram apresentados pela linha tracejada e representam
duas vezes o0 desvio padrdo (BURTON et al., 2009). A média da CE50(96h) é de 0,64 mg.L™ de
Zn*? (n=19). Como pode ser observado n&o houve resultados acima ou abaixo de dois desvios,
indicando que a sensibilidade da cultura se manteve estavel durante o periodo. Os dados podem

ser encontrados no Apéndice A.
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Figura 5. Carta-controle do Nitokra sp. CE50(96h), resultados expressos em Zn. Média

representada pela linha continua e limites superiores e inferiores a dois desvios padrdes pela linha

tracejada.
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5.2 Teste de toxicidade — avaliacao da imobilidade

5.2.1 Disperse Red 1

Testes preliminares com o corante Disperse Red 1 demonstraram que a dispersdao do
corante em dgua salina era baixa. Algumas tentativas de dispersdo com ultrasom e a utilizagdo de
diferentes salinidades foram realizadas, mas o resultado também néo foi satisfatorio. Optou-se
por preparar a dispersdo da solucdo estogque em &gua ultrapura (MilliQ®) e as diluicdes
sucessivas em &gua salina, sendo que a solucdo estoque ndo ultrapassou 10% do volume na
solucéo teste mais alta. Portanto, todos os testes com corante foram realizados nessa condicao.

Com o corante Disperse Red 1 foram realizados quatro testes de toxidade para determinar
a CEB0, esses resultados estdo apresentados na Tabela 4. Os dados brutos podem ser encontrados
no APENDICE B.

Tabela 4. Valores de CE50 e intervalos de confianca obtidos nos testes de imobilidade com

Nitokra sp. exposto ao corante Disperse Red 1

Teste CES50 (mg.L™)
1 0,92 (0,24-3,54)
2 0,30 (0,20-0,40)
3 2,07 (1,61-2,67)
4 1,18 (0,64-2,18)

Mesmo utilizando a &4gua ultrapura para o preparo da solugéo estoque, era possivel observar
ao final do teste (ap0s 96h), corante precipitado no fundo do recipiente. Sugere-se que as
variacdes dos resultados nos testes de toxicidade s&o oriundas dessas diferencas na dispersé@o do
corante, além das diferencas intrinsecas a sensibilidade do organismo. Desta forma podemos
apenas reportar a faixa de CE50 para esse corante como sendo de 0,3 a 2,1 mg.L™.

Apobs a realizacdo do tratamento fotoeletroquimico por duas horas houve reducdo na
coloracdo confirmada pela reducdo da absorbancia (Figura 6). Devido ao baixo pH usado no
tratamento a amostra ao final deste ainda apresentava um pH=4, determinado pelo método papel
indicador (Merck®). Optou-se por ndo proceder a correcdo do pH para realizagdo dos testes para
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ndo interferir nas condices fisico quimicas da amostra tratada, pois houve preliminarmente uma
tentativa de correcdo do pH que modificou a coloragéo e aspecto da amostra. Desta forma testou-
se concentracGes maximas onde o pH se encontrava dentro da faixa aceitavel para o teste, a qual
foi de 2 mg.L™%. Os parametros pH, salinidade, oxigénio dissolvido (O.D.) e condutividade foram

registrados ao final do teste, esses resultados podem ser encontrados no APENDICE B.
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Figura 6. Monitoramento da absorbancia do corante Disperse Red 1 (20 mg.L™) durante o

tratamento fotoeletroquimico.

Para verificar se houve redugdo da toxicidade do corante apds o tratamento realizou-se o
teste de imobilidade com Nitokra sp. novamente. A CE50 no teste ndo pode ser determinada, mas
pode-se observar que é maior que a maxima concentragdo possivel de ser testada (2 mg.L™),
devido a interferéncia do pH ja reportada acima. Os dados dos quatro testes de toxicidade com o
Disperse Red 1 em comparagdo com a amostra tratada fotoeletroquimicamente foram
apresentados na Figura 7. Para fins comparativos o resultado da amostra tratada foi expressa em

mg.L™ equivalente ao corante inicialmente tratado.
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Figura 7. Curva dose-resposta do Nitokra sp. exposto ao corante Disperse Red 1 e a amostra do
tratamento fotoeletroquimico. Neste caso as concentragdes foram expressas em mg equivalente

de corante tratado por litro.

Pode-se observar que houve reducdo da cor da solucdo de corante ap0s o tratamento e 0s
dados sugerem uma reducdo na toxicidade, indicando que o tratamento fotoeletroquimico é
promissor. Os produtos gerados durante o processo de tratamento estdo ainda em fase de
identificagdo por espectrometria de massas. Para viabilizar uma melhor avaliagcdo da toxicidade
da amostra tratada, tratamentos com uma concentragdo de corante inicial mais elevada seriam

recomendados ou modificagcdes nas condigdes do tratamento de forma a gerar amostras com pH

compativel com os testes.

5.2.2 Disperse Red 13

As solucdes para o teste com o Disperse Red 13 p.a. foram preparadas da mesma maneira
realizada com o Disperse Red 1 (ver item 5.2.1), a solugdo estoque em &gua ultrapura e as demais

concentracdes em agua salina. Para a determinacdo da CE50 do corante Disperse Red 13 foram
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realizados dois testes de toxicidade. Ao final dos testes com esse corante, visualmente observou-
se menor precipitacdo do corante e menor variagdo em comparagdo com o Disperse Red 1 ao
final do teste. As CE50(96h) obtidas nos testes foram de 1,54 (1,23-1,92) e 1,44 (1,25-1,66)
mg.L™ . Como pode ser observado a CE50 obtida nos testes foram bastante similares. Desta
forma, optou-se por utilizar a média dos valores para indicar a CE50 do Disperse Red 13 p.a., ou
seja, 1,5 mg.L™ (n=2). Os dados brutos podem ser encontrados no Apéndice C.

Ferraz et al. (2010) testaram os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 e verificaram
que por possuir um atomo de cloro na sua estrutura, o0 Red 13 foi menos mutagénico no teste de
Ames, porém mais toxico no teste de toxicidade com D. similis do que o Disperse Red 1. Essa
comparacgdo ndo serd realizada nesse trabalho em decorréncia dos diferentes produtos utilizados
(produto comercial e produto Sigma).

Apbs 2h de tratamento fotoeletroquimico do corante Disperse Red 13, também foi possivel
observar a reducdo da absorbancia da amostra (Figura 8). Devido ao baixo pH usado no
tratamento a amostra ao final ainda apresentou um pH=5 determinado pelo método do papel
indicador (Merck®), incompativel com a realizacdo dos testes de toxicidade. Neste trabalho,
optou-se por ndo realizar a correcdo do pH para realizacdo dos testes para nao interferir nas
caracteristicas fisico quimicas da amostra (ver item 5.2.1). Os pardmetros pH, salinidade,
oxigénio dissolvido (O.D.) e condutividade foram registrados ao final do teste e podem ser
encontrados no APENDICE C.
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Figura 8. Monitoramento da absorbancia durante o tratamento fotoeletroquimico do Disperse Red
13 durante os tempos 0, 60 e 120 min de tratamento.

A amostra gerada no tratamento do corante Disperse Red 13 ndo apresentou efeito até a
maior concentracdo testada de 2 mg.L™, em decorréncia do baixo pH ao final do tratamento,
como ja discutido para o Disperse Red 1 (ver item 5.2.1). Os resultados do teste com o Disperse

Red 13 tratado e n&o tratado estéo ilustrados na Figura 9.
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equivalente de corante tratado por litro.

Pode-se observar que também houve reducdo na cor da solucdo de corante Disperse Red
13 ap06s o tratamento e o resultado do teste sugere a reducdo da toxicidade. Os produtos gerados
durante o processo fotoeletroquimico estdo ainda em fase de identificacdo. Para uma melhor
avaliacdo da toxicidade da amostra tratada seria recomendado algumas modificacbes no

tratamento aplicado, como uma concentragdo inicial de corante mais elevada, ou uma faixa de pH

mais adequada aos testes de toxicidade.
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5.3 Teste de toxicidade — sucesso de eclosao de ovos

5.3.1 Substancia de referéncia

As concentragOes para realizagdo deste teste foram escolhidas com base nos testes de
imobilidade. O teste foi realizado com sulfato de zinco como substancia de referéncia e estdo

apresentados na tabela 5. Os dados brutos podem ser encontrados no APENDICE A.

Tabela 5. Resultados dos testes de ecloséo realizados com Nitokra sp. ap0s exposi¢do a zinco
expresso em CEO (concentracdo de efeito observado) para o endpoint eclosdo de ovos em
comparagdo com a CE50 das fémeas imdveis

Teste CE50 fémeas (mg.L*Zn) CEO (mg.L™ Zn)

1 >0,11 0,11
2 >0,23 >0,23
3 0,96 (0,89-1,02) >2,3
4 0,61 1,14
5 0,39 0,45

Esperava-se de acordo com a literatura (Nipper et al., 2005) que o teste em que o efeito é
0 sucesso de eclosdo dos ovos fosse mais sensivel que o efeito de imobilidade em adultos. No
entanto, os resultados mostram que isso sO aconteceu no primeiro teste realizado em que a
concentracdo de efeito observado foi menor que no teste de imobilidade. Os quatros testes
seguintes mostraram valores de efeito na imobilidade (CE50) para as fémeas inferiores aos
valores de efeito no sucesso de eclosdo dos ovos. Sugerindo que o endpoint de imobilidade com
as fémeas adultas é mais sensivel que o efeito de sucesso de ecloséo.

Se compararmos os valores da CE50 das fémeas com os valores ja apresentados na carta-
controle (ver Figura 5), esses valores estdo dentro da faixa de sensibilidade para adultos. Ou seja,
as fémeas usadas no teste de sucesso de eclosdo, ao final do processo reprodutivo, apresentam a
mesma sensibilidade ao sulfato de zinco que organismos adultos aleatorios utilizados nos testes

de sensibilidade.

26



5.3.2 Corantes

As solucdes estoque para estes testes também foram realizadas em agua ultrapura, e as
diluicdes em &gua salina reconstituida (salinidade 20) (de acordo com o item 5.2.1). Os resultados
para o teste de eclosdo com fémeas ovadas para o corante Disperse Red 1 foram apresentados na
Tabela 6 e para o Disperse Red 13 na Tabela 7 e os dados brutos podem ser encontrados no
APENDICEBeC.

Tabela 6. Resultados dos testes de sucesso de ecloséo realizados com Nitokra sp. exposto ao
corante Disperse Red 1 com endpoint de sucesso de eclosdo e CE50 das fémeas imoveis
Teste CE50 fémeas (mg.L™") CEO (mg.L™)

1 0,29 (0,07-1,15) >0,5
2 >1 >1
3 >5 1

Tabela 7. Resultados dos testes de sucesso de ecloséo realizados com Nitokra sp. exposto ao
corante Disperse Red 13 com endpoint de sucesso de eclosdo e CE50 das fémeas imoveis
Teste CES50 fémeas (mg.L™") CEO (mg.L™)
1 >1 >1

2 1,73 (0,97-3,1) 2

O resultado para os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 corroboram com a
discussdo ja apresentada em que os resultados, em geral, sdo muito similares para os efeitos
observados ou o teste de imobilidade demonstra-se mais sensivel que o sucesso de eclosédo dos
ovos. Os resultados da CE50 para as fémeas expostas aos corantes também esta similar aos
valores apresentada para 0s corantes com organismos adultos escolhidos aleatoriamente no
cultivo (ver Tabela 4).

Os produtos gerados ap6s tratamento fotoeletroquimico dos corantes dispersos Red 1 e Red
13 foram também utilizados no teste de sucesso de eclosdo dos ovos até as concentracdes em que

0 pH final da amostra ndo causasse interferéncia no teste. Os resultados foram expressos em
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mg.L™ do corante inicial e estdo expressos na Tabela 8. Os dados brutos podem ser encontrados
no Apéndice B e C.

Tabela 8. Resultados dos testes de sucesso de eclosdo realizados com Nitokra sp. exposto aos
produtos gerados do tratamento fotoeletroquimico realizado com os corantes Disperse Red 1 e
Disperse Red 13 com endpoint de sucesso de ecloséo e CE50 das fémeas imoveis

Produto CES50 fémeas (mg.L™?) CEO (mg.L™Y)
Disperse Red 1 >2 >2
Disperse Red 13 >5 >5

Os resultados dos testes realizados com o0s corantes antes e ap6s tratamento
fotoeletroquimico foram compilados na Tabela 9. Observa-se que os resultados do teste de
sucesso de eclosdo sdo similares ou menos sensiveis que os resultados do teste de imobilidade
com adultos, incluindo a imobilidade das fémeas em periodo reprodutivo, pois se obteve
resultados similares aos adultos escolhidos aleatoriamente. Sugere-se que o cérion quitinoso que
sO é permeavel para moléculas muito pequenas, que envolvem esses embrides (ZIRBEL et al.,

2007), explique a baixa sensibilidade desse endpoint, impedindo a entrada dessas substancias.
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Tabela 9. Resumo dos resultados da exposicdo do Nitokra sp. aos corantes Disperse Red 1 e
Disperse Red 13 antes e ap6s tratamento fotoeletroquimico

Substancia Endpoint CE50 (mg.L™) CEO (mg.L™
0,92 -
Imobilidade
0,30 -
2,07 -
. 1,18 -
Disperse Red 1
Imobilidade fémeas e sucesso de 0,29 >0,5
eclosdo >1 >1
>5 1
Imobilidade >2 -
Produto DR1 tratado Imobilidade fémeas e sucesso de
>2 >2
eclosdo
Imobilidade 1,54 -
1,44 -
Disperse Red 13 Imobilidade fémeas e sucesso de >1 >1
eclosao
1,73 2
Imobilidade >2 -
Produto DR13 tratado Imobilidade fémeas e sucesso de
>5 >5
eclosdo

Apesar do teste de sucesso de eclosdo ter sido utilizado por Zaroni (2006) de maneira
satisfatoria com Nitokra sp. em amostras de fase liquida e solida, mostrando sensibilidade neste
endpoint e Nipper et al. (2005) que também utilizaram com sucesso o teste de eclosdo com o
copépodo harpacticoide Schizopera knabeni e obteve uma sensibilidade maior que o teste de
imobilidade em quase todas as amostras de fase liquida e sélida, onde apenas uma amostra foi
mais sensivel no teste de imobilidade; Buttino et al. (2011a) sugerem que mesmo ndo havendo
efeitos ou alteracdo no sucesso de ecloséo, os nauplios podem apresentar efeitos e deformacdes

apos a eclosdo que comprometeriam a prosperidade da populacdo em seu habitat. Ou seja, 0
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sucesso de eclosdo dos ovos é um efeito bastante especifico e pode ndo garantir a prosperidade da
populacdo mesmo quando esse endpoint ndo indica efeitos toxicos.

Gorbi et al. (2012), recentemente apresentaram uma proposta de padronizacdo de testes
com copépodos utilizando o copépodo calanodide Acartia tonsa. Sua metodologia consiste na
aplicacdo de dois testes, um agudo (24 e 48h) e um semi cronico (7 dias), ambos com a exposicéo
de embrides, sendo possivel controlar a idade dos organismos, e visto que os estagios naupliares
sd0 mais sensiveis que as respostas obtidas para a imobilidade dos adultos e que a eclosdo dos
ovos. Alguns autores ja propdem inclusive avaliar a viabilidade dos embrides através da inducgéo
de apoptose através de técnicas de microscopia (BUTTINO et al., 2011a; BUTTINO et al.,
2011b). Ou seja, novas metodologias para testes com copépodos estdo sendo propostas e
estudadas visando a padronizacdo de uma metodologia para esses testes e avaliagdes.

Nesse caso, seriam necessarios mais estudos para uma futura padronizacdo de um teste
curto com copépodos, Vvisto que ja existe norma que compreende a avaliacdo do ciclo de vida
(ASTM, 2004), abrangendo os endpoints e fases mais sensiveis da vida desses organismos.
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6. CONCLUSAO

A CE50(96h) do corante comercial Disperse Red 1 para o teste de imobilidade com Nitokra
sp. variou de 0,3 a 2,1 mg.L™. Essa variacao foi atribuida primariamente & dispersdo do corante
em solucdo. Para o corante Disperse Red 13 a CE50(96h) do teste de imobilidade foi de 1,5
mg.L? (n=2).

Nos testes em que o endpoint era sucesso de eclosdo a CEO para o Disperse Red 1 e
Disperse Red 13 foram de 1 mg.L™ e 2 mg.L™, respectivamente. Esses resultados demonstram
que esse endpoint € menos sensivel que o teste de imobilidade para esse organismo, para as
substancias utilizadas neste estudo.

O tratamento fotoeletroquimico reduziu a coloracdo das amostras e parece ter reduzido a
toxicidade dos corantes nas condicdes testadas e em ambos o0s testes (imobilidade e eclosdo). O
tratamento € uma alternativa promissora para o tratamento desses compostos. Mais estudos sdo
necessarios para verificar e aperfeicoar as condi¢des do tratamento para permitir a avaliacdo da
toxicidade dos produtos gerados no tratamento, de forma que os parametros, como pH, nédo

interfiram nessas avaliacdes.
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APENDICE A — Resultados com Zinco

Tabela 1. Testes de sensibilidade com ZnSO, realizados com Nitokra sp. avaliando imobilidade

Teste Més/Ano CE50 em ZnSO4 (mg/L) | CE50 em Zn (mg/L)
1 Outubro 2010 3,29 0,75
2 Outubro 2010 3,89 0,88
3 Dezembro 2010 4,43 1
4 Janeiro 2011 3,16 0,72
5 Fevereiro 2011 2,65 0,6
6 Marco 2011 2,27 0,52
7 Maio 2011 3,59 0,82
8 Maio 2011 3,36 0,76
9 Junho 2011 3,11 0,71
10 Julho 2011 1,44 0,33
11 | Dezembro 2011 2,54 0,58
12 Marco 2012 2,24 0,51
13 Abril 2012 2,04 0,46
14 Maio 2012 1,76 0,40
15 Junho 2012 4,7 1,07
16 Agosto 2012 3,64 0,83
17 Setembro 2012 2,19 0,49
18 Outubro 2012 1,62 0,37
19 | Novembro 2012 1,32 0,30
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Tabela 2. Teste 1 de sucesso de eclosdo com sulfato de zinco (concentracdo em ZnSQOy,)

Réplicas
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nduplios fémeas imoveis
0 6 4 11 6 8 9 7 7 11 10 79 1
0,01 8 905057 9 3 4 50 4
0,05 7 6 10 7 1110 7 7 10 8 83 1
0,1 8 5107 7 3 6 4 7 5 62 1
0,5* 3 55 7 0 6 7 100 6 49 3

*Diferem estatisticamente do controle.

Tabela 3. Teste 2 de sucesso de eclosdo com sulfato de zinco (concentragcdo em ZnSO,)

Réplicas
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nduplios fémeas imbveis
0 2 10 8 10 7 9 9 13 9 7 84 0
0,01 7 9 7 12 0 10 5 0 4 6 60 0
0,05 8 9 9 7 812 9 1 12 8 83 0
0,1 0 9 4143 7 17 8 6 8 76 0
0,5 12 7 0 6 7 13 16 11 7 11 90 0
1 8 7 7 7 9145 7 130 77 0
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Tabela 4. Teste 3 de sucesso de eclosdo com sulfato de zinco (concentracdo em ZnSQOy,)

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nduplios fémeas imoveis
0 1 912 1510 0 11 0 13 10 81 0
0,5 8 0121216 5 0 8 8 10 79 0
1 16 9 7 13 10 11 10 8 6 15 105 0
2,5 10912 7 8 3 8 710 9 83 0
3,5 388 3 0 4 54104 49 1
55 76 6 0 0 7 450 6 41 10
10 117 0 5 0 14 0 6 0 O 43 10

Tabela 5. Teste 4 de sucesso de eclosdo com sulfato de zinco (concentracdo em ZnSQOy)

Réplicas

Conc.(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nauplios fémeas imdveis

0 10109 8 11 9 5 8 5 5 80 0
0,1 7 10910 5 9 1310 12 5 90 0
0,5 10 6 9 8 7 1011 9 8 6 84 0
1 6 888 811 6 8 9 7 79 0
5* 7 586 6 7 2 4 6 4 55 8

*Difere estatisticamente do controle.
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Tabela 6. Teste 5 de sucesso de eclosdo com sulfato de zinco (concentracdo em ZnSQOy,)

Réplicas

Conc.(mg/L) 1 2 3456 7 8 9 10 total nauplios fémeas imdveis

0 89677364509 64 0
0,5 575056270 8 45 0
1 720852666 3 45 1
2* 835152412 4 35 5
3* 324303185 4 33 10
S5* 4530033010 19 10

*Difere estatisticamente do controle.
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APENDICE B - Resultados com Disperse Red 1

Tabela 7. Teste 1 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp.

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 N° iméveis % imoveis
0 1 0 0 1 33
0,1 5 4 5 14 46
0,5 2 4 7 13 43
1 6 5 4 15 50
5 9 5 8 22 73
10 8 9 9 26 86
15 10 9 9 28 93
20 9 9 9 27 90

CE50=0,92 mg/L (0,24-3,54)

Tabela 8. Teste 2 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp.

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N° imoéveis % imAveis
0 1 1 0 0 2 0
0,05 1 0 0 0 1 2,5
0,1 3 4 2 1 10 25
0,5 10 9 7 8 34 85
1 6 3 9 8 26 65
2,5 8 8 6 7 29 72,5
5 10 9 9 10 38 95
10 8 9 7 8 32 80

CE50=0,3 mg/L (0,2-0,4)
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Tabela 9. Teste 3 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp.

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N°imoveis % imoveis
0 0 0 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0 0 0
0,5 0 2 3 2 7 17,5
1 1 1 3 2 7 17,5
2,5 4 9 3 7 23 57,5
5 8 9 8 9 34 85

CE50=2,07 mg/L (1,61-2,67)

Tabela 10. Teste 4 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp.

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N°imdveis % imoveis
0 0 0 0 0 0 0
0,1 3 0 0 3 6 15
0,5 6 2 5 6 19 47,5
1 5 5 3 6 19 47,5
2,5 7 6 4 3 20 50
5 5 6 9 8 28 70

CE50=1,18mg/L (0,64-2,18)
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Tabela 11. Teste de imobilidade com Disperse Red 1 tratado fotoeletroquimicamente

Conc.(mg/L) 1 2 3 N°imdveis % imdveis

0 0 0 O 0 0
0,1 0 0 O 0 0
0,5 0 0 O 0 0

1 2 1 2 5 16,6

2 1 3 3 7 23,3

4 10 10 10 30 100

Dados considerados invalidos devido a interferéncia nos parametros fisico-quimicos

Tabela 12. Parametros finais do teste de imobilidade com Red 1 tratatado fotoeletroquimicamente

Parametros finais
Conc. (mg/L) Mort. (%) pH O.D.(mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade

0 0 7,6 6 27,3 22
0,1 0 7,6 6,7 26,6 22
0,5 0 7,6 6,6 26 22

1 16 7,8 6,6 25,8 21

2 23 7,1 6,1 24,6 21
4 100 4,2 6,4 23 19,5

Dados considerados invalidos devido a interferéncia nos parametros fisico-quimicos

Tabela 13. Teste 1 de sucesso de eclosdo com Disperse Red 1

Réplicas

Conc.(mg/L) 12 3 4 5 6 7 8 9 10 total nauplios fémeas imoveis

0 6411 6 8 97 7 11 10 79 1
0,01 82 8 7 6 447 7 9 62 1
0,05 58 8 11 50804 9 58 3
0,1 6651010626 3 7 61 3
0,5 98 7 7 26946 0 58 6
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Tabela 14. Teste 2 de sucesso de eclosdo com Disperse Red 1

Réplicas

Conc.(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nauplios fémeas imoveis

0 6 996 6 11 0 9 10 12 78 0
0,01 10 8 6 10 5 8 10 3 5 O 65 0
0,05 4 96 7 5126 8 9 8 74 0
0,1 5 90101212 6 5 10 6 75 0
0,5 9 10616 9 8 9 15 7 7 96 0
1 4 189 4 8 12 10 11 13 14 103 0

Tabela 15. Teste 3 de sucesso de eclosdo com Disperse Red 1

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3456 7 8 9 10 total nduplios fémeas imdveis
0 8967736459 64 0
0,1 904682674 8 54 0
1* 345435044 2 34 0
2* 546151615 3 37 2
3* 2335133232 27 2
5* 234332202 2 23 1

*Difere estatisticamente do controle.
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Tabela 16. Teste de sucesso de eclosdo com Disperse Red 1 tratado fotoeletroquimicamente

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 456 7 8 9 10 total nduplios fémeas imoveis
0 7 71088710 6 8 7 78 0
0,5 5929998 997 76 0
1 119 9 606 7 126 7 73 1
2 9 6 36367 28€©6 56 0
5 5856305 5¢65 48 10
10 128107797 999 87 10

Dados considerados invalidos devido a interferéncia nos parametros fisico-quimicos

Tabela 17. Parametros finais do teste de imobilidade com Disperse Red 1 tratatado

fotoeletroquimicamente

Parametros finais
Conc. (mg/L) Mort. (%) pH O.D.(mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade

0 0 7,6 7,5 28,36 21,5
0,5 0 7,5 7,8 26,59 21
1 0 7,39 6,4 26,74 21
2 0 7,04 6,7 25,2 20
5 100 3,05 6,7 22,66 18,5
10 100 2,3 6,7 19,39 15,5

Dados considerados invalidos devido a interferéncia nos parametros fisico-quimicos

50



APENDICE C — Resultados com Disperse Red 13

Tabela 18. Teste 1 de imobilidade com Disperse Red 13 realizado com Nitokra sp.

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N°imoveis % imoveis
0 0 0 0 0 0 0
0,01 0 0 0 0 0 0
0,05 0 0 0 0 0 0
0,1 1 0 0 1 2 5
0,5 2 3 0 1 6 15
1 0 1 2 5 8 20
2,5 4 6 6 6 22 55
5 10 10 10 10 40 100

CE50=1,54 mg/L (1,23-1,92)

Tabela 19. Teste 2 de imobilidade com Disperse Red 13 realizado com Nitokra sp.

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4  N°imoveis % imoveis
0 0 0 1 0 1 2,5
0,1 1 1 5 1 8 20
0,5 4 1 2 2 8 20
1 4 2 0 2 8 20
2,5 10 9 10 9 38 95
5 10 10 10 10 40 100

CE50=1,44 mg/L (1,25-1,66)

51



Tabela 20. Teste de imobilidade com o Disperse Red 13 tratado fotoeletroquimicamente

Réplicas

Conc.(mg/L) 1 2 3 N°®imdveis % imoveis

0 00O 0 0
0,1 0 00O 0 0
0,5 0 0O 0 0
1 00O 0 0
2 0 0O 0 0

Tabela 21. Parametros finais do teste de imobilidade com Disperse Red 13 tratatado

fotoeletroquimicamente

Parametros finais
Conc.(mg/L) Mort. (%) pH O.D.(mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade

0 0 8,02 3,15 33,83 20,5
0,1 0 8,05 3,45 33,16 21
0,5 0 8,04 3,71 32,15 20,5

1 0 8,04 3,81 31,49 20,5

2 0 7,98 3,92 29,75 21

Tabela 22. Teste 1 de sucesso de eclosdo com Disperse Red 13

Réplicas

Conc.(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nduplios fémeas imoveis

0 12 10 11 5 11 11 13 13 9 5 100 0
0,01 0 7 10 8 8 16 6 14 5 12 86 0
0,05 7 1315 8 12 11 12 10 8 5 101 1
0,1 7 9 8 10 11 14 10 3 13 7 92 0
0,5 8 7 10 6 15 4 8 6 8 8 80 0
1 13 11 10 8 9 10 5 8 9 7 90 0
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Tabela 23. Teste 2 de sucesso de eclosdo com Disperse Red 13

Réplicas

Conc.(mg/L) 1 23 4 5 6 7 8 9 10 total nauplios fémeas imdveis

0 1387 9 9 10 6 6 12 6 86 1
0,1 9 571012 8 9 6 6 4 76 1
1 9 87 8 10 9 117 8 9 86 2
2* 556 3 6 7 87 4 4 55 3
3* 4605 40 3 8 2 38 10
5* 2 014 1 0 455 3 25 10

*Difere estatisticamente do controle

Tabela 24. Teste de sucesso de eclosdo com Disperse Red 13 tratado fotoeletroquimicamente

Réplicas
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total nduplios fémeasimoveis
0 9 11 7 7 6 13 5 5 12 6 81 1
0,5 6 11 11 6 10 5 10 7 9 6 81 0
1 9 8 8 9 107 7 9 7 12 86 1
2 7 12 8 145 6 7 8 9 5 81 0
5 10 14 9 15 9 8 6 11 11 4 97 0

Tabela 25. Parametros finais do teste com Disperse Red 13 tratado fotoeletroquimicamente

Parametros finais
Conc. (mg/L) Mort. (%) pH O.D.(mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade

0 10 8 3,34 33,05 21,5
0,5 0 7,98 4,19 33,06 21
1 10 7,97 3,8 32,52 21
2 1 79 4,12 30,25 20
5 0 7,83 4,13 26,1 17
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